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RESUMO

A aquisicdo dos bufalos no Brasil inicialmente foi motivada pelo seu exotismo e ndo pelas
suas qualidades zootécnicas. O maior interesse na espécie, particularmente apds a década de 80,
foi acompanhado de intenso intercdmbio de animais entre os estados brasileiros principalmente
por criadores buscando introduzir espécimes de maior pureza racial e de caracteristicas
fenotipicas mais adequadas a seus objetivos de exploragdo. Essa mistura conferiu uma
variabilidade que muitas vezes €& observada na conformacdo corporal desses animais,
caracterizando-se como uma variedade distinta. Algumas caracteristicas exigidas no padréo
racial sdo perdidas e estes individuos excluidos, diminuindo o numero de animais disponiveis
para selecdo visando caracteristicas de interesse econémico. Em casos como estes, a utilizacao
da genética molecular pode ser um instrumento rapido para a identificacdo de animais que, se
bem caracterizados, seriam mais interessantes para serem mantidos como reprodutores,
aumentando a eficiéncia da selegdo no gerenciamento dos rebanhos. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi realizar um diagnostico de similaridade genética, a partir da construcdo de duas
arvores filogenéticas, entre o rebanho de bubalinos da Estacdo Experimental Agrondmica da
UFRGS (EEA) e sequéncias obtidas no GenBank de individuos de diferentes espécies e ragas
bubalinas. Foi realizada extracdo do DNA total e reagdes em cadeia da polimerase (PCR) dos
genes citocromo b (1.140 pb) e citocromo ¢ oxidase | (631 pb), sendo posteriormente
sequenciados. As filogenias foram reconstruidas utilizando 1.140 e 631 pares de bases dos genes
mitocondriais citocromo b e citocromo ¢ oxidase | respectivamente, e foram incluidas sequéncias
de 14 diferentes espécies/ragas de bubalinos obtidas no GenBank. Como resultado, em ambas as
arvores 0s espécimes se agruparam com 0s individuos das racas Mediterraneo, Murrah e Nili-
Ravi. Isso representa um panorama de que a linhagem matrilinear do rebanho analisado, quando
comparado com os individuos de diferentes racas e espécies de bubalinos, tem origem similar

aos das racas Mediterraneo, Murrah e Nili-Ravi.

Palavras-Chave: Bubalus bubalis; Citocromo b; Citocromo c oxidase I; Filogenética



ABSTRACT

The acquisition of buffaloes in Brazil was initially motivated by their exotic but not their
zootechnical qualities. The interest in the species, mainly 1980s onwards, was accompanied by
an intense exchange of animals between Brazilian states, mainly by breeders, seeking to
introduce specimens with greater racial purity and phenotypic features more suited to their
exploratory goals. This mixture provided a variability that is often observed in the body
conformation of these animals, characterizing itself as a distinct variety. Some features required
in the racial pattern are lost, and these individuals are excluded, reducing the number of animals
available for selection aiming at features of economic interest. In these cases, molecular genetics
can be a quick instrument to identify animals that, if well-characterized, would be more
interesting to be kept as breeding animals, increasing the efficiency of selection in the herd's
management. Thus, the goal of this study was to carry out a diagnosis of genetic similarity, from
the construction of two phylogenetic trees, between the herd of buffaloes from the UFRGS
Agronomic Experimental Station and sequences obtained from GenBank of buffaloes of different
species and breeds. Phylogenies were reconstructed using 1.140 and 631 base pairs of
mitochondrial cytochrome b and cytochrome ¢ oxidase | genes. Sequences from 14 different
species/breeds of associated buffaloes were included in GenBank. As a result, the specimens
clustered with individuals of the Mediterranean, Murrah, and Nili-Ravi races in both trees. This
represents a panorama in which the matrilineal lineage of the analyzed herd is similar to those of
the Mediterranean, Murrah, and Nili-Ravi races, compared to individuals of different races and

species of buffaloes.

Keywords: Bubalus bubalis; Cytochrome b; Cytochrome c oxidase I; Phylogenetics
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1 INTRODUCAO

Os bufalos sdo animais domésticos da familia dos bovideos, de origem asiatica, utilizados
para produzir carne e leite para consumo humano. Estes animais sdo classificados na subfamilia
Bovinae, género Bubalus, sendo a espécie Bubalus bubalis dividida em dois grupos principais:
Bubalus bubalis bubalis, também conhecido como bufalo-do-rio, e o Bubalus bubalis carabanensis,
conhecidos como bufalo-do-pantano (CARROLL, 1988; CASTILLO 1998). A introdugdo desses
animais no Brasil, primeiramente foi motivada pelas caracteristicas fenotipicas exoticas e quase
nada se sabia sobre suas qualidades zootécnicas. O maior interesse na espécie, particularmente apds
a década de 80, foi acompanhado de intenso intercdmbio de animais entre os estados brasileiros
principalmente por criadores buscando introduzir espécimes de maior pureza racial e de
caracteristicas fenotipicas mais adequadas a seus objetivos de exploragdo (BERNARDES, 2007).

Para o registro genealdgico das racgas, € necessario uma série de caracteristicas fenotipicas
instituidas dentro do padrao racial. Existem 72 tipos de racas de bdfalos no mundo, dos quais 57
estdo na Asia, e ha 22 racas bubalinas que sio criadas para a producdo de leite (YILMAZ
ADKINSON; KONCA, 2021). A Associagéo Brasileira de Criadores de Bufalos (ABCB) reconhece
quatro racas de bufalos no Brasil: Mediterraneo, de origem italiana; Carabao, originario do norte
das Filipinas; Murrah e Jafarabadi, ambas de origem indiana (ABCB, 2021).

E sabido que determinadas racas de bubalinos tém um maior aproveitamento de sua aptido
leiteira, como a raga Murrah (ABCB, 2021). Contudo, devido aos primeiros rebanhos bubalinos
dessa raca no Brasil terem uma base genética bastante estreita, em muitos casos, para resolver este
problema foi priorizado o cruzamento entre ragas. Essa mistura conferiu uma variabilidade que
muitas vezes € observada na conformacao corporal desses animais, caracterizando-se como uma
variedade distinta (COSTA, 2015). Além disso, em muitas localidades do Brasil a producéo
bubalina é realizada, em pequenos rebanhos e sem controle genealdgico, como atividade secundaria
a bovinocultura e, ao longo do tempo, as referéncias de sua formacéo se perdem (ANDRADE;

GARCIA, 2005). Caracteristicas exigidas no padrdo racial so perdidas e estes individuos excluidos
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diminuindo o nimero de animais disponiveis para selecdo visando caracteristicas de interesse
econdmico.

Nas ultimas décadas observou-se um progresso na genética molecular que possibilitou a
criacdo de ferramentas importantes para estudos filogenéticos e populacionais, como a taxonomia
molecular. E, com isso, nossa capacidade em identificar espécies e caracterizar a biodiversidade de
diversos ecossistemas brasileiros foi aumentada (BRASIL, 2009). Assim, como discriminar
subdivisbes populacionais intraespecificas de animais silvestres e domésticos de importancia
econémica com mais eficiéncia, em alguns casos, que a biometria morfologica (ERIKSSON et al.,
2006; GARRIGAN; HAMMER, 2006).

Genes mitocondriais possuem heranca exclusivamente materna, além de apresentarem
padrdo de heranca ndo Mendeliana e ndo sofrem eventos de recombinacdo. O citocromo b (cyt b) e
citocromo ¢ oxidase | (COI) sdo genes mitocondriais frequentemente utilizados em estudos
filogenéticos, pois apresentam amplo polimorfismo intraespecifico e evoluem mais rapido que o
DNA nuclear (AVISE, 2000). Estes genes podem servir como marcadores genéticos e associados
as sofisticadas metodologias estatisticas tém se mostrado bastante eficientes para discriminar
subpopulac@es ou racas (AVISE, 2000; HAMMER, 2006; GODMAN, 1998).

Os estudos de recursos genéticos em animais domésticos estdo em evidéncia. No entanto, a
populacdo de bubalinos é pouco caracterizada no Brasil, apesar destes animais desempenharem um
papel socioecondmico de destaque para populacdes das diversas regides que os utilizam como fonte
de subsisténcia (ZETOUNI, 2013). Aliado ao processo de melhoramento as técnicas de genética
molecular, juntamente aos métodos tradicionais do melhoramento genético, possibilitam o estudo
da expressdo do potencial genético animal. Sua utilizacéo pratica na producao animal pode aumentar
a eficiéncia da selecdo no gerenciamento dos rebanhos e contribui com o progresso genético da
populacdo (CAMPQOS, 2011).

Com isso, o presente trabalho buscou realizar um diagndéstico de similaridade genética entre
as linhagens matrilinear do rebanho de bubalinos da Estacdo Experimental Agronémica da UFRGS
e individuos de diferentes espécies e racas de bubalinos. Tendo como objetivo buscar uma nova
ferramenta que possa ser utilizada no gerenciamento de rebanhos, principalmente auxiliando na

selecdo de reprodutores, para que atue de forma complementar a selegéo classica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TAXONOMIA DOS BUBALINOS

Segundo Melo (2017), existem contradi¢cdes na ordem zoologica da espécie e este ainda é um
assunto em construcdo e discussdo entre a comunidade cientifica, associacdes e criadores. Devido
as constantes alteracOes e revelacGes no sistema de nomenclatura dos bubalinos sua taxonomia
encontra-se em constante modificacdo e atualmente ndo possui uma linguagem universal
compreendida (MELO, 2017).

