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DIVERSIDADE ALÉLICA DO GENE DRB3 DO COMPLEXO PRINCIPAL DE 
HISTOCOMPATIBILIDADE NAS RAÇAS DE BÚFALO MEDITERRÂNEO, 

JAFARABADI E MURRAH 
 
 

RESUMO – O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) é uma região 
do genoma com um denso agrupamento de genes que apresentam alto grau 
de polimorfismo. Os genes do MHC estão divididos em regiões que 
apresentam similaridades funcionais, contendo genes da classe I, II e III, sendo 
que em bovídeos a classe II é subdividida em dois agrupamentos denominados 
IIa e IIb. Genes da classe II do MHC têm chamado muito a atenção, se tratando 
de animais de produção, diante da necessidade de melhorar métodos de 
controle de doenças, por meio do desenvolvimento de novas vacinas e seleção 
de animais resistentes. Desta forma, o presente trabalho visou à realização de 
um estudo da diversidade alélica do gene DRB3 em três raças de búfalo de rio 
criadas no Brasil (Mediterrâneo, Jafarabadi e Murrah) utilizando a técnica de 
PCR-RFLP. As amostras de DNA foram extraídas de bulbo folicular de 24 
animais da raça Mediterrâneo, 23 animais da raça Jafarabadi e 18 animais da 
raça Murrah. As reações de PCR foram realizadas com volume total de 30 µl e 
o produto de PCR obtido foi digerido com três enzimas de restrição: RsaI, 
HaeIII e PstI. Os pares de iniciadores de PCR produziram produto de PCR de 
aproximadamente 300 bp de tamanho. A digestão com a enzima de restrição 
RsaI apresentou oito alelos, com tamanhos aproximados: O (300 bp), RsaI-A 
(230+70 bp), RsaI-B (180+120 bp), RsaI-C (130+90+70 bp), RsaI-D 
(140+90+70 bp), RsaI-E (120+70+60 bp), RsaI-F (120+110+70 bp) e RsaI-G 
(110+70+60+55 bp), sendo cinco alelos (O, RsaI-A, RsaI-B, RsaI-C, RsaI-E) na 
raça Mediterrâneo, quatro alelos (O, RsaI-A, RsaI-F e RsaI-G) na raça 
Jafarabadi e três alelos (O, RsaI-A e RsaI-D) na raça Murrah. Em todos os 
produtos de PCR, das três raças, o genótipo homozigoto para o alelo O foi o 
mais frequente (300bp/300bp). Com a enzima de restrição HaeIII foram 
observados quatro alelos, com tamanhos aproximados: HaeIII-A (220+80 bp), 
HaeIII-B (170+80+50 bp), HaeIII-C (210+80 bp) e HaeIII-D (170+130 bp), em 
que os produtos de PCR da raça Mediterrâneo exibiram os quatro alelos e 
produtos de PCR das raças Jafarabadi e Murrah apenas dois alelos (HaeIII-A e 
HaeIII-D). Os produtos de PCR da raça Mediterrâneo apresentaram cinco 
genótipos heterozigotos, dois deles sendo os mais frequentes no rebanho 
analisado (HaeIII-A/HaeIII-D em 21,7% e HaeIII-B/HaeIII-D em 21,7%). A 
enzima de restrição PstI apresentou três alelos, com tamanhos aproximados: O 
(300 bp), PstI-A (230+70 bp) e PstI-B (210+90 bp), em que produtos de PCR 
da raça Jafarabadi exibiram os três alelos e os produtos de PCR das raças 
Mediterrâneo e Murrah os alelos O e PstI-A. Os produtos de PCR analisados, 
nas três raças, com a enzima PstI, exibiram na maioria dos animais o genótipo 
homozigoto para o alelo O (300bp/300bp). 
 
Palavras-chave: Diversidade alélica, Enzima de restrição, MHC, Polimorfismo 
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ALLELIC DIVERSITY OF THE DRB3 GENE OF THE MAJOR 
HISTOCOMPATIBILITY COMPLEX IN THE BREEDS OF BUFFALOES 

MEDITERRANEAN, JAFARABADI AND MURRAH 
 
 

SUMMARY – The Major Histocompatibility Complex (MHC) is a genome region 
with have a dense clusters of genes that showing a high degree of 
polymorphism. The genes of the MHC are divided in regions that show similar 
functions, and contain genes of the classe I, II and III. The class II, in bovides is 
subdivided in two clusters called IIa and IIb. Much attention has been given to 
class II genes, especially to the livestock, because the production animal has a 
need of more efficient methods to control diseases through the development of 
vaccines and selection of resistant animals. Therefore, the present work aimed 
study the allelic diversity of the DRB3 gene in three breeds of river buffaloes 
raised in Brazil (Mediterranean, Jafarabadi and Murrah) by PCR-RFLP. DNA 
samples were extracted from follicle bulb of 24 Mediterranean, 23 Jafarabadi 
and 18 Murrah buffaloes breeds. The PCR reactions have 30 µl of volume and 
the PCR product was digested with three restriction enzymes: RsaI, HaeIII and 
PstI. The primers pairs produced a PCR product with 300 bp size proximally. 
Digestion with the restriction enzyme RsaI presented eight alleles, with 
proximally sizes: O (300 bp), RsaI-A (230+70 bp), RsaI-B (180+120 bp), RsaI-C 
(130+90+70 bp), RsaI-D (140+90+70 bp), RsaI-E (120+70+60 bp), RsaI-F 
(120+110+70 bp) and RsaI-G (110+70+60+55 bp), and were five alleles (O, 
RsaI-A, RsaI-B, RsaI-C and RsaI-E) in the Mediterranean breed, four alleles (O, 
RsaI-A, RsaI-F and RsaI-G) in the Jafarabadi breed and three alleles (O, RsaI-
A and RsaI-D) in the Murrah breed. In all of the PCR products, of the three 
breeds, the homozygote genotype for the allele O was the most frequent 
(300bp/300bp). Digestion with the HaeIII restriction enzyme produced four 
alleles, with proximally sizes: HaeIII-A (220+80 bp), HaeIII-B (170+80+50 bp), 
HaeIII-C (210+80 bp) and HaeIII-D (170+130 bp), where the Mediterranean 
breed presented the four alleles and the Jafarabadi and Murrah breeds showed 
two alleles (HaeIII-A and HaeIII-D). Five heterozygote genotypes were found in 
the Mediterranean breed, where two genotypes (HaeIII-A/HaeIII-D – 21,7% and 
HaeIII-B/HaeIII-D – 21,7%) were the most frequent in the analyzed animals. 
The restriction enzyme PstI presented three alleles, with proximally sizes: O 
(300 bp), PstI-A (230+70 bp) and PstI-B (210+90 bp), where the Jafarabadi 
breed exhibited the three alleles and Mediterranean and Murrah breeds 
exhibited only the alleles O and PstI-A. The analyzed PCR products, in all the 
breeds, with the PstI enzyme, exhibited in the most of animals the homozygote 
genotype for the allele O (300bp/300bp). 