Na tabela 1 esta representada a classificacdo cientifica dos bubalinos. Sdo animais
pertencentes ao reino Animalia; Classe Mammalia; Ordem Artiodactyla e Subordem Ruminantia.
Os bubalinos pertencem a familia Bovidae que foi descrita por Gray em 1821. Ela é a maior das 10
familias existentes em Artiodactyla e € conhecida através de registros fosseis do inicio do Mioceno.
Evidéncias moleculares, morfologicas e fdsseis sugerem 8 subfamilias dentro deste grupo. A
subfamilia que contempla os bufalos é a Bovinae que além destes também inclui os bisdes, bois e
antilopes de chifres espirais. As espécies de Bovinae sdo nativas da Africa, América do Norte,
Eurasia, India e sul da Asia. (ALDER, et al., 1995; FELDHAMER, et al., 2007; GENTRY, 2011;
KINGDON, 1982a; 1982b; VAUGHN, et al., 2000; WALTHER, 1990).

Tabela 1. Classificagdo cientifica dos bubalinos

Classificagéo

Reino Animalia Linnaeus, 1758

Classe Mammalia Linnaeus, 1758

Ordem Artiodactyla Owen, 1848

Subordem Ruminantia Scopoli, 1777

Familia Bovidae Gray, 1821

Subfamilia Bovinae Gray, 1821

Género Bubalus C. H. Smith, 1827

Espécie Bubalus mindorensis — Tamarau ou Tamaraw (Heude, 1888)

Bubalus depressicornis — Anoa (C.H. Smith, 1827)

Bubalus quarlesi — Anoa da Montanha (Ouwens, 1910)

Bubalus mephistopheles — (Hopwood, 1925)
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Bubalus arnee - Bufalo selvagem asiatico (Kerr, 1792)

Bubalus bubalis - Bufalo doméstico asiatico (Linnaeus, 1758)

Bubalus bubalis subsp. bubalis - Bufalo do rio (Linnaeus, 1758)

Bubalus bubalis subsp. carabanensis — Bufalo do Pantano (Castillo, 1998)
Bubalus bubalis subsp. fulvus (Blanford, 1891)

Bubalus bubalis subsp. mignona (Deraniyagala, 1952)

Bubalus bubalis subsp. theerapati (Groves, 1996)

Fonte: Adaptado de LINNAEUS, 1758; FRISCH, 1775; LICHTENSTEIN, 1814; GRAY, 1821; SMITH, 1827,
LYDEKKEr, 1885; MASON et al., 1971; CASTILLO, 1971; COCKRILL, 1974; FISCHER & ULBRICH, 1968.

A tribo Bovini compreende todas as principais espécies de bovinos domesticos, incluindo os
bufalos, e além destes, véarias espécies selvagens. Estudos moleculares baseados em sequéncias do
gene mitocondrial citocromo b sugeriram uma distingéo clara dentro da tribo Bovini, de um lado,
todas as espécies de Bos (gado) e Bison (bisontes), e no outro, todas as espécies de Bubalus (bufalos
asiaticos) e Syncerus (bufalos africanos) (Hassanin; Douzery, 1999). Hassanin e Douzery (1999)
definiram trés subtribos dentro da tribo Bovini: (1) subtribo Bovina, que contempla todas as espécies
dos géneros Bos e Bison; (I1) subtribo Pseudoryina, apenas representado por P.nhetinhensis; e (I11)
subtribo Bubalina, que incorpora todas as espécies de Bubalus e Syncerus.

A obra Systema Naturae de Linnaeus em 1758 incluiu todos os membros pertencentes a
familia dos bovideos como sendo do género Bos, posteriormente devido as diferencas anatbmicas
existentes, os bufalos foram entédo classificados no género Bubalus. Em 1827 H. Smith classificou-
os com a terminologia bubalis passando a surgir a espécie Bubalus bubalis, sendo esta utilizada para
todas as variedades domésticas do bufalo asiatico e o termo Bubalus arnee (Kerr, 1792), utilizada
somente para os bufalos selvagens. O género Bubalus ¢ um importante clado de Bovinae, é
composto pelas espécies selvagens incluindo Bubalus mindorensis (Tamarao) (Heude, 1888),
Bubalus depressicornis (anoas da planicie) (C. H. Smith, 1827), Bubalus quarlesi (anoas da
montanha) (Ouwes, 1910), Bubalus arnee (asiatico aquatico) e espécie domesticada Bubalus bubalis
(bdfalo indiano) (Linnaeus, 1758). No entanto, o cruzamento B. bubalis x B. arnee produz prole
fértil e viavel (Cockrill, 1974) e alguns autores denominam as populacdes selvagens como uma
variedade de B.bubalis arnee (Lydekker, 1885; Cockrill, 1974; Mason et al., 1977) ou Bubalus
bubalis Matschie, 1912 ssp. septentrionalis (Grubb, 2005).
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Dentro da espécie Bubalus bubalis, foi observado que a raga carabao apresentava diferencas
morfologicas e citologicas em relagdo ao Murrah, portanto em 1971 Castillo sugeriu dar uma nova
denominacdo a esta variedade. Ramirez e Songsri (1979) publicaram o relatorio intitulado
“Citologia dos Tipos de Pantano e Rio de Bufalos de Agua e Seus Hibridos” apoiando a proposta
para a classificagdo dos carabaos como Bubalus carabanensis (Castillo, 1971). Em 1941 MacGregor
tentou diferenciar os dois tipos de bafalos de dgua que encontrou na Malasia. Ele usou o tipo de
pantano para carabao e Murrah para o tipo rio da raga indiana. O nome comum do bufalo do pantano
na Indonésia é karbaw, na Malasia kerbau e na Tailandia Icwai e nas Filipinas carabao (ou kabaw
ou kalabaw) (CASTILLO, 1998).

Posteriormente, utilizando estudos bioquimicos (AMANO, 1983; BARKER et al., 1997a),
moleculares (BARKER et al., 1997b; KIKKAWA et al., 1997; LAU et al., 1998) e morfoldgicos
(MACGREGOR, 1939) Bubalus bubalis foi classificado com duas subespécies: bufalo de rio
(Bubalus bubalis bubalis) encontrado no subcontinente indiano, Oriente Médio e Europa Oriental;
e o bufalo de pantano (Bubalus bubalis carabanensis) distribuido na China, Bangladesh, Paises do
sudeste asiatico e estados do nordeste da India. Estes dois grupos diferem no nimero de
cromossomos: bufalo de pantano, 2n = 48; bdfalo de rio, 2n = 50 (FISCHER & ULBRICH, 1968),
e para frequéncias de alelos em loci codificadores de proteinas (AMANO, 1983; BARKER et al.,
1997a) e em microssatélite loci (BARKER et al. 1997b).

Segundo a base de dados Universal Protein (UniProt) e enciclopédia internacional
Biological Library (BioLib), a subespécie Bubalus bubalis carabanensis pode possuir outras sete
nomenclaturas sendo elas: (1) Bubalus carabanensis, (11) Bubalus arnee carabanensis, (111) Bubalus
bubalis carabanesis, (IV) Bubalus carabanensis carabanensis, (V) carabao, (V1) Bubalus bubalis
kerabau e (VI1) kerabau.

A variedade Bubalus bubalis fulvus é o bufalo nativo da regio nordeste da india,
especialmente do Assam, que vive em estado semi-doméstico ou selvagem, sendo um animal de
porte menor que os das subespécies B. bubalis bubalis e B. bubalis carabanensis. E de coloracio
pardacenta ou avermelhada, com alguma semelhanca com o tipo Baio existente no Brasil
(MARQUES, 1999; 2000). O Integrated Taxonomic Information System (ITIS) lista mais duas

subespécies validas de Bubalus bubalis: B. bubalis fulvus, B. bubalis migona e B. bubalis theerapati.
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2.2 EVOLUCAO E DISPERSAO

Evidéncias historicas, anatbmicas e arqueoldgicas apoiam que as duas variedades distintas
(rio e pantano) descendem do bdfalo asiatico selvagem (Bubalus arnee) populagdes que divergiram
cerca de 900 ka AP e, em seguida, evoluiram em regies geograficas separadas (ZHANG et al.,
2020). Apds a domesticacdo na regido ocidental do subcontinente indiano (c. 6300 anos AP), o
bafalo do rio espalhou-se para o oeste até o Egito, os Bélcés e a Italia. Por outro lado, apos a
domesticacdo na regido da fronteira China/Indochina ca. de 3.000 a 7.000 anos AP, os bufalos do
pantano se dispersaram pelo sudeste da Asia e pela China até o vale do rio Yangtze (COCKRILL,
1974, 1984 ; LAU et al., 1998 ; WANG et al., 2017a, 2017b ; LEI et al., 2007; KUMAR et al.,
2007a, 2007b ; YINDEE et al., 2010 ; ZHANG et al., 2011 , 2016 ; NAGARAJAN et al., 2015 ;
COLLI etal., 2018; ZHANG et al., 2020).

O tempo de divergéncia entre os bufalos do rio e do pantano determinado por Lou e
colaboradores (2020) sobrepuseram eventos geograficos bem conhecidos, especificamente o
declinio do nivel do mar durante a penultima era Glacial, fornecendo uma explicacéo hipotética para
as forcas responsaveis por essa divergéncia. A descida do nivel do mar criou um corredor de
migrac&o para os bufalos antigos cruzarem a area de fronteira entre india e Mianmar, iniciando a
separacdo geografica e facilitando a fixacdo de polimorfismos genéticos e variagdo de numero
cromossémico nos genomas de duas populagdes isoladas. Assim, os bufalos em Yunnan, Laos e
Mianmar desenvolveram uma zona hibrida abrigando uma mistura genética de bufalos de rio de
pantano. Este cenario proposto indica um maior fluxo de genes entre a populacdo de bufalos da
regido do Sudeste Asiatico (LOU et al., 2020).