 
Keywords: Allelic diversity, MHC, Polymorphism, Restriction enzyme 
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1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DA LITERATURA 
 

1.1. Aspectos gerais da bubalinocultura 

 

Segundo estimativas da FAO (Food and Agriculture Organization of the 

United Nations) o rebanho mundial de búfalos é de aproximadamente de 195 

milhões de animais, dos quais 97% estão localizados no continente asiático 

(FAO, 2011). Economicamente, o búfalo se mostra de relevante importância 

para países da Ásia, apresentando um papel fundamental no desenvolvimento 

da sociedade asiática, por meio da exploração do leite, carne, couro e tração 

animal, tendo ainda como subprodutos, seus pêlos, chifres e fezes (NANDA; 

NAKAO, 2003). 

Diferentes raças de búfalos apresentam maior ou menor aptidão para 

produção de carne, leite ou para tração e transporte de carga, podendo ser 

considerado um animal de tripla aptidão (GARCIA et al., 2005). Segundo 

Moreira et al. (1994) as características inerentes dos bubalinos são: 

adaptabilidade, prolificidade, precocidade, longevidade, elevada taxa de 

produtividade de carne e leite, taxas de mortalidade inferior a 3% ao ano e de 

natalidade superior a 80%. O rebanho bubalino brasileiro teve crescimento 

significativo, pois características como, elevada longevidade produtiva e 

adaptabilidade aos mais variados ambientes, aumentou o interesse de 

produtores em criar búfalos como alternativa para a produção de carne, leite e 

derivados (OLIVEIRA, 2005).  

O Brasil possui um rebanho de 1,27 milhão de búfalos distribuídos pelas 

cinco regiões do país, segundo dados do IBGE de 2011 (Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística), sendo que 64,2% encontram-se na região Norte; 9,8% 

na região Nordeste; 6,2% na região Centro-Oeste; 10,4% na região Sudeste e 

9,3% na região Sul. Dados recentes do IBGE apontam crescimento de 7,8% do 

rebanho bubalino brasileiro do ano de 2010 para o ano de 2011, em que os 

bubalinos foram o rebanho de grande porte com a maior taxa de variação anual 

apresentada, indicando grande interesse dos pecuaristas brasileiros pela 

espécie. 
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Bovinos e bubalinos estão inseridos dentro da mesma família, a 

Bovidae, que possui alguns dos animais mais importantes tanto na cultura 

quanto na economia de vários povos (MACEACHERN et al., 2009), sendo 

também a mais diversa das nove famílias da ordem Arthiodactyla. A família 

Bovidae possui seis gêneros: Angra, Bibos, Bison, Bos, Bubalus e Syncerus, 

em que os búfalos são representados por dois deles: os búfalos selvagens de 

origem africana (Syncerus) e os domésticos de origem asiática (Bubalus). 

Atualmente, os búfalos, que são criados para fins econômicos (búfalos 

domésticos), são apenas da espécie Bubalus bubalis (LENSTRA; BRADLEY, 

1999). 

Estudos morfológicos (MACGREGOR, 1939), bioquímicos (AMANO, 

1983; BARKER et al., 1997a), moleculares (BARKER et al., 1997b; KIKKAWA 

et al., 1997; LAU et al., 1998) e genéticos (BERARDINO; IANNUZZI, 1981; 

FISCHER; ULBRICH, 1968; IANNUZZI, 1994), mostram que os búfalos da 

espécie Bubalus bubalis podem ser divididos em dois grupos: os búfalos de rio 

(2n=50) e os búfalos de pântano (2n=48) 

 

1.2. Raças de búfalo de rio no Brasil 

 

Entre as diversas raças de búfalo de rio descritas, apenas três raças são 

encontradas no Brasil e reconhecidas pela Associação Brasileira de Criadores 

de Búfalos (ABCB): Mediterrâneo, Jafarabadi e Murrah. A seguir, estão 

descritas algumas características destas raças de búfalos de rio, reconhecidas 

pela ABCB. 

 

1.2.1. Raça Mediterrâneo 

 

Raça de búfalo de rio de origem italiana, sendo utilizada tanto para a 

produção de leite como para a produção de carne, considerada de dupla 

aptidão. No Brasil, a raça Mediterrâneo está sendo utilizada principalmente 

para a produção de carne, tendo os pesos médios dos animais em torno de 

750 Kg para os machos e 550 Kg para as fêmeas (PEREIRA et al., 1996).  
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Os animais desta raça no Brasil são descendentes de indivíduos 

importados da Itália, primeiramente para a Ilha de Marajó e depois para outros 

estados brasileiros (ANDRADE; GARCIA, 2005). Por serem de origem italiana, 

são conhecidos por búfalo preto ou italiano, com aparência intermediária entre 

as raças Murrah e Jafarabadi (MARQUES, 2000). Apresentam pelagem e pele 

totalmente pretas, estendendo-se também aos chifres e os pêlos são mais 

abundantes nos indivíduos mais novos (ANDRADE; GARCIA, 2005). 

 

1.2.2. Raça Jafarabadi 

 

 A raça Jafarabadi é originária da Floresta do Gir, península Kathiavar, no 

oeste da Índia. É caracterizada pela forma peculiar da cabeça e chifres longos 

e caídos, com duas variedades bem distintas, a Gir e a Palitana (MARQUES, 

2000). São animais de grande porte e considerados de aptidão mista, produção 

de carne e leite, apresentando pêlos pretos em todo o corpo (ANDRADE; 

GARCIA, 2005). 

  É considerado no Ocidente um animal mais para a produção de carne, 

porém na Índia existem registros de boas produtoras de leite. Os animais desta 

raça possuem peso médio variando de 500 a 1.200 Kg nos machos e 450 a 

900 Kg nas fêmeas. Uma dificuldade encontrada para sua criação está na 

alimentação mais exigente, devido ao seu maior porte (MANO FILHO, 1985). 

 

1.2.3. Raça Murrah 

 

 Raça de bubalinos originária do noroeste da Índia, difundindo-se no 

norte do país e no Paquistão. Dentre as raças bubalinas é considerada a de 

melhor aptidão leiteira, com conformação e tipo indicando aptidão mista com 

predomínio para o tipo leiteiro. A pele e a pelagem dos animais desta raça 

apresentam cor preta, assim como os chifres (ANDRADE; GARCIA, 2005). 