Contudo, Bubalus bubalis foi amplamente domesticado e introduzido por humanos. Como
resultado, um ndmero indeterminado de populagdes de bufalos passou a ocupar regides que se
encontram além da area original de distribuicdo da espécie (GRUBB, 2005). Tais ocorréncias foram
algumas vezes erroneamente pensadas como representantes da distribuicdo natural da espécie
(NOWAK, 1999). Como exemplo disso, estudos mostraram que os bufalos da Siri Lanka ndo s&o
nativos como se pensava, mas sim descendentes selvagens de animais domésticos (BARKER et al.,
19973, 1997b). Segundo Grubb (2005), publicacdes ainda mais recentes mostraram que a histdria
da domesticacdo € consideravelmente mais complexa do que se pensava originalmente e que a
maioria dos animais domésticos modernos tem multiplos ancestrais de diferentes areas geogréficas,
frequentemente em espécies diferentes.

Segundo dados da IUCN (2010), as populacbes remanescentes de B. arnee ocorrem em

pequenas manchas de habitat no sul do Nepal, sul de Butdo, oeste da Tailandia, leste de Camboja,
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sul de Mianmar e alguns pontos na India. O arni parece estar extinto em muitas regides de sua
ocorréncia natural, tais como: Bangladesh, Vietnd, Laos, Malasia peninsular e nas ilhas de Java,
Sumatra e Bornéo (GROVES, 1996; GRUBB, 2005; IUCN, 2010).

Morfologicamente, o tipo de pantano € mais semelhante a B. arnee do que o tipo de rio.
Segundo Sarataphan e colaboradores (2017) em seu estudo com mtDNA de um B. arnee do
santuario de vida selvagem Huai Kha Khaeng, na Tailandia, mostrou ancestralidade de ambos os
tipos de rio e pantano, mas uma relagcdo muito mais préxima com o ultimo. Por outro lado, os bufalos
selvagens da Reserva de Vida Selvagem Kosi Tappu no Nepal agruparam-se fortemente com racas
do tipo rio (ZHANG et al. 2011). Embora esses supostos animais selvagens tenham sido amostrados
em santuérios de vida selvagem, ndo se pode desconsiderar a possibilidade que ndo sejam B. arnee
puros (ZHANG et al. 2020).

Evidéncias moleculares e morfoldgicas indicaram que as populacdes de bafalos do pantano
tém forte diferenciagdo genética geogréfica e falta de fluxo génico, mas forte uniformidade
fenotipica. Em contrapartida, as populac6es de bufalos de rio mostram uma estrutura filogeogréfica
mais fraca, mas uma diversidade fenotipica mais alta, se traduzindo em muitas ragas. (ZHANG et
al., 2020)

2.3 REBANHO BUBALINO MUNDIAL E SUA IMPORTANCIA ECONOMICA

O bufalo doméstico asiatico (Bubalus bubalis) é encontrado em todos os cinco continentes,
segundo a FAO (2021) com uma populacdo global de cerca de 207 milhdes de cabecas: mais de
97% estdo na Asia; 2% estdo na Africa, principalmente no Egito; 0,7% estio na América do Sul; e
menos de 0,2% estdo na Australia e na Europa. Os bdfalos constituem um pouco mais de 11,1% da
populacdo bovina global. A grande maioria dos bufalos é criada em pequenas fazendas familiares
de mao-obra-intensiva, onde fornecem leite e desempenham fun¢bes importantes como animais de
tracdo, especialmente na producéo de arroz (FAO, 2021).

O arroz ¢ o alimento basico de metade da populagdo humana mundial. Por milhares de anos o
bufalo forneceu a forca motriz das terras padi (campo de arroz). O sustento de mais pessoas depende
dessa espécie do que de qualquer outro animal doméstico (KIERSTEIN, 2004). Os bufalos de rio
(B. bubalis bubalis) constituem aproximadamente 70% da popula¢do mundial de bufalos (FAO,
2021).

O rebanho de B. bubalis encontra-se em plena expansao. Segundo as estimativas da FAO, em

cerca de meio século, o nimero desses animais no mundo praticamente dobrou. De 88.505.407 em
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1961, para 180.702.923 cabecas em 2008 (FAO, 2010). O crescimento do rebanho bubalino mundial
se deve principalmente em decorréncia da procura por derivados de leite, 0s quais possuem Gtima
aceitacdo no mercado internacional, em especial a mozzarella de bufala (BORGHESE, 2005;
BORGHESE et al., 2011).

Os paises com maior nimero de bufalos leiteiros sdo India, Paquistdo, China, Egito e Nepal.
No Paquistéo, Egito e Nepal, hd mais bufalos leiteiros do que vacas leiteiras. Os maiores produtores
de leite de bafala sdo a India e o Paquistdo, onde os bufalos produzem mais leite que o gado.
Normalmente, os bufalos produzem entre 1.500 e 4.500 litros de leite por lactacdo. Eles tém uma
vida produtiva significativamente mais longa do que o gado, fornecendo bezerros e leite até os 20
anos de idade. Nas ultimas décadas, programas de criagdo, especialmente na Bulgaria, China, Egito,
india e Paquistdo, tentaram melhorar a produco de leite do bufalo do rio. Bem conhecidas ragas de
bufalos leiteiros especializados incluem: Murrah, Nilli-Ravi, Kundi, Surti, Jaffarabadi, Bhadawari
e Mehsana. (FAO, 2021)

A producdo mundial de leite bubalino em 2014 foi da ordem de 107,7 milhdes de toneladas,
sendo o continente asiatico o maior produtor com cerca de 104,6 milhGes de toneladas. Sendo a
india responsavel por produzir cerca de 74,7 milhdes de toneladas de leite, mais de metade da
producdo mundial, seguido pelo Paquistéo, China e Egito com 25,0; 3,1 e 2,9 milhdes de toneladas,
respectivamente (MELO, 2017)

2.4 BUBALINOCULTURA E SUA SITUACAO NO BRASIL

A aquisicdo, no Brasil, inicialmente foi motivada pelo seu exotismo e ndo pelas suas
qualidades zootécnicas. Apenas em 1962 e 1986 foram importados animais puros e selecionados
respectivamente da Italia e da india (SANTIAGO, 2000; BERNARDES, 2007). Acredita-se que 0s
primeiros Bufalos teriam entrado na Amazé6nia, em torno de 1890, trazidos por condenados
foragidos da Guiana Francesa em um barco que aportou na costa norte da Ilha do Maraj6. Seriam
da variedade Malaia ou da China, mas provenientes de llha do Caribe ou das Guianas, onde foram
introduzidos pelos colonizadores ingleses e holandeses. Contudo, a mais remota entrada que se tem
confirmado, é de uma importacdo por volta de 1902 para uma fazenda as margens do rio Arari na
Ilha do Maraj0, de bdfalos de procedéncia italiana (ABCB, 2016).

Uma das principais a¢fes para organizacdo da cadeia produtiva da Bubalinocultura foi a
criagdo da Associacédo Brasileira de Criadores de Bufalos, fundada em 21 de abril de 1960, com o

objetivo de incentivar a bubalinocultura no pais, por meio da organizacdo dos principais interesses
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dos produtores de bufalos alem do aprimoramento técnico-cientifico na criacéo de bubalino (ABCB,
2021).

O Brasil se encontra em posicao bastante privilegiada com relacdo a bubalinocultura posto
que detém o maior rebanho da espécie no Ocidente, dispde de exemplares com produtividade
comparavel aos melhores espécimes e, no segmento de corte, a exemplo dos zebuinos, ja dispde de
animais com performances bem mais expressivas que as existentes nos paises de origem onde a
atividade é relativamente pouco explorada (BERNARDES, 2007).

O bufalo usualmente é criado em pequenas e médias propriedades, grandes rebanhos séo
encontrados principalmente na regido Norte (BERNARDES, 2007). O rebanho bubalino efetivo no
Brasil é de 1,5 milhdes de cabecas. Sendo o estado do Paré responsavel por cerca de 40% do rebanho
efetivo brasileiro, seguido do Amapa com 20% e So Paulo com 7%. O estado do Rio Grande do
Sul possui um rebanho efetivo de 48 mil cabecas, representando 3% do rebanho nacional (IBGE,
2020).

No Brasil ocorrem muitas situacdes onde o registro de bubalinos se confunde com o de
bovinos, como resultado disso a dimensao real do rebanho bubalino parece subestimada. Em 2007
qguando o rebanho foi estimado pelo IBGE como sendo de 1,2 milhdes de cabecas, a ABCB
calculava, por levantamentos indiretos e avaliagdes de abate e desfrute, que o rebanho bubalino
brasileiro atingia cerca de 3,5 milhdes de animais. (BERNARDES, 2007)

No pais, os bufalos sdo explorados em sua maioria para a producdo de carne. Apesar disso,
existem poucas regides em que a cadeia comercial do produto se encontra plenamente organizada,
usualmente os bubalinos abatidos sdo comercializados como se fossem bovinos. Apesar de
produzirem uma carne de excelente qualidade organoléptica e reconhecidas caracteristicas
nutricionais, a relativa desorganizacdo deste mercado, ndo tem permitido que os criadores
transformem tais caracteristicas em preco e liquidez. (BERNARDES, 2007)

Dentre as aptidGes produtivas dos bufalos, a producéo leiteira é a que mais se destaca devido
as caracteristicas dos componentes do leite, como gordura, que elevam o rendimento industrial
quando este é utilizado para elaboracdo de derivados (BASTIANETTO et al., 2005). Segundo Seno
et al. (2007) e Vieira et al. (2009), a transformacéo do leite em derivados é mais lucrativa para o
produtor, podendo chegar a um aumento do lucro na faixa de 580%. Estima-se que a producédo de
leite de bufalas no Pais seja de 92,3 milhdes de litros, produzidos por cerca de 82.000 bufalas em
2.500 rebanhos e que existam pelo menos 150 industrias produzindo derivados de leite de bufalas.