 O nome Murrah, dado a esta raça, vem do termo hindu que significa 

caracol, claramente referenciando os chifres do animal. Apresentam peso 

médio de 450 a 900 kg para os machos e de 350 a 700 Kg para as fêmeas. No 
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Brasil, os animais da raça Murrah, se distribuíram por todas as regiões do país 

(MANO FILHO, 1985). 

Bubalinos são suscetíveis a um espectro semelhante de agentes 

infecciosos que afetam os bovinos, em que muitas das vacinas e 

quimioterápicos desenvolvidos para bovinos são utilizadas também em 

bubalinos, como por exemplo, medicamentos que combatem brucelose, antraz, 

peste bovina, leptospirose e febre aftosa (MARQUES, 2000; NATIONAL 

RESEARCH COUNCIL, 1981; TOMAR; TRIPATHI, 1987). Porém, os búfalos 

apresentam resposta imunológica diferente para muitas doenças que atacam 

os bovinos (LEITE; BASTIANETTO, 2009). 

 O material genético do hospedeiro está relacionado com sua 

resistência/suscetibilidade a doenças infecciosas (AXFORD et al., 2000; 

BISHOP et al., 2002), desta forma é importante elucidar a estrutura dos genes 

e suas variantes relacionadas à resistência/suscetibilidade a agentes 

infecciosos. A partir deste conhecimento será possível entender como a 

variação na estrutura genômica pode diversificar as funcionalidades do genoma 

e auxiliar em planejamentos futuros para uma melhor prevenção e combate às 

doenças que afetam tanto bovinos como bubalinos. 

   

1.3. Aspectos gerais do Complexo Principal de Histocompatibilidade 

 

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglês Major 

Histocompatibility Complex) é uma região do genoma com um denso 

agrupamento de genes que apresentam alto grau de polimorfismo, cuja maioria 

dos genes está relacionada à resposta imune inata e adaptativa, exercendo 

papel importante na resposta do hospedeiro à patógenos (KELLEY et al., 

2005). O arranjo físico desses genes em agrupamentos revela a importância de 

seu papel funcional no genoma, sendo expressos de forma co-dominante e 

herdados em blocos, influenciando a suscetibilidade e a predisposição a um 

amplo espectro de doenças (VANDIEDONCK; KNIGHT, 2009). 

Em mamíferos, os genes do MHC estão organizados em um ou mais 

agrupamentos, cujas regiões apresentam similaridades funcionais, contendo 



5 
 

 

genes de classe I, classe II e classe III (CHILDERS et al., 2005; KLEIN; SATO, 

1998). De acordo com a espécie, há variação quanto à organização de cada 

uma dessas regiões e quanto ao número de genes em cada uma delas. Isso se 

deve ao fato de que durante o processo evolutivo, novos genes são criados por 

processos de duplicação gênica, podendo ser mantidos no genoma, deletados 

ou tornarem-se não funcionais devido ao acúmulo de mutações (NEI; 

ROONEY, 2005; TAKAHASHI et al., 2000). 

Os genes da classe I do MHC expressam moléculas responsáveis pela 

apresentação de peptídeos antígenos aos linfócitos CD8+ por meio de 

receptores de membrana das células T (AMILLS et al., 1998). Tais moléculas 

podem atuar também como elementos de reconhecimento para as células NK 

(do inglês Natural Killer Cell) (KUMÁNOVICS  et al., 2003). 

Os genes da classe II do MHC são expressos exclusivamente nas 

células apresentadoras de antígenos, como macrófagos, linfócitos B e células 

dendríticas (DE et al., 2002). As proteínas expressas pelos genes da classe II 

também degradam peptídeos de patógenos intracelularmente nas células T-

helpers, como parte do mecanismo que identifica antígenos externos iniciando 

uma resposta imune (BROWN et al., 1993). 

Na maioria dos mamíferos, genes da classe II estão organizados em um 

único segmento. Entretanto, apesar de existirem evidências de homologia dos 

genes desta região entre os mamíferos, a região do MHC em bovídeos se 

apresenta de forma diferente dos demais mamíferos, em que os genes da 

classe II estão organizados em dois agrupamentos denominados IIa e IIb 

(BRINKMEYER-LANGFORD et al., 2009; TRAUL et al., 2005). 

Os genes da classe III do MHC codificam um grupo diverso de proteínas 

com variadas funções, em que há maior destaque para as interações com 

receptores das células NK (TROWSDALE, 2002). No entanto, não são todos os 

genes da classe III que estão relacionados com resposta imune (MILNER; 

CAMPBELL, 2001; XIE et al., 2003). 

Como os genes do MHC exercem papel importante na resposta imune, 

há vários estudos em diferentes espécies de mamíferos, os quais têm 

mostrado que os genes do MHC apresentam grande complexidade genética, 
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tanto em número de genes e haplótipos como em diversidade alélica (BIRCH et 

al., 2006; DEAKIN et al., 2006; KELLEY et al., 2005). 

 Existem poucos trabalhos disponíveis na literatura sobre os genes da 

classe IIa do MHC em bubalinos, cuja maioria estão relacionados com 

polimorfismos de genes específicos da família DR (ACHARYA et al., 2002; 

AHMED; OTHMAN, 2006; ARAVINDAKSHAN; NAINAR; SIVASELVAM, 2000; 

BEHL; BEHL; VERMA, 2010; DE et al., 2002; DE et al., 2011; GOLE et al., 

2009; KUMAR et al., 2008; KUMAR et al., 2011; MOSAFER et al., 2012; 

NASKAR et al., 2012; RAHIMNAHAL et al., 2010; SENA et al., 2003; 

SHEIKHMOHAMMADI et al., 2010; SUMATHI et al., 2010), e ainda, um menor 

número trabalhos relacionados com polimorfismos de genes da família DQ 

(NIRANJAN et al., 2010; SENA et al., 2011). 

O estudo do MHC bubalino, no Brasil, iniciou-se em 2008, quando foi 

publicado um mapa preliminar do MHC de búfalo, contendo 10 genes de classe 

II mapeados no braço curto do cromossomo 2  (BBU2p) (RODRIGUES-FILHO 

et al., 2008). Entre os genes mapeados pelos autores, se encontram seis 

genes da classe IIa (DRA, DRB, DRB2, DRB3, DQA e DQA2) e quatro genes 

da classe IIb (DMA, DYA, DYB e PSMB9). Esse mapa preliminar corroborou os 

dados citogenéticos de que os genes da classe II se encontram divididos em 

dois agrupamentos, uma vez que apresentou os genes da classe IIa e IIb 

alocados em dois grupos de ligação distintos (DI MEO et al., 2008; IANNUZZI 

et al., 1993). 

Recentemente, a organização geral da região MHC no genoma do 

búfalo foi estabelecida por meio de um mapa de alta resolução, construído pelo 

grupo de pesquisa “Genômica de Búfalos”, em que foram alocados 53 

marcadores, incluindo aqueles das classes I, IIa, IIb e III (STAFUZZA et al., 

2013). Ainda nesse estudo, foi construído o mapa comparativo do MHC 

bubalino e bovino evidenciando segmentos de homologia entre as duas 

espécies. 
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1.4. Estudos com os genes DRB em bovídeos 

 

 A classe IIa possui duas sub-regiões, uma composta pelos genes da 

família DR (DRA e DRB) e outra pelos genes da família DQ (DQA e DQB). A 

sub-região composta pelos genes DR é a mais amplamente estudada, devido 

ao grande número de polimorfismos presentes, além de sua importância 

funcional (DONGXIAO; YUAN, 2003). Nos bovinos, o gene DRA só possui um 

alelo que codifica a cadeia α da molécula DR, ou seja, trata-se de um gene 

monomórfico. Os genes DRB que codificam a cadeia β da molécula DR são 

altamente polimórficos, cujos polimorfismos se concentram principalmente no 

segundo éxon, que é o responsável por codificar a porção variável do sítio de 

ligação peptídica da proteína (AMILLS et al., 1998).  

 Existem pelo menos três genes DRB descritos em bovinos: o DRB1 que 

é um pseudogene, o DRB2 que é pouco expresso e o gene DRB3 que é 

altamente expresso e polimórfico (KUMAR et al., 2011). Tais genes da família 

DRB têm despertado o interesse de pesquisadores diante da necessidade de 

melhorar os métodos de controle de doenças em animais de interesse 

econômico, principalmente para o desenvolvimento de novas vacinas e da 

seleção de animais resistentes (NIRANJAN et al., 2010). 

 O gene DRB3 está localizado no cromossomo 23 bovino (BTA23) e no 

cromossomo 2 bubalino (BBU2). Nos bovinos, o gene DRB3 possui tamanho 

aproximado de 11,4 Kb desde o códon de início até o sinal de poliadenilação, 

contendo seis éxons (RUSSELL; SMITH; OLIVER, 2004).  

 Diversos trabalhos na literatura vêm descrevendo polimorfismos do gene 

DRB3 associados com doenças em animais de interesse econômico. Em bisão 

(Bison bison), polimorfismos no gene DRB3 foram associados à resistência à 

febre catarral maligna (TRAUL et al., 2007). Em bovinos, o gene DRB3 está 

relacionado com resistência/suscetibilidade à várias doenças, como por 

exemplo, neosporose (SCHWAB et al., 2009), pancitopénia neonatal bovina 

(BALLINGALL et al., 2011), dermatofilia (MAILLARD et al., 1996) e mastite 

(CHU et al., 2012; FIROUZAMANDI et al., 2010; IBRAHIM et al., 2012; 

KULBERG et al., 2007; RUPP et al., 2007; YOSHIDA et al., 2009; WOJDAK-
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MAKSYMIEC, et al., 2010;). O gene DRB3 também tem sido relacionado com 

resistência ao vírus da leucemia bovina (JULIARENA et al., 2008). Em búfalo, 

há trabalhos na literatura associando polimorfismos no gene DRB3 com mastite 

nas raças Murrah (GOLE et al. 2009; KUMAR et al., 2011) e Nili-Ravi (KUMAR 

et al., 2008). 

Dentre os vários métodos utilizados para investigar polimorfismos 

genéticos, a técnica de PCR-RFLP (do inglês Polymerase Chain Reaction-

Restriction Fragment Length Polymorphism) tem se mostrado útil na 

identificação de polimorfismos no segundo éxon do gene DRB3 bovino (CHU et 

al., 2012; DIETZ et al., 1997a; DIETZ et al., 1997b; FIROUZAMANDI et al., 

2010; MOSAFER & NASSIRY et al., 2005; SHARIF et al., 1998; VAN EIJIK et 

al., 1992; WOJDAK-MAKSYMIEC et al., 2010) e bubalino (ACHARYA et al., 

2002; BEHL; BEHL; VERMA, 2010; GOLE et al., 2009; KUMAR et al., 2008; 

KUMAR et al., 2011; SUMATHI et al., 2010). 

Existem estudos que relacionam os polimorfismos dos genes do MHC 

com escolha de parceiros ideais, problemas reprodutivos e de fertilidade, em 

animais de interesse econômico e até em humanos (BAINBRIDGE; SARGENT; 

ELLIS, 2001; LOW et al., 1990; OBER, 1999; PENNY et al., 1999). Estes tipos 

de estudos fornecem informações relevantes sobre a variabilidade alélica e 

genotípica de uma determinada população, provendo marcadores para 

suscetibilidade/resistência à doenças economicamente prejudiciais aos 

rebanhos, como por exemplo a mastite. Alguns trabalhos relacionam 

polimorfismos nos genes do MHC com a reprodução de rebanhos, indicando os 

animais adequados para cruzamentos a fim de reduzir e até evitar problemas 

reprodutivos. 
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2. OBJETIVO 

 

Identificar a presença de polimorfismos e caracterizar a diversidade 

alélica e genotípica do segundo éxon do gene DRB3 em búfalos, utilizando a 

técnica de PCR-RFLP. 
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3.  MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Rebanho experimental, reações de PCR e otimização de iniciadores 

de PCR  

 

Foram utilizadas amostras de DNA extraído de bulbo folicular 

provenientes de 65 animais, registrados pela Associação Brasileira dos 

Criadores de Búfalos (ABCB). Foram considerados 24 animais da raça 

Mediterrâneo provenientes de uma fazenda em Itatiba-SP; 23 animais da raça 

Jafarabadi provenientes de duas fazendas (uma em Belém-PA e outra em 

Sales de Oliveira-SP); e 18 animais da raça Murrah oriundos de duas fazendas 

situadas em Belém-PA (Tabela 1). 

 

 

Raça Município Fazenda 
Nº de 

amostras 
Sexo 

Mediterrâneo Itatiba-SP Maringá 24 
01 macho 
23 fêmeas 

Jafarabadi 
Belém-PA 

Agropecuária Santa Rita do 
Marajó S/A 

16 
05 machos 
11 fêmeas 

Sales Oliveira-SP Lageado 07 07 fêmeas 

Murrah 
Belém-PA Itaqui 07 

02 machos 
05 fêmeas 

Belém-PA 
Agropecuária Santa Rita do 

Marajó S/A 
11 11 fêmeas 

Total de amostras:                                                                                     65 

 

 

Para a amplificação do éxon 2 do gene DRB3 foram utilizados os 

iniciadores para PCR descritos por Sigurdardóttir et al. em 1991 (senso: 5’-

GATGGATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCCT-3’ e anti-senso: 5’-CTTGAATTC 

GCGCTCACCTCGCCGCTG-3’). Inicialmente esse par de iniciadores para 

PCR foi gerado para estudos de polimorfismos do gene DRB3 em bovinos e 

vem sendo utilizado com sucesso em estudos de polimorfismo de diversas 

espécies, como por exemplo, em ovelhas (GUTIERREZ-ESPELETA et al., 

2001), cavalos (HEDRICK et al., 1999) e búfalos (ARAVINDAKSHAN; NAINAR; 

Tabela 1 – Descrição dos animais agrupados por raça, município amostrado, 
fazenda, número de amostras por município e sexo. 
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SEVASELVAM, 2000; GOLE et al., 2009; KUMAR et al., 2008; KUMAR et al., 

2011; SENA et al., 2003; SUMATHI et al., 2010). 