E observado que fundamentalmente grande parte da producdo leiteira no Brasil vem sendo
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explorada por pequenos produtores, com baixo uso de tecnologia ou intensificacdo e geralmente
como atividade complementar a outras atividades agropecuérias. (BERNARDES, 2007)

Em muitas localidades, especialmente no Centro-Sul, pequenos rebanhos bubalinos séo
formados aleatoriamente, como animais obtidos de diversas fontes, sem controle de sua genealogia.
Permanecem, em geral, como atividade secundaria a bovinocultura e, ao longo do tempo, as
referéncias de sua formacéo se perdem. (ANDRADE; GARCIA, 2005)

Segundo Bernardes (2007), um dos grandes desafios que se verifica na bubalinocultura
brasileira na atualidade reside na busca da implementacdo, da melhor organizacdo e do
estabelecimento de um maior equilibrio nas cadeias comerciais de seus derivados, seja na carne,
ainda muito incipiente, seja no leite, em que a distribuicdo da rentabilidade concentra-se hoje

principalmente nos setores de distribuicdo em detrimento da producéo primaria e de insumos.

2.5 RACAS BUBALINAS NO BRASIL

Os bufalos sdo classificados de maneira sistematica, seguindo algumas caracteristicas
morfolégicas raciais como da distribuicdo dos pelos no corpo, tamanho da cabeca e orelhas, e
principalmente pelas caracteristicas anatbmicas dos chifres. De acordo com a ABCB, no Brasil sdo
registradas quatro racas bubalinas (B. bubalis) (Fig. 1), descritas na Tabela 2. Nas quais sdo
diferenciadas de acordo com as caracteristicas relacionadas a cada raca. Existindo o padrao racial
estabelecido pela ABCB, no qual é controlado por técnicos especializados e devidamente
credenciado, ap6s passar por analise de um conselho deliberativo técnico (ABCB, 2021).

Tabela 2. Ragas registradas da espécie Bubalus bubalis no Brasil e suas aptidBes produtivas

Raca Origem Aptiddes produtivas

B. bubalis bubalis 2n=50

MURRAH india Leite
JAFARABADI india Leite e carne
MEDITERRANEA Italia Leite e carne

B. bubalis carabanensis 2n=48

CARABAO Africa e Asia Carne e tracio
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Fonte: ANDRADE; GARCIA, 2005.

Figura 1 - Ragas bubalinas criadas no Brasil

MEDITERRANEA CARABAO

Fonte: Andrade; Garcia, 2005

2.5.1 Murrah

Originaria do Noroeste da india, mais precisamente do Estado de Punjab e da cidade de Delhi.
Seu nome significa espiral, no qual refere-se a forma de seus cornos. A raga possui pele e pelos de
coloracdo negro-azeviche, cabeca leve e chifres curtos, espiralados, enrodilhando-se em anéis na
altura do cranio (CARRAZZONI, 1993). A altura média nas fémeas adultas é de 132 cm e peso
médio 550 kg, os machos possuem altura média 140 cm e peso médio 750 kg. Animais com corpo
curto, reto e profundo com conformagdo média e compacta. Membros curtos, grossos, corretamente
aprumados e com unhas pretas. Dentre as racas bubalinas é considerada a de melhor aptidao leiteira
em razdo de sua conformacdo e temperamento docil (ANDRADE; GARCIA, 2005; CAVALLI,
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PEREIRA, 2020). No Brasil, os animais da ragca Murrah, se distribuiram por todas as regies do pais
(MANO FILHO, 1985).

Contudo, devido aos primeiros rebanhos bubalinos dessa raca no Brasil terem uma base
genética bastante estreita, em muitos casos, para resolver este problema foi priorizado o cruzamento
entre ragas. Essa mistura conferiu uma variabilidade que muitas vezes é observada na conformacao

corporal desses animais, caracterizando-se como uma variedade distinta (COSTA, 2015).

2.5.2 Mediterraneo

Os animais dessa raca no Brasil sdo descendentes de individuos importados na Italia, sendo
utilizada tanto para a producdo de leite como para a producdo de carne, considerada de dupla
aptiddo. Atualmente a raga esta sendo utilizada principalmente para a producédo de carne, tendo o0s
pesos médios dos animais em torno de 750 kg para machos e 550 kg para as fémeas (PEREIRA et
al., 1996; ANDRADE; GARCIA, 2005). Por serem de origem italiana, sdo conhecidos por bdfalo
preto ou italiano, com aparéncia intermediaria entre as racas Murrah e Jafarabadi (Fig. 1)
(MARQUES, 2000).

Apresentam pelagem e pele totalmente pretas, estendendo-se também aos chifres e os pelos
sdo mais abundantes nos individuos mais novos. Sdo animais de porte médio e medianos, com
chifres longos, fortes e grossos, dirigidos para trés e para o alto terminando em forma semicircular
ou de lira. Podem possuir coloracdo negra, cinza ou marrom, ndo sendo aceito manchas brancas.
Possui corpo largo em relacdo ao comprimento. Pernas curtas e robustas. Cabeca longa e estreita
com cornos em tamanho médio. (ANDRADE; GARCIA, 2005; COELHO, 2019)

2.5.3 Jafarabadi

A raca Jafarabadi € originaria da Floresta do Gir, peninsula Kathiavar, no oeste da india. A
cidade de Jafarabadi deu origem ao nome dessa raca. E caracterizada pela cor negra, corpo mais
longo que a raca Murrah, e pela forma peculiar da cabeca e chifres longos e caidos, com duas
variedades bem distintas, a Gir e a Palitana, a primeira um animal mais delicado com ossatura leve
e a segunda de ossatura mais pesada com bolsa de gordura acima dos olhos (Fig. 2) (MARQUES,
2000; COELHO, 2019).
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Figura 2 - Variedades da raca Jafarabadi: Palitana e Gir, respectivamente

Fonte: ASCRIBU, 2018 e zoovetesmipasion.com.

Seus cornos sdo pesados e longos e tendem a ir até abaixo da direcdo dos olhos, terminando
em formato espiralado para tras. Essa raca é a maior, quando comparada as demais. Apresenta
aptiddo tanto para carne quanto para leite. Os machos chegam a atingir o peso de 1.500 kg e as
fémeas 900 kg (COELHO, 2019). Sao animais de grande porte e considerados de aptiddo mista,
producdo de carne e leite, apresentando pelos pretos em todo o corpo (ANDRADE; GARCIA,
2005). Uma dificuldade encontrada para sua criacdo esta na alimentagcdo mais exigente, devido ao
seu maior porte (MANO FILHO, 1985).

2.5.4 Carabao

Este animal é originario da Indochina, no Sudeste da Asia, onde é chamado o “trator do
Oriente” (BERNARDES, 2007). O termo Carabao tem origem malaia (kerbao) e refere-se a
pequena ilha de Kalabaw, na Baia de Manila, nas Filipinas (COCKRILL, 1974). E conhecido
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também como bufalo do Pantano por ser considerado a raca mais adaptada as regides alagadas e
pantanosas e, por isto, apresenta pelagem mais clara. Suas principais caracteristicas séo os chifres
largos e abertos, com corte transversal triangular e que fazem um angulo de 90° aos afastarem da
cabeca. S&o da cor cinza-parda ou rosilho, com manchas brancas na pata em forma de colar. Possui
corpo curto e ventre largo, sendo um animal maci¢o e compacto. Devido a sua rusticidade, essa raga
é usada para corte e para trabalho, tanto de tracdo agricola quanto de transporte de carga e de sela.
Os machos adultos podem chegar até 800 kg e as fémeas adultas a 600 kg. Possuem porte médio a
grande. (ANDRADE; GARCIA, 2005)

Bufalos da raga Carabao sdo encontrados principalmente na regido Norte e destinam-se para
producdo de carne e também como animal de forga e trabalho (ANDRADE; GARCIA, 2005). Essa
variedade de Bufalo esta em risco de extin¢do no Brasil, os bufalos da raca Carabao sdo mantidos
em um programa de conservacao genética que visa conservar seu patrimonio genético in situ e ex
situ. Individuos puros desses animais sdo encontrados apenas em algumas cria¢des, mantidas
principalmente pela EMBRAPA (MARQUES et al., 2003; BARBOSA, 2005; ALBUQUERQUE
et al., 2006).

2.5.5 Variedade tipo Baio

Esta variedade no Brasil apresenta um efetivo com poucos animais, um grupo genético com
alto risco de extincdo e/ou descaracterizacdo. Apresenta cari6tipo 2n=50 cromossomos se
caracterizando como B. bubalis bubalis (bufalo de rio) (FISCHER & ULBRICH, 1968). N&do ha
padrdo racial definido para o tipo Baio pela Associagédo Brasileira de Criadores de Bufalos, por ndo
ser reconhecida como uma raca. O peso médio nas fémeas é de 500 kg e nos machos é 650 kg. Ele
tem chifre em forma de caracol e a caracteristica principal desta variedade, como o proprio nome
sugere, ¢ a pelagem baia, um castanho meio amarelado (Fig. 3) (GLOBO RURAL; GLOBO
AMAZONIA, 2010).
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Figura 3 - Bufalos da llha do Maraj6

. Fonte: Reprodugéo TV Globo

Os animais do Tipo Baio apresentam semelhancas com o btfalo da regido nordeste da India
descrito como sendo da Variedade fulvus, no entanto ndo ha comprovacao cientifica sobre isso
(MARQUES et al., 2017). Além disso, essa variedade também apresenta semelhancas com a raca
Murrah, diferindo apenas na coloragédo da pelagem (MARQUES et al., 2003; ALBUQUERQUE et
al., 2006) (Fig. 4). Porém, estudos realizados no bubalinos com marcadores moleculares RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) resultou numa divergéncia genética de 20,42% entre o tipo
Baio e a raca Murrah, contrariando a hipotese do tipo Baio pertencer ao grupo Murrah
(ALBUQUERQUE, 2005).
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Figura 4 - Semelhancas e diferengas fenotipicas entre o Tipo Baio (A) e a raga Murrah (B)