As reações de PCR para a otimização da temperatura de anelamento 

dos iniciadores de PCR foram realizadas com gradiente de temperatura, 

visando à obtenção de um produto de PCR único com o DNA de búfalo. Para 

isso foi utilizado um termociclador do tipo gradiente (Veriti® - Life Technologies) 

com bloco de 96 amostras distribuídas em 12 colunas e 8 linhas. As 

temperaturas de anelamento utilizadas variaram de 50 a 65°C, sendo: 50°C, 

53°C, 56°C, 59°C, 62°C e 65°C. 

As reações de PCR foram realizadas com volume total de 30 μL, 

contendo 50 ng de DNA genômico, 0,2 mM de cada um dos iniciadores para 

PCR, 100 mM de dNTPs, 10 mM de Tris-HCl, 1,5 mM de MgCl2, e 1,5U da 

DNA polimerase GoTaq®Hot Start (Promega). Os ciclos para amplificação 

foram os seguintes: 94ºC por 2 minutos para desnaturação inicial, seguida de 

35 ciclos com desnaturação a 94ºC por 30 segundos, anelamento dos 

iniciadores para PCR a 62ºC por 30 segundos, extensão a 72ºC por 30 

segundos e extensão final a 72ºC por 7 minutos. 

Os produtos de PCR foram visualizados, inicialmente, mediante a 

aplicação de 5µl do amplificado em gel de agarose 2%, corado com brometo de 

etídio, submetido à eletroforese horizontal por 30 minutos a 90 V, em tampão 

TBE 0,5X. Os resultados foram foto-documentados com câmera digital do tipo 

DC290 KodakTM em luz ultravioleta. Verificada a amplificação almejada, os 

produtos de PCR foram submetidos à digestão com enzimas de restrição para 

detecção de polimorfismos. 

 

3.2. Polimorfismo de fragmentos de restrição (RFLP) 

 

Para a análise de RFLP, 18 µl do produto de PCR foi dividido em três 

tubos de 0,5 ml, contendo 6 µl do produto de PCR em cada tubo, os quais 

foram submetidos à digestão com diferentes enzimas de restrição. Foram 

utilizadas 6U de cada uma das enzimas de restrição, RsaI (sítio de restrição: 
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GT↓AC), HaeIII (sítio de restrição: GG↓CC) e PstI (sítio de restrição: 

CTGCA↓G) para a digestão, a qual ocorreu a 37ºC por 16 horas. 

Os fragmentos digeridos foram visualizados em gel de agarose 4%, 

corado com brometo de etídio, submetido à eletroforese horizontal por 90 

minutos a 100 V, em tampão TBE 0,5X. Os marcadores moleculares de 25 bp e 

50 bp (Promega) foram utilizados para auxiliar na identificação do tamanho dos 

fragmentos digeridos. Os resultados foram foto-documentados com câmera 

digital do tipo DC290 KodakTM em luz ultravioleta. 

 

3.3. Genotipagem dos animais 

 

O padrão de polimorfismo de cada animal foi determinado com a análise 

dos dados obtidos com a técnica de PCR-RFLP, verificando a presença dos 

diferentes fragmentos de restrição nos géis de agarose visualizados. O 

tamanho desses fragmentos foi determinado, aproximando seus tamanhos pela 

comparação com dois marcadores moleculares de 25 pb e 50 pb. 

As análises foram realizadas por meio da contagem direta dos genótipos 

apresentados, observados nos géis analisados, obtendo assim as frequências 

alélicas e genotípicas, pela aplicação das fórmulas (FALCONER; MACKAY, 

1996): 
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NAA + 0,5NAB +...+ 0,5NAX 

         N
p(A) = 

NBB + 0,5NAB +...+ 0,5NBX 

         N
q(B) = 

NXX + 0,5NAX +...+ 0,5NXY 

         N
t(X) = 

  NAA 

   N 
F(AA) = 

  NBB 

    N 
F(BB) = 

  NAB 

    N 
F(AB) = 

  NXX 

   N
F(XX) = 

  NXY 

   N
F(XY) = 
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 Em que NAA, NBB e NXX correspondem ao número de indivíduos 

homozigotos AA, BB e XX. NAB corresponde ao número de indivíduos 

heterozigotos AB. Já NAX, NBX e NXY, correspondem ao número de indivíduos 

heterozigotos A/alelos restantes, B/alelos restantes e heterozigotos para os 

demais alelos, sendo que as letras “X” e “Y” representam os demais alelos 

encontrados. N representa o número total de indivíduos da população 

analisada. 

 O teste de X2 (Qui-quadrado) para a aderência ao equilíbrio de Hardy-

Weinberg dos polimorfismos do gene analisado e as frequências genotípicas 

observadas foram testadas, comparando-as com frequências genotípicas 

esperadas, que foram estimadas por meio da expansão das fórmulas 

(FALCONER & MACKAY, 1996): 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 Em que XO, XA, XB, XY correspondem às frequências esperadas para os 

alelos O, A, B e Y (alelos restantes) e 2XOXA, 2XOXB, 2XOXY, 2XAXB e 2XAXY 

correspondem às frequências esperadas para os genótipos O/A, O/B, 

O/demais alelos, A/B e A/demais alelos. 

 O teste de X2 foi realizado utilizando os graus de liberdade para cada 

raça, com cada enzima, em nível de significância de 5%, sendo que os graus 

de liberdade foram calculados por meio da fórmula: 

  

 

. . . 

(XO + XA)2 = XO + 2XOXA + XA 

(XO + XA + XB)2 = XO + 2XOXA + 2XOXB + XA + 2XAXB + XB 

(XO + XA +...+ XY)2 = XO + 2XOXA +...+ 2XOXY + XA +...+ 2XAXY +...+ XY 

2                     2

2                                    2                               2 

2                                         2                                              2

gl = k - 1 - m 
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 Em que k, corresponde ao número de classes utilizadas e m, 

corresponde ao número de parâmetros utilizados. O teste foi realizado na 

hipótese de que os rebanhos estariam em equilíbrio de Hardy-Weinberg, 

indicando que não houve seleção e nenhuma correlação com o gene DRB3 

nos rebanhos analisados. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Reações de PCR e otimização de iniciadores de PCR 

 

A reação de PCR para a otimização da temperatura de anelamento dos 

iniciadores de PCR amplificou um fragmento de aproximadamente 300 bp, 

como descrito por Sigurdardóttir et al. (1991), que obteve um fragmento de 304 

bp. A reação de PCR feita para a otimização da temperatura de anelamento 

dos iniciadores de PCR foi realizada em gradiente de temperatura, onde a 

temperatura de 62°C foi a mais adequada por gerar um produto de PCR mais 

robusto. A Figura 1 ilustra um gel de agarose contendo seis produtos de PCR, 

em gradiente de temperatura de anelamento, demonstrando os diferentes 

níveis de amplificação, revelando a temperatura de 62ºC a mais indicada para 

esse par de iniciadores para PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Gel de agarose 2%, corado com brometo de 
etídio, apresentando produtos de PCR (300 bp) 
com DNA de búfalo em um experimento de PCR 
com gradiente de temperaturas de anelamento 
(50°C até 65°C). C = Controle negativo (reação de 
PCR sem DNA). 

 

100bp 

Gradiente em °C

50°C   53°C   56°C    59°C    62°C  65°C C 
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4.2. Polimorfismo de fragmentos de restrição (RFLP) 

 

A digestão dos produtos de PCR com o DNA de animais das três raças 

analisadas, com as três enzimas de restrição apresentou 14 alelos e 19 

genótipos diferentes, evidenciando que a técnica de PCR-RFLP se mostra útil 

para a análise de polimorfismos genéticos no gene DRB3. 

Os produtos de PCR digeridos com a enzima de restrição RsaI 

apresentaram oito alelos, cujos tamanhos do fragmentos aproximados 

encontram-se descritos a seguir: O (300 bp), RsaI-A (230+70 bp), RsaI-B 

(180+120 bp), RsaI-C (130+90+70 bp), RsaI-D (140+90+70 bp), RsaI-E 

(120+70+60 bp), RsaI-F (120+110+70 bp) e RsaI-G (110+70+60+55 bp). Com 

a enzima de restrição HaeIII foram observados quatro alelos: HaeIII-A (220+80 

bp), HaeIII-B (170+80+50 bp), HaeIII-C (210+80 bp) e HaeIII-D (170+130 bp). A 

digestão com a enzima de restrição PstI apresentou três alelos: O (300 bp), 

PstI-A (230+70 bp) e PstI-B (210+90 bp). Um esquema contendo os tamanhos 

aproximados dos alelos, obtidos por meio da digestão dos produtos de PCR 

das três raças, com cada uma das enzimas, está ilustrado na Figura 2. 
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A 
RsaI-A RsaI-GRsaI-FRsaI-DRsaI-CRsaI-B RsaI-E

B 
HaeIII-A HaeIII-B HaeIII-C HaeIII-D PstI-B PstI-A 

C

Figura 2 – Esquema ilustrativo dos alelos do gene DRB3, obtidos por meio da digestão dos 
produtos de PCR das raças Mediterrâneo, Jafarabadi e Murrah (300 bp), com as 
enzimas de restrição RsaI, HaeIII e PstI. A = Esquema dos alelos obtidos com a 
enzima RsaI. B = Esquema dos alelos obtidos com a enzima HaeIII. C = Esquema dos 
alelos obtidos com a enzima PstI.  
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4.3. Genotipagem dos animais 

 

Enzima RsaI  

 

A digestão realizada com a enzima de restrição RsaI, dos produtos de 

PCR com o DNA dos animais da raça Mediterrâneo, apresentou cinco alelos: O 

(300 bp), RsaI-A (230+70 bp), RsaI-B (180+120 bp), RsaI-C (130+90+70 bp) e 

RsaI-E (120+70+60 bp). Os alelos encontrados apresentaram quatro genótipos 

diferentes: O/O, O/RsaI-A, RsaI-A/RsaI-B, RsaI-C/RsaI-E.  

Por meio da digestão dos produtos de PCR com o DNA dos animais da 

raça Jafarabadi, foram observados quatro alelos: O (300 bp), RsaI-A (230+70 

bp), RsaI-F (120+110+70 bp) e RsaI-G (110+70+60+55 bp). Os alelos obtidos 

apresentaram cinco genótipos diferentes. Os genótipos homozigotos formados 

com os alelos foram: O/O, RsaI-A/RsaI-A, RsaI-F/RsaI-F. Os genótipos 

heterozigotos foram: O/RsaI-A, O/RsaI-G. 

Os alelos obtidos com a digestão dos produtos de PCR com o DNA dos 

animais da raça Murrahforam: O (300 bp), RsaI-A (230+70 bp) e RsaI-D 

(140+90+70 bp). Os três alelos obtidos com produtos de PCR da raça Murrah, 

foi o menor número de alelos encontrados com a enzima RsaI, comparado com 

os outros produtos de PCR das raças Mediterrâneo e Jafarabadi. Os genótipos 

apresentados com os alelos foram dois homozigotos (O/O e RsaI-D/RsaI-D) e 

um heterozigoto (O/RsaI-A). A Figura 3 apresenta géis de agarose 4% 

contendo alguns dos alelos obtidos com a enzima de restrição RsaI com o DNA 

de quatro animais da raça Mediterrâneo (A), quatro animais da raça Jafarabadi 

(B) e quatro animais da raça Murrah (C). 
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Figura 3 – Géis de agarose 4%, corados com brometo de etídio, ilustrando os alelos 
obtidos com a enzima de restrição RsaI. A = Gel ilustrando os alelos obtidos com o 
DNA de quatro animais da raça Mediterrâneo: 1 = alelo O (300 bp); 2 = alelos O 
(300 bp) e RsaI-A (230+70 bp); 3 = alelo O (300 bp); 4 = alelos RsaI-A e RsaI-B. B 
= Gel ilustrando os alelos obtidos com o DNA de quatro animais da raça 
Jafarabadi: 1 = alelo O e alelo RsaI-A; 2 = alelo RsaI-A; 3 = alelo O. C = Gel 
ilustrando os alelos obtidos com o DNA de quatro animais da raça Murrah: 1 = 
alelo O e alelo RsaI-A; 2 = alelo O; 3 = alelo RsaI-D. 25bp = Marcador molecular 
de 25 bp; 50bp = Marcador Molecular de 50 bp. 
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Enzima HaeIII 

 

A digestão dos produtos de PCR com o DNA dos animais da raça 

Mediterrâneo, com a enzima de restrição HaeIII, apresentou quatro alelos: 

HaeIII-A(220+80 bp), HaeIII-B (170+80+50 bp), HaeIII-C (210+80 bp) e HaeIII-

D (170+130 bp). Foram observados sete genótipos diferentes com os alelos 

encontrados com a enzima HaeIII. Dos sete genótipos encontrados, dois foram 

homozigotos (HaeIII-A/HaeIII-A e HaeIII-D/HaeIII-D) e cinco foram 

heterozigotos (HaeIII-A/HaeIII-B, HaeIII-A/HaeIII-C, HaeIII-A/HaeIII-D, HaeIII-

B/HaeIII-D e HaeIII-C/HaeIII-D. 