LRy A ’!K‘ :
B SN

Fonte: REIMCHE, 2010.
Assim como os animais da raga Carabao, os animais tipo Baio também sdo mantidos em

conservacao na ilha do Marajd, onde ambos constituem pequenas popula¢des, com um numero
muito reduzido de exemplares. Apesar de possuirem nimeros cromossdémicos diferentes, os bufalos
de rio e de pantano podem cruzar entre si, gerando um hibrido F1 fenotipicamente similar aos
bufalos de pantano. A hibridizagdo entre estas duas variedades: Carabao (2n=48) e tipo Baio
(2n=50), resulta em exemplares férteis com 2n=49 que apresentam na descendéncia a formacéo de
animais 2n=48, 49 ou 50. (DEGRANDI, 2013)

2.6 DNA MITOCONDRIAL

Além do genoma nuclear, os Bufalos, assim como todos Eucariotos, possuem também um
genoma organelar, independente do nuclear, denominado DNA mitocondrial (DNAmt), e esta
presente nas mitocondrias. Por ser um genoma organelar apresenta um padrdo de heranca
uniparental, onde a progénie herda os genes de organelas exclusivamente de um dos genitores, mas
ndo do outro. No DNA mitocondrial, na maior parte dos casos, 0 genitor é a mae, um padrdo
denominado heranga materna. (GRIFFITHS et al., 2019)

O DNA mitocondrial animal é uma molécula de fita dupla circular que codifica cerca de 5%
de toda a maquinaria necessaria para o funcionamento da mitocondria. O DNA mitocondrial dos
bufalos tem cerca de 16.359 de comprimento (Fig. 5), esse padrdo de comprimento é observado em
varias ragas de bufalos relatadas na literatura (PARMA et al. 2004; WANG et al. 2017; KUMAR
DE et al., 2019). O genoma mitocondrial completo do bufalo codifica um total de 37 genes, dos
quais 13 sdo PCGs, 22 tRNA e dois genes rRNA, além de uma regido controladora ricaem AT (D-
loop), que é tipicamente observado em vertebrados (SARVANI et al., 2018; KUMAR DE et al.,
2019).
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Figura 5 - Representacdo grafica da organizagdo completa do genoma mitocondrial do bifalo de Andaman
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Fonte: KUMAR DE et al., 2019.

Uma caracteristica marcante do DNAmt é a sua alta taxa de evolucéo, quando comparada as
taxas de evolucdo do DNA nuclear, fazendo do DNAmt um importante marcador para estudos de
elucidagdo da relacéo evolutiva entre individuos, espécies e populagcdes (MATIOLLI, 2001).

O sequenciamento de genes mitocondriais € a ferramenta molecular mais sensivel, disponivel
até o presente. As regides do genoma mitocondrial evoluem em diferentes taxas, 0 que permite
escolhas especificas, dependendo das questdes a serem abordadas. Regides como o citocromo b (cyt
b) e citocromo oxidase | (COl), sdo geralmente utilizadas em estudos de variabilidade genética e
filogenia molecular. (ANVISE, 2000; TOBE; LINACRE, 2008)

2.6.1 Citocromo b

O citocromo b (cyt b) é a subunidade catalitica central da ubiquinol citocromo ¢ reductase,
um gene mitocondrial, com cerca de 1.143 pb, responsavel por codificar a apoenzima citocromo b

(Cob) permitindo a liberacéo gradativa de energia que esta presente na cadeia respiratoria, todos 0s
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organismos eucariotos necessitam do citocromo b para a conversao de energia. (MEYER, 1994;
BOORE, 1999).

O uso deste marcador mitocondrial se justifica pela taxa mutacional mais elevada que outros
genes mitocondriais comumente usados e presenca de regides conservadas, as quais contém sinais
que podem ser utilizados em analises filogenéticas em diferentes niveis taxondmicos, inclusive em
tdxons intimamente relacionados. Sendo este considerado excelente marcador molecular em estudos
sobre a biologia evolutiva das espécies. (KOCHER et al, 1989; PESOLE et al., 1999; RANDI et al.,
2001; SATISH et al., 2009; GUPTA et al., 2012; ORREGO, 2012)

2.6.2 Citocromo c oxidase |

A subunidade | da citocromo c oxidase é uma das trés subunidades codificadas pelo DNA
mitocondrial do complexo respiratorio 1V, uma grande proteina transmembrana, altamente
conservada entre as espécies, que desempenha a fosforilacdo oxidativa para o metabolismo. Este
gene tem cerca de 1.542 pb e é frequentemente usado pois possui vantagens como a possibilidade
de utilizacdo de um primer universal para a maioria dos animais, maiores taxas de sinal filogenético
e evolugdo que auxiliam na discriminacdo de grupos muitos proximos (FOLMER et al., 1994;
WARES; CUNNINGHAM, 2001; HEBERT et al., 2003; WAUGH, 2007).

O COl é reconhecido pelo método do DNA Barcode proposto por Herbert et al. (2003), uma
ferramenta de identificacdo que utiliza um curto segmento padronizado de aproximadamente de 648
pares de bases da extremidade 5’ do gene. Essa sequéncia nucleotidica do COI seria suficiente para
distinguir individuos de uma mesma espécie, devido a variacdo genética entre espécies ser maior do

que a variacao dentro das espécies.

2.7 O ESTUDO DA FILOGENIA MOLECULAR

A filogenia molecular é um ramo da filogenia que analisa as diferencas moleculares
hereditarias, principalmente nas sequéncias de DNA, para obter informacdes sobre as relacbes
evolutivas entre os organismos. O resultado de uma analise de filogenia molecular expressa-se numa
arvore filogenética, e a qualidade dessa estimativa vai depender da qualidade da amostragem e das
sequéncias amostradas (MATA et al., 2009; CALDART et al., 2016)

Para se trabalhar com reconstrucéo filogenética baseada em dados moleculares é preciso
conhecer algumas propriedades das sequéncias a serem comparadas. Estas amostras

necessariamente precisam ser homologas, ou seja, apresentar ancestralidade em comum. Apenas
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sequéncias ortélogas poderdo fornecer informacdes filogenéticas na historia de organismos, quando
as sequéncias tém um anico e mesmo ancestral comum. (FERNANDES; MATIOLI, 2001)

Metodologias filogenéticas sdo essencialmente estatisticas e podem ser classificadas em dois
grupos principais, de acordo com seus critérios: quantitativos (métodos de distancia) ou qualitativos
(métodos de parciménia e verossimilhanca). Um dos métodos mais empregados nos critérios
qualitativos é a Maxima Verossimilhanga (Maximum-Likelihood), ela baseia-se em modelos
evolutivos explicitos de substituicdo de nucleotideos, esses modelos sdo avaliados quanto a sua
probabilidade de explicar um conjunto de dados de forma que reflita a historia evolutiva mais
verossimil. (FERNANDES; MATIOLI, 2001)

A andlise do DNA mitocondrial é uma ferramenta importante para avaliar a origem materna
e a filogenia de animais domésticos. Existem diversos trabalhos utilizando sequenciamento de
genomas mitocondriais para realizar a analise filogenética de espécies e racas bubalinas (TANAKA
et al., 1996; KIKKAWA et al., 1997; LAU et al., 1998; KUMAR et al., 2007; LEI et al., 2011;
AMIN et al., 2015; MISHRA et al, 2015; LI et al., 2020; YOUSSEF et al., 2021), e que utilizam a
metodologia de Méxima Verossimilhanca (Maximum-Likelihood) (YUE et al., 2013; PEREZ-
PERDAL et al., 2017; WANG et al., 2017; SUN et al., 2020; SUN et al., 2020).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

As amostras deste trabalho incluem material biolégico do rebanho bubalino pertencente a
Estacdo Experimental Agrondmica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (EEA- UFRGS),
localizada no municipio de Eldorado do Sul - RS, uma distancia de 57 km do Centro Historico da

capital de Porto Alegre (Fig. 6).
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Figura 6 - Localizagdo da EEA UFRGS em relagéo ao Centro Historico de Porto Alegre
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. Fonte: Google Maps (acessado em: 01 nov. 2021)

O rebanho estudado é composto por 30 animais (Fig. 7), sendo em sua maioria de raca
indefinida (mesticos) como representado na Tabela 3. Para amostragem, foi coletado cerca de 2 ml
de sangue dos animais. A coleta foi realizada via veia caudal ou mamaria, o sangue foi depositado
em tubos de EDTA (Fig. 8), devidamente identificados com o nimero do brinco de cada animal e 0
namero do tubo. Os tubos foram armazenados em caixa de isopor refrigerada e transportada até o
laboratério para a realizagdo da extracdo de DNA.

O material que foi utilizado é o mesmo que esta vinculado aos projetos: N° 40325 intitulado
“Fémeas bubalinas da raca Mediterraneo x Murrah mantidos em Campo Nativo e MG 12 Paredao
na regido da Depressdo Central do Rio Grande do Sul” e N° 38119 intitulado “Proteinas alergénicas
do leite: estudo exploratorio sobre a beta-caseina A1 e A2 em bufalos leiteiros, ambos sob aprovacao
da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA).

QPorto Alegre

PASSO D'AREIA

o
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Figura 7 - Rebanho bubalino da Esta¢do Experimental Agrondmica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Fonte: GEBU, 2021.