 A digestão realizada dos produtos de PCR com o DNA dos animais da 

raça Jafarabadi apresentou dois alelos: HaeIII-A (220+80 bp) e HaeIII-D 

(170+130 bp). Os produtos de PCR dos animais da raça Jafarabadi digeridos 

com a enzima HaeIII apresentaram três genótipos, dois homozigotos (HaeIII-

A/HaeIII-A e HaeIII-D/HaeIII-D) e um heterozigoto (HaeIII-A/HaeIII-D).  

 A digestão dos produtos de PCR com o DNA dos animais da raça 

Murrah apresentou os mesmos alelos observados em produtos de PCR da raça 

Jafarabadi: HaeIII-A(220+80 bp) e HaeIII-D (170+130 bp). Os produtos de PCR 

dos animais da raça Murrah digeridos com a enzima HaeIII apresentaram três 

genótipos, dois homozigotos (HaeIII-A/HaeIII-A e HaeIII-D/HaeIII-D) e um 

heterozigoto (HaeIII-A/HaeIII-D). A Figura 4 apresenta três géis de agarose 4% 

contendo os alelos obtidos com a enzima de restrição HaeIII em cinco animais 

da raça Mediterrâneo (A), quatro animais da raça Murrah (B) e quatro animais 

da raça Jafarabadi (C). 
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Figura 4 – Géis de agarose 4%, corados com brometo de etídio, ilustrando os alelos 
obtidos com a enzima de restrição HaeIII. A = Foto do gel ilustrando os alelos 
obtidos com o DNA de cinco animais da raça Mediterrâneo: 1 = alelo HaeIII-D 
(170+130 bp); 2 = alelos HaeIII-A (220+80 bp) e HaeIII-D; 3 = alelos HaeIII-B 
(170+80+50 bp) e HaeIII-D; 4 = alelos HaeIII-A e HaeIII-C (210+80 bp). B = Foto 
do gel ilustrando os alelos obtidos com o DNA de quatro animais da raça 
Jafarabadi: 1 = alelo HaeIII-D; 2 = alelo HaeIII-A; 3 = alelos HaeIII-A e HaeIII-D. C 
= Foto do gel ilustrando os alelos obtidos com o DNA de quatro animais da raça 
Murrah: 1 = alelo HaeIII-A; 2 = alelos HaeIII-A e HaeIII-D; 3 = alelo HaeIII-D. 25bp 
= Marcador molecular de 25 bp; 50bp = Marcador Molecular de 50 bp. 
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Enzima PstI 

  

 Os produtos de PCR com o DNA de animais da raça Jafarabadi 

digeridos com a enzima de restrição PstI apresentaram três alelos: O (300 bp), 

PstI-A (230+70 bp) e PstI-B (210+90 bp). Os alelos foram observados em três 

genótipos diferentes. Foram observados um genótipo heterozigoto (PstI-A/PstI-

B) e dois genótipos homozigotos (O/O e PstI-A/PstI-A). 

 A digestão dos produtos de PCR com o DNA dos animais da raça 

Mediterrâneo apresentou dois alelos: O (300 bp), PstI-A (230+70 bp). A 

digestão com a enzima PstI apresentou dois genótipos, um homozigoto para o 

alelo O (300bp/300bp) e um genótipo heterozigoto (O/PstI-A). O genótipo 

heterozigoto foi encontrado em apenas três animais dos 24 analisados. 

Os produtos de PCR com o DNA de animais da raça Murrah, digeridos 

com a enzima de restrição PstI, apresentaram os mesmos alelos observados 

com produtos de PCR de animais da raça Mediterrâneo: O (300 bp) e PstI-A 

(230+70 bp). Os genótipos obtidos com a enzima PstI, foram os mesmos 

encontrados nos produtos de PCR de animais da raça Mediterrâneo, um 

genótipo homozigoto para o alelo O (300bp/300bp) e um genótipo heterozigoto 

(O/PstI-A). A Figura 5 ilustra géis de agarose 4% contendo os alelos obtidos 

com a enzima de restrição PstI em quatro animais da raça Jafarabadi (A), cinco 

animais da raça Mediterrâneo (B) e quatro animais da raça Murrah (C). 
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Figura 5 – Géis de agarose 4%, corados com brometo de etídio, ilustrando os alelos 
obtidos com a enzima de restrição PstI. A = Foto do gel ilustrando os alelos 
obtidos com o DNA de cinco animais da raça Mediterrâneo: 1 = alelo O; 2 = alelos 
O e PstI-A. B = Foto do gel ilustrando os alelos obtidos com o DNA de quatro 
animais da raça Jafarabadi: 1 = alelo O (300 bp); 2 = alelos PstI-A (230+70 bp) e 
PstI-B (210+90 bp). C = Foto do gel ilustrando os alelos obtidos com o DNA de 
quatro animais da raça Murrah: 1 = alelo O; 2 = alelos O e PstI-A. 25bp = 
Marcador molecular de 25 bp; 50bp = Marcador Molecular de 50 bp. 
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 As frequências dos alelos obtidos para os animais de cada uma das 

raças de búfalo de rio, com as três enzimas de restrição utilizadas, estão 

apresentadas na Tabela 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 Analisando as frequências alélicas, foi possível observar que com a 

enzima de restrição RsaI, o alelo O (300 bp) foi o mais frequente entre os 

animais de todas as raças. Resultado também observado no estudo de 

Tabela 2 – Frequências dos alelos do gene DRB3, obtidos com o DNA dos 
animais das raças Mediterrâneo, Jafarabadi e Murrah, digeridos 
pelas enzimas de restrição RsaI, HaeIII e PstI. 