Tabela 3. Caracterizacdo das amostras e suas respectivas ragas

Tabela de identificacdo das amostras

Amostra Sexo Mae Raca
Z006-1 Fémea Indefinida
Z001-2 Fémea Indefinida
T357-3 Macho Murrah
Z002-4 Fémea Indefinida
Z009-5 Fémea Indefinida
Z007-7 Fémea Indefinida
A011-8 Macho Z001 Indefinida
Z008-9 Fémea Indefinida

Z003-10 Fémea Indefinida

A010-11 Macho Z002 Indefinida
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Z004-12 Fémea Indefinida
B033-13 Fémea Mediterraneo
B023-14 Fémea Z011 Indefinida
Z010-15 Fémea Murrah
B027-16 Fémea Z003 Mediterraneo
B025-17 Fémea Z012 Indefinida
B026-18 Macho Z001 Indefinida
A017-19 Fémea Z007 Indefinida
A014-20 Fémea Z002 Indefinida
A019-21 Fémea Z006 Indefinida
Z011-22 Fémea Murrah PO
A015-23 Fémea Z012 Murrah
A016-24 Fémea Z003 Indefinida
Z012-25 Fémea Murrah
B031-26 Fémea Z009 Indefinida
B024-27 Macho Z004 Mediterraneo
A022-28 Fémea Z008 Indefinida
A013-29 Fémea Z010 Murrah
A018-30 Fémea Z005 Indefinida

Fonte: Do autor, 2021

Para o gene mitocondrial cyt b foram adicionadas 29 sequéncias e para o COIl foram

adicionadas 18 sequéncias, todas disponiveis no Genbank (Tabela 4).

Tabela 4. Identificagdo das sequéncias provenientes do Genbank e seus respectivos nimeros de acesso

Espécies- nome popular - raga NUmero de acesso
Cyth COl
Bubalus arnee — Bufalo asiatico selvagem D32193 NC_057438

Bubalus bubalis — Bufalo asiatico doméstico NC_049568 NC_049568



Bubalus bubalis - Andaman
Bubalus bubalis carabanensis — Bufalo asiatico do pantano
Bubalus bubalis carabanensis - Haikou

Bubalus bubalis - Fuzhong

Bubalus bubalis - Fuling

Bubalus bubalis - Jafarabadi

Bubalus bubalis — Mediterraneo

Bubalus bubalis - Murrah

Bubalus bubalis — Nili-Ravi

Bubalus bubalis - Xilin

Bubalus depressicornis — Bufalo ando da planicie

Bubalus mindorensis — Bufalo anédo de Mindoro
Bubalus quarlesi — Bufalo ando da montanha

Syncerus caffer — Bufalo africano

MK234704
NC_006295
AY702618
MTI186720
MN756623
KX758298
SAMNO00004269
MN756622
SAMNO08640746
MN488587
SAMNO0008878
MN481528
EU807964
EU807963
JF946525
JF946524
JF946523
JF946522
JF946521
JF946520
JF946519
MT186743
EF536351
D82890

D82895

D82891

NC_020617
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MK234704
NC_006295
AY702618
MTI186720
MN756623
KX758298
SAMNO00004269
MN756622
SAMNO08640746
MN488587
SAMNO0008878

MN481528

MT186743

EF536351

MK995024

NC_020617

Fonte: Do autor, 2021.
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3.2 EXTRACAO DE DNA

O DNA foi extraido do sangue coletado no Laboratorio de Citogenética e Evolugdo do
Departamento de Genética da UFRGS, através do protocolo do kit de extracdo da PureLink
Genomic DNA (Invitrogen, Life Technologies) (Fig. 8), seguindo instrucdes do fabricante. A
integridade do DNA foi verificada em gel de agarose 1%.

Figura 8 - Tubos de EDTA com as amostras de sangue juntamente com o kit da Invitrogen para iniciar a extracao
de DNA

Therm© “’“‘

Fonte: Do autor, 2021.

3.3 AMPLIFICACAO DOS GENES CITOCROMO B E COI

O gene mitocondrial cyt b (1,140 pb) foi amplificado utilizando os primers iniciadores:
MVZ05 5 CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG  3’) e MVZzZ23 (5
TACTCTCTTCCTCCACGAAACAGGNTC 3°); os primers reversos: MVZ16 (5
AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT 3’) e MVZ14 (‘5 TTCATCTCCGGTTTACAAGAC
3’) desenvolvidos por Smith and Patton (1993). Estes primers formam dois conjuntos utilizados:
MVZ05-MVZ16, amplificando cerca de 800 pb, e MVVZ23-MVZ14 amplificando cerca de 600 pb.

A fase de amplificacdo parcial (631 pb) do gene COI foi realizada utilizando o conjunto de
primers: iniciador LCO1490 (5° GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’) e reverso
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HCO2198 (5° TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’) desenvolvidos por Folmer e
colaboradores (1994).

Para ambos os genes, o volume total das reagdes de PCR foi de 20 uL sob as seguintes
condigdes: 12,7 uL de agua destilada; 2 pL de tampao (10X), 1,5 uL de MgCI2 (50mM); 0,2 uL.
MVZ05 ou MVZ23 (0,4pmol / uL) de cada iniciador e primers reversos 0,2 uL. MVZ16 ou MVZ14
(0,4pmol / uL); 0,2 uLL de ANTP (0,4 mM); 0,2uL. de Tag DNA polimerase (5U/uL) e 3 uL do DNA
extraido (20 ng/ uL). O programa de amplifica¢ao de PCR (reagdo em cadeia da polimerase) incluiu:
desnaturacdo inicial de 5 minutos a 94 °C, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo de 15 segundos a
94 °C, anelamento de 30 segundos a 47 °C e extensdo de 30 segundos a 72 °C, e uma extensao final
de 7 minutos a 72 °C.

Os produtos de amplificacdo obtidos foram verificados em gel de agarose 1% com tampé&o
TBE (Tris-borato-EDTA), corado com 2ul de azul bromofenol 3% contendo 1uL de GelRed
(Biotium). As bandas de alto peso molecular foram reveladas e fotografadas sob luz UV para
registro dos resultados positivos.

3.4 PURIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

Os produtos de PCR foram enviados a empresa Macrogen (Coréia do Sul) para purificacdo e
sequenciamento em sequenciador automatico com o0s mesmos primers iniciadores (MVZ05,
MVZ023 e LCO 1490).

3.5 ANALISES DAS SEQUENCIAS

Os cromatogramas foram checados no programa BioEdit v7.2.5, posteriormente, editadas e
alinhadas manualmente no MEGA 7 (TAMURA et al., 2013), juntamente com as sequéncias obtidas
no GenBank

Nem todas as amostras (Tabela 3) foram incluidas nos alinhamentos para a realiza¢do das
redes de hapldtipos e reconstrucdes filogenéticas, em ambos 0s genes. Para o gene cyt b foram
utilizadas 11 amostras no alinhamento e para o COI foram utilizadas 18 amostras (Tabela 5). Com
0 uso do DNA mitocondrial, e devido a esta informagdo genética ser herdada integralmente da
progenitora, 0s genes mitocondriais da prole sdo cdpias idénticas da sua progenitora. Este é um dos
motivos para que algumas amostras ndo tenham sido incluidas nos alinhamentos, além deste,

algumas amostras foram excluidas por apresentarem ruidos dificultando a leitura no cromatograma.
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A amplificacdo do gene COl, no rebanho bubalino estudado, foi realizada a partir da posicéo
91 da fase de leitura dos nucleotideos até a posi¢do 722 do gene, totalizando em 631 pb. Como o
inicio do gene ndo foi amplificado, esta informacéo foi perdida e o alinhamento foi realizado com
todas as 37 sequéncias, do rebanho bubalino e das sequéncias obtidas no GenBank (Tabelas 4 e 5),

a partir da posicéo 91 do alinhamento.

Tabela 5. Amostras que foram alinhadas e usadas para a reconstrucao filogenética

Amostra Gene(s) Mée Raca
Z006-1 Cytb Indefinida
Z001-2 Cythb Indefinida
T357-3 col Murrah
Z002-4 COl Indefinida
Z009-5 Cythb Indefinida
Z007-7 Cyt b; COI Indefinida
A011-8 COl Z001 Indefinida
Z008-9 Cyt b; COI Indefinida
Z003-10 Cyt b; COI Indefinida
A010-11 Col Z002 Indefinida
Z004-12 Cytb Indefinida
B033-13 COl Mediterraneo
B023-14 Col Z011 Indefinida
Z010-15 Cyt b; COI Murrah
B027-16 COl Z003 Mediterraneo
B025-17 Col Z012 Indefinida
B026-18 Col Z001 Indefinida
A017-19 Z007 Indefinida
A014-20 Z002 Indefinida
A019-21 Col Z006 Indefinida
Z011-22 Cytb Murrah PO

A015-23 Z012 Murrah



A016-24
Z012-25
B031-26
B024-27
A022-28
A013-29
A018-30

Z003

Cyt b; COI

col Z009

col 7004
7008
Z010

Cyt b; COI Z005

39

Indefinida
Murrah
Indefinida
Mediterraneo
Indefinida
Murrah

Indefinida

Fonte: Do autor, 2021.

3.5.1 Diversidade Genética e Relacdes haplotipicas

Através dos softwares DnaSP v6 (DNA Sequence Polymorphism) (LIBRADO; ROZAS,
2009) e Arlequin 3.1 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005) foram estimadas a diversidade

haplotipica (Hd) e as frequéncias haplotipicas (H). As relac@es entre os haplotipos foram estimadas

utilizando a abordagem por median joining (BANDELT et al., 1999), implementada no programa

Network 10.2.0.0 e por fim as redes de hapl6tipos foram editadas no programa PopART 1.7
(Population Analysis with Reticulate Trees) (LEIGH, JW; BRYANT D, 2015).

As relacGes haplotipicas foram realizadas em ambos os genes. A analise da sequéncia de 1.140

pb do gene mitocondrial cyt b de 39 individuos, foi dividida em 22 populages (Tabela 6). As

relacOes entre os haplétipos do gene COI foi estimada utilizando 631 pb de 36 individuos e foram

divididos entre 19 populacgdes (Tabela 6).

Tabela 6. Divis&o das populagdes dentro dos genes cyt b e COI

Populacdes
Cyth
B. arnee D32193
B. bubalis NC_049568
Andaman MK234704
Carabanensis NC_006295
Haikou AY702618

Amostras
COl
NC_057438
NC_049568
MK234704
NC_006295
AY702618
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Fuzhong a
Fuzhong b
Fuling
Jafarabadi
Mediterraneo a
Mediterraneo b
Murrah a
Murrah b
Nili-Ravi a
Nili-Ravi b

Nili-Ravi ¢

Xilin

B. depressicornis a
B. depressicornis b
B. mindorensis

B. quarlesi
Syncerus caffer
Rebanho EEA

MTI186720
MN756623
KX758298
SAMNO00004269
MN756622
SAMN08640746
MN488587
SAMNO00008878
MN481528
EUS07964
EUS07963
JF946525
JF946524
JF946523
JF946522
JF946521
JF946520
JF946519
MT186743
EF536351
D82890

D82895

D82891
NC_020617
Z006-1

Z001-2

Z009-5

Z007-7

Z008-9
Z003-10

Z004-12

Z010-15

MTI186720
MN756623
KX758298
SAMNO00004269
MN756622
SAMNO08640746
MN488587
SAMNO00008878
MN481528

MT186743
EF536351

MK995024
NC_020617

T357-3
Z002-4

Z007-7
A011-8
Z008-9
Z003-10
A010-11

B033-13
B023-14
Z010-15
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B027-16
B025-17
B026-18
A019-21

Z011-22

Z012-25 Z012-25
B031-26
B024-27

A018-30 A018-30

3.5.2 Reconstrucao filogenética

A historia evolutiva foi inferida usando o método da Méaxima Verossimilhanca (Maximum
Likelihood) baseado no modelo General Time Reversible (Nei M.; Kumar S., 2000). A
confiabilidade da topologia da arvore foi avaliada em 1.000 replicacbes de bootstrap. Foram
aplicados os algoritmos Neighbour-Join e BioNJ a uma matriz de distancias pareadas estimadas
usando uma abordagem de Méaxima Verossimilhangca Composta (MCL). Uma distribuicdo Gama e
evolutivamente invariavel (G+l) foi usada para modelar as diferengas de taxa evolutiva com 5
categorias de taxa. As posi¢oes de codon incluidas foram 12 + 22 + 32 + ndo codificantes. Todas as
posicBes contendo lacunas e dados faltantes foram eliminadas. As andlises evolutivas foram
conduzidas utilizando o programa MEGA 7 (KUMAR et al., 2016).

Para enraizar a arvore de ambos os genes (cyt b e COIl) foi utilizado a sequéncia do bufalo
africano, Syncerus caffer com nimero de acesso no GenBank, para ambos os genes, NC_020617
(Tabela 4).

4 RESULTADOS

4.1 REDE DE HAPLOTIPOS

As relagdes haplotipicas do gene cyt b resultou em 19 haplotipos, sendo estes definidos por
176 sitios polimorficos (Fig. 9). O haplétipo mais comum (H9) foi compartilhado entre 11 amostras
das ragas Murrah, Mediterraneo, Nili-Ravi e individuos do rebanho estudado. O haplétipo H19 foi

0 segundo mais frequente, juntamente com o hapl6tipo H8, onde ambos foram compartilhados entre
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5 amostras. O haplotipo H19 foi compartilhado apenas com individuos do rebanho estudado (Tabela
7). A diversidade haplotipica (Hd) total encontrada foi de 0,894 e a diversidade haplotipica dos

individuos do rebanho da EEA apresentou um valor de 0,545.

Figura 9 - Relaces haplotipicas observadas para as sequéncias de um fragmento de 1.140 pb do gene mitocondrial
cyt b de 39 individuos. O tamanho dos circulos vermelhos representam a frequéncia haplotipica. Os circulos em preto
indicam os vetores médios

Hap_2 .\f\‘/"“*":?.\‘

®

Hap_7

§ ‘—H#HHHHHHHHHHHHHMHH‘H»HHHMHH%H

As relacgdes entre os haplétipos do gene COI foi estimada, resultando em 9 hapl6tipos com

84 sitios polimorficos (Fig. 10). As amostras do rebanho de bubalinos da EEA nao compartilharam
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hapl6tipos com nenhum outro individuo. O haplotipo H9 foi compartilhnado apenas entre os
individuos da populacdo do rebanho estudado (Tabela 7). A diversidade haplotipica (Hd) do rebanho

estudado foi nula e a diversidade haplotipica total encontrada foi de 0,715.

Figura 10 - Rede de haplétipos construida a partir do gene mitocondrial parcial do COI com 631 pb, utilizando 36
individuos. O tamanho dos circulos legendados representam a frequéncia haplotipica. Os circulos menores, sem legenda,
indicam os vetores
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Hap_5

O Hap_4



Tabela 7. Compartilhamento de hapl6tipos
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Haplotipo Cytb col
H 1 Syncerus caffer (NC_020617) Syncerus caffer (NC_020617)
H 2 B. arnee (D32193) B.arnee (NC_057438), Murrah
(SAMNO00008878), Mediterranean
(MN756622, SAMNO08640746) e Nili-Ravi
(MN481528).

H_3 B.bubalis (NC_049568) B. bubalis (NC_049568)

H_ 4 B. mindorensis (D82895) B. depressicornis (EF536351)

H5 B. depressicornis (D82890) B. quarlesi (MK995024)

H_6 B.depressicornis (EF536351) Carabanensis (NC_006295), Fuzhong

(MTI86720, MN756623), Murrah
(MN488587), Haikou (AY702618) e Fuling
(KX758298).
H 7 B. quarlesi (D82891) Jaffrabadi (SAMNO00004269) e Andaman
(MK234704).
H 8 Carabanensis (NC_006295), Fuzhong Xilin (MT186743)
(MT186720, MN756623), Murrah
(MN488587) e Haikou (AY702618).

H9 Murrah (SAMNO00008878), Mediterranean RebanhoEEA (T357-3, Z002-4, Z007-7,
(MN756622, SAMNO08640746), Nili- A011-8, Z008-9, Z003-10, A010-11, B033-
Ravi(MN481528, EU807963) e 13, B023-14, z010-15, B027-16, A019-21,
RebanhoEEA (Z008-9, Z004-12, Z010-15, Z012-25, B031-26, B024-27 e A018-30.
Z011-22, Z012-25, A018-30).

H 10 Jaffrabadi (SAMNO00004269), Andaman
(MK234704) e Nili-Ravi (EU807964),

H 11 Xilin (MT186743)

H_12 Nili-Ravi (JF946525)

H_13 Nili-Ravi (JF946524)

H_14 Nili-Ravi (JF946523)

H_15 Nili-Ravi (JF946522)

H_16 Nili-Ravi(JF946521)

H_ 17 Nili-Ravi(JF946520)

H_18 Nili-Ravi (JF946519)
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H_19 RebanhoEEA (Z006-1, Z001-2, Z009-5,
Z007-7, Z003-10)

4.2 ARVORE FILOGENETICA

Foi encontrado em cinco amostras do rebanho estudado, nas sequéncias da leitura de bases de
nucleotideo, uma insercdo de adenina na posicao 692 do alinhamento do gene cyt b (Apéndice A,
Fig. 11). Esta insercdo ndo foi observada em nenhuma outra sequéncia do alinhamento, das

sequéncias obtidas no GenBank e nem no restante dos individuos do rebanho bubalino da EEA.
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Figura 11 - Inser¢éo de adenina nas sequéncias da leitura de nucleotideos do gene cyt b, de cinco individuos do
rebanho estudado
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A partir de sequéncias do gene citocromo b (cyt b) e sequéncias parciais do gene citocromo ¢
oxidase | (COI) foram obtidas duas arvores filogenéticas.

Dentro da filogenia proposta neste trabalho, utilizando o gene citocromo b (Fig. 12), foi
possivel observar a construgédo de trés grupos: o primeiro, demarcado com a cor verde, bufalos-de-
rio (B. bubalis bubalis); o segundo, na cor preta e mais central, bafalos selvagens; e o terceiro,
demarcado com a cor azul, na grande maioria, bufalos-de-pantano (B. bubalis carabanensis). Na
reconstrucdo filogenética utilizando o cyt b, os individuos do rebanho de bubalinos da EEA se
agruparam no mesmo clado, com alto suporte de ramo (0,99), que os especimes das racas Nili-Ravi,
Murrah e Mediterraneo.
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Figura 12 - Andlise filogenética pelo método de maxima verossimilhanga reconstruida com base em sequéncias do
gene mitocondrial citocromo b (1.140 pb), utilizando 11 individuos do rebanho bubalino da EEA da UFRGS e 28 sequéncias
do GenBank
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Como resultado, na arvore filogenética consenso com base no gene parcial do COI (631 pb),
um grupo foi formado apenas com os individuos do rebanho bubalino da EEA da UFRGS, se
diferenciando, com valor de ramo significativo (0,95), das demais sequéncias obtidas pelo Genbank
(Fig. 13). Além disso, pdde se observar dois grupos, com alto suporte de ramo (0,99): o primeiro,
na cor verde, onde o rebanho estudado se agrupou com ragas de bafalos-de-rio (B. bubalis bubalis)
e bufalo asiatico selvagem (Bubalus arnee); o segundo, na cor azul, agrupou em sua maioria ragas

de bufalos-de-pantano (B. bubalis carabanensis).
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Figura 13 - Anélise filogenética pelo método de méaxima verossimilhanga reconstruida com base em sequéncias do
gene mitocondrial citocromo c¢ oxidase | (631 pb), utilizando 18 individuos do rebanho bubalino da EEA da UFRGS e 19
sequéncias do GenBank
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5 DISCUSSAO

A diversidade haplotipica (Hd) do mtDNA é um importante indice para acessar polimorfismos
populacionais e diferenciacdes genéticas (BRUFORD et al., 2003). O gene parcial do COI com
631pb, apresentou apenas um haplétipo dentro dos individuos do rebanho estudado e com isso,
variedade haplotipica nula. O gene cyt b se mostrou mais polimérfico e apresentou dois haplétipos
dentro do grupo de animais da EEA, com variedade haplotipica de 0,545. Estes valores, quando
comparados com as variedades haplotipicas totais encontradas, se mostraram baixas. O que pode
ser explicado devido a falta de variabilidade genética dos primeiros rebanhos bubalinos no Brasil e
a priorizacdo do cruzamento entre as racas, em busca da ampliacdo da base genética destes rebanhos
(COSTA, 2015).

A divergéncia nas redes haplotipicas entre B. bubalis carabanensis e B. bubalis bubalis, onde
os alelos compartilnados entre individuos de racas da variedade do bufalo-do-pantano néo
ocorreram com individuos de racas da variedade do bufalo-do-rio, foi observada. Estes resultados
ratificaram os estudos de Youssef e colaboradores (2020). Toda via, em ambas as andlises, rede de
haplotipos e arvores filogenéticas, a sequéncia do animal da raca Murrah com nimero de acesso
MN488587, se agrupou com os individuos das racas pertencentes a variedade de bdfalo-de-pantano,
confirmando com o trabalho publicado por Li e colaboradores (2020). Diferente do observado neste
e em estudos anteriores, onde os individuos de bufalo-do-pantano (B. bubalis carabanensis) sempre
foram agrupados separadamente de individuos de blfalo-do-rio (B. bubalis bubalis) (TANAKA et
al., 1996; KIKKAWA et al., 1997; LAU et al., 1998; LEI et al., 2007; KUMAR et al., 2007;
HUSSAIN et al., 2009; SHAARI et al., 2019). Este agrupamento incomum, bufalos-de-pantano e
bdfalos-de-rio, foi observado em animais mestigos, cruzamento entre machos da raga Murrah e
fémeas de bufalo-do-pantano (SHAARI et al., 2019).

O mtDNA tem sido amplamente utilizado no estudo filogenético por ser herdado diretamente
da mae, portanto nenhuma alteracdo é feita na copia que o torna uma ferramenta adequada para ser
usada no estudo da relacdo de individuos na mesma espécie ou mesmo em espécies diferentes
(SHAARI et al., 2019). Neste estudo ambas as arvores apresentaram um panorama onde a linhagem
matrilinear do rebanho bubalino estudado, quando comparados com as demais ragas, tem origem
similar a racas de B. bubalis bubalis, especialmente com alguns individuos das ragcas Mediterraneo,
Murrah e Nili-Ravi.

Apesar da raga Nili-Ravi néo ter ocorréncia no Brasil, os individuos do rebanho bubalino da
EEA da UFRGS ficaram no mesmo clado, em ambas as filogenias, que alguns individuos da raca

Nili-Ravi. Esta é uma raca de bufalo doméstico que esta distribuido principalmente no Paquistéo e
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na India. E conhecido por ser uma raca semelhante a raca de blfalos Murrah e é criado
principalmente para o uso leiteiro (MOIOLI; BORCHESE, 2005). Indicando assim que
possivelmente houve uma introgressdo do mt DNAde Nili-Ravi em alguns individuos da EEA.

A insercdo de adenina no gene cyt b, observada em algumas amostras do rebanho da EEA,
néo foi encontrada em nenhum outro animal do género Bubalus utilizado neste estudo (Apéndice
A, Fig.9), ela ndo se mostrou representativa a ponto de afetar a estruturacdo da arvore. Quando a
incluséo de adenina foi excluida em uma nova andlise, apenas houveram pequenas diferencgas nos
valores do ramo (Apéndice B).

A grande maioria das racas bubalinas reconhecidas no Brasil possuem caracteristicas
fisiologicas que as permitem produzir satisfatoriamente, tanto carne quanto leite (MARQUES,
2000). Ainda assim, a raca Murrah é a que tem maior demanda no pais, por ser considerada de
melhor aptiddo leiteira em razdo da sua conformacéo e de seu temperamento docil (ZAVA, 1987;
CAVALLI; PEREIRA, 2020). Entretanto, no Brasil os programas de melhoramento genético sao
realizados por poucos criadores, consequentemente em um nimero pequeno de animais (SANTOS,
2019). Agregado a isso, muitos animais apresentam uma variabilidade em sua conformacéo corporal
que difere daquelas exigidas nos padrdes raciais, essa variedade distinta pode ser explicada pela
possivel introducdo de genes da raga Mediterraneo, para aumentar a base genética do rebanho
Murrah no Brasil (MARQUES et al., 2003; COSTA, 2015). Com iss0, assim como ocorre em outras
espécies de animais de producéo, algumas caracteristicas exigidas no padrdo racial sdo perdidas e
estes individuos excluidos dos programas de melhoramento genético (SILVA et al., 2012),
diminuindo o numero de animais disponiveis para selecdo visando caracteristicas de interesse
econdmico. Em casos como estes, a utilizacdo da genética molecular, pode ser um instrumento para
identificacdo de animais que, se bem caracterizados, seriam mais interessantes para serem mantidos

no rebanho como reprodutores (ROSA et al., 2013).

6 CONCLUSAO

As arvores filogenéticas usando os genes cyt b e COIl, apresentaram um panorama onde a
linhagem matrilinear do rebanho bubalino analisado, quando comparada as demais racas, tém
origem similar a alguns individuos das ragas Mediterraneo, Murrah e Nili-Ravi. Indicando que esta
linhagem é mais semelhante aos individuos de racas de dupla aptiddo ou aptiddo leiteira,

caracteristica das ragas reconhecidas no Brasil, da variedade do B. bubalis bubalis.
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Foi possivel identificar neste estudo uma escassez de sequéncias identificadas ao nivel de
raca, dentro da espécie bubalina, para ambos os genes, no GenBank. Como as amostras utilizadas
nesse estudo sdo limitadas a poucos representantes de algumas ragas de bubalinos, mais estudos
abrangentes sdo necessarios a este respeito para explorar melhor a filogenia desses animais.

Na intengdo de um panorama da similaridade da linhagem matrilinear do rebanho analisado
com as sequéncias incluidas no alinhamento, o gene parcial do COI com 631 pb, foi pouco
informativo pois a regido estudada ndo foi polimérfica. A busca por marcadores moleculares com
regides polimdrficas dentro do grupo dos bubalinos, e a inclusdo de uma maior amostragem de
rebanhos brasileiros, se faz necessaria para conseguir ter uma compreensdo mais abrangente sobre
a variabilidade genética e a estruturacéo das racas de bufalos no Brasil.

A identificacdo da origem dos bubalinos, principalmente de suas racas, € de suma
importancia, pois com o conhecimento da filogenia é possivel melhorar a produtividade e auxiliar
no redirecionamento dos rebanhos para a otimizagéo de suas aptiddes. Como perspectivas futuras
devemos analisar a regido controladora do DNAmt visando encontrar, no rebanho da EEA-UFRGS,
uma diversidade maior. Ao mesmo tempo estudar outros rebanhos para tentar obter um padréo

genético do rebanho no sul do Brasil.
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APENDICE

A. Cromatograma com a inclusdo de adenina no gene cyt b, na posicao 692 do alinhamento, em cinco
animais do rebanho estudado. Amostra Z006-1 (A); amostra Z001-2 (B); amostra Z009-5 (C);
amostra Z007-7 (D); amostra Z003-10 (E); auséncia da inclusao de adenina, padrdo de cromatograma

encontrado nas demais amostras (F).
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B. Repeticdo da reconstrugdo filogenética com o gene cyt b. Exclusdo da inclusdo de adenina das

amostras.

01225
AD18-30
on-22
01015
2004-12
D089
2003-10
no7-7
0095
no-2

492

87

2006-1

EUB07963.1 Bubalus bubalis-Nili-Ravi
MN481528.1 Bubalus bubalis-Nili-Raw
SAMNOE540746 Bubalus bubalis-Mediterranean
MN756622.1 Bubalus bubalis-Mediterranean
SAMNODOOB878 Bubalus bubalis-Murrah
MK234704.1 Bubalus bubalis-Andaman
EUB07964.1 Bubalus bubalis-Nil-Rav
SAMNO0D04269 Bubalus bubalis-Jaffrabadi

40 {JF948525,1 Bubalus bubalis Nili-Ravi

JF946524.1 Bubalus bubalis-Nili-Rav
NC_049565.1 Bubalus bubalis (Bufalo asiatico)
- JF946523.1 Bubalus bubalis- Nili-Ravi

53 |- JF946521.1 Bubalus bubalis-Nili-Ravi

- JF946522.1 Bubalus bubalis-Nili-Ravi

JF946519.1 Bubalus bubalis- Nili-Rav
D82891.1 Bubalus gquarlesi (Bufalo anao da montanha)
D82690.1 Bubalus depressicomis (Bufalo anao da planice)
EF535351_Bubalus depressicomis (Bufalo anao da plamice)
D82895.1 Bubalus mindorensis (Bufalo anao de Mindoro)
MT185743.1 Bubalus bubalis-Xilin
NC_006295.1 Bubalus carabanensis (Bufalo do pantano)
MN756623.1 Bubalus bubalis-Fuzhong
MT186720.1 Bubalus bubalis-Fuzhong
97 | MN4E3587 .1 Bubalus bubalis-Murrah
032193.1 Bubalus amee (Bufalo asiatico selvagem)
AY702618.1 Bubalus carabanensis-Haikou

JF946520.1 Bubalus bubalis-Nili-Ravi
" |
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Fonte: Do autor, 2021.

NC_020617.Syncerus caffer (Bufalo africano)