Mediterrâneo Jafarabadi Murrah

Total: 100% Total: 100% Total: 100%

300 bp O 52,50% 60,53% 78,13%

240+60 bp RsaI‐A 22,50% 23,68% 9,38%

180+120 bp RsaI‐B 15,00%  ‐  ‐ 

120+95+70 bp RsaI‐C 5,00%  ‐  ‐

140+90+70 bp RsaI‐D  ‐   ‐ 12,50%

120+70+60 bp RsaI‐E 5,00%  ‐  ‐

120+115+70 bp RsaI‐F  ‐ 10,53%  ‐

115+70+65+50 bp RsaI‐G  ‐ 5,26%  ‐

Total: 100% Total: 100% Total: 100%

220+80 bp HaeIII‐A 39,13% 43,48% 53,33%

170+80+50 bp HaeIII‐B 17,39%  ‐  ‐

200+90 bp HaeIII‐C 8,70%  ‐  ‐

170+130 bp HaeIII‐D 34,78% 56,52% 46,67%

Total: 100% Total: 100% Total: 100%

300 bp O 93,75% 77,27% 91,67%

230+70 bp PstI‐A 6,25% 15,91% 8,33%

210+90 bp PstI‐B  ‐ 6,82%  ‐

HaeIII

PstI

Alelos Nome do alelo
Frequências alélicas/Raça

RsaI

Cálculos das frequências alélicas (cálculo da frequência do alelo RsaI-A na raça 
Mediterrâneo): p(RsaI-A) = [NAA + (0,5NAO) + (0,5NAB)]/N. Onde NAA é o número de 
indivíduos homozigotos para o alelo RsaI-A, NAO é o número de indivíduos heterozigotos 
para os alelos RsaI-A e O, NAB é o número de indivíduos heterozigotos para os alelos RsaI-
A e RsaI-B e N é o número total de indivíduos na população (FALCONER; MACKAY, 1996). 
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Aravindakshan, Nainar e Sivaselvam (2000), apresentando o alelo O (alelo “o”) 

e alelo RsaI-D (alelo “l”) como os alelos mais frequentes em um grupo de 

animais da raça Murrah provenientes da Índia, utilizando a enzima de restrição 

RsaI. Outro trabalho que obteve o mesmo resultado, também com búfalos 

indianos da raça Murrah, foi descrito por Kumar et al. (2011), cujo alelo O (alelo 

“o”) foi também identificado como o mais frequente nos animais avaliados 

naquele estudo. 

 Analisando os alelos, verificou-se que o alelo O (300 bp) não foi 

observado com a digestão com a enzima HaeIII, resultado contrário ao obtido 

com as enzimas RsaI e PstI. Tal resultado também foi obtido nos estudos de 

Acharya et al. (2002); Kumar; Sangwan e Rupender (2008) e Sumathi et al. 

(2010),  analisando búfalos das raças Murrah, Surti, Nili-Ravi, Jafarabadi e 

Mehsani. 

 Os produtos de PCR obtidos com o DNA dos animais da raça 

Mediterrâneo apresentaram cinco alelos com a enzima RsaI, cujos alelos RsaI-

B, RsaI-C e RsaI-E foram observados somente em animais desta raça. Os 

produtos de PCR obtidos com o DNA dos animais da raça Jafarabadi 

apresentaram quatro alelos com a enzima RsaI, em que os alelos RsaI-F e 

RsaI-G foram observados em animais somente desta raça. Os produtos de 

PCR obtidos com o DNA de animais provenientes da raça Murrah 

apresentaram três alelos após a digestão com a enzima RsaI. Tais 

observações revelam que o DNA dos animais analisados das raças 

Mediterrâneo e Jafarabadi possuem maior diversidade genética, quando 

comparados com o DNA dos animais analisados da raça Murrah, tendo seus 

produtos de PCR digeridos com a enzima RsaI. 

 Observando a digestão dos produtos de PCR do DNA dos animais da 

raça Mediterrâneo, foram encontrados quatro alelos (HaeIII-A a HaeIII-D) com 

a enzima HaeIII, resultado observado também nos estudos de Kumar; 

Sangwan e Rupender (2008) e Sumathi et al. (2010). No estudo de Kumar et al. 

(2011), além dos quatro alelos encontrados neste trabalho, foi observado 

também o alelo O em animais da raça Murrah.   
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 A digestão dos produtos de PCR do DNA dos animais das raças 

Jafarabadi e Murrah apresentaram dois alelos com a enzima HaeIII (HaeIII-A e 

HaeIII-D). Por meio da digestão dos produtos de PCR com o DNA dos animais 

da raça Jafarabadi, com a enzima PstI, foram encontrados três alelos (O, PstI-

A e PstI-B). Os produtos de PCR com o DNA dos animais das raças 

Mediterrâneo e Murrah, digeridos com a enzima PstI, apresentaram dois alelos 

(O e PstI-A). Estas observações indicam que o DNA dos animais analisados da 

raça Mediterrâneo, com as enzimas RsaI e HaeIII, possuem maior diversidade 

alélica que o DNA dos animais das outras raças analisadas. Desta mesma 

forma, o DNA dos animais analisados da raça Jafarabadi, que tiveram seus 

produtos de PCR digeridos com a enzima PstI, possuem maior diversidade 

alélica que o DNA dos animais das outras raças analisadas.  

 As frequências dos genótipos observados para os animais de cada uma 

das raças de búfalo, após a digestão com as três enzimas de restrição 

utilizadas, estão descritas na Tabela 3. O número de animais varia em relação 

às enzimas de restrição utilizadas, pois os genótipos quando observados em 

apenas um único animal foram excluídos das frequências genotípicas, evitando 

enviesar o cálculo do teste do X² (Qui-quadrado). 
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 Analisando as frequências genotípicas, foi observado que, com a enzima 

de restrição RsaI e PstI, o genótipo homozigoto O/O é o mais frequente nos 

animais avaliados. Analisando os genótipos obtidos com a enzima HaeIII, foi 

possível observar que os genótipos heterozigotos HaeIII-A/HaeIII-D e HaeIII-

B/HaeIII-D, foram os mais frequentes no rebanho da raça Mediterrâneo, cada 

genótipo com frequência de 21,74%, indicando variabilidade genética entre os 

alelos. Na raça Jafarabadi, com a enzima HaeIII, foi observado que o genótipo 

Tabela 3 – Frequências dos genótipos obtidos com os alelos do gene DRB3, em 
animais das raças Mediterrâneo, Jafarabadi e Murrah, obtidas pela 
digestão com as enzimas de restrição RsaI, HaeIII e PstI. 

Cálculos das frequências genotípicas (cálculo da frequência do genótipo O/O na raça Mediterrâneo): 
F(O/O) = NOO/N. Em que NOO é o número de indivíduos homozigotos para o alelo O e N é o 
número total de indivíduos na população (FALCONER; MACKAY, 1996). 

Mediterrâneo Jafarabadi Murrah Mediterrâneo Jafarabadi Murrah

RsaI Total: 20 Total: 19 Total: 16

O/O 9 9 11 45,00% 47,37% 68,75%

O/RsaI ‐A 3 3 3 15,00% 16% 18,75%

O/RsaI ‐G  ‐  2 ‐ ‐ 10,53% ‐

RsaI ‐A/RsaI ‐A  ‐  3 ‐ ‐ 16% ‐

RsaI ‐A/RsaI ‐B 6 ‐ ‐ 30%  ‐ ‐

RsaI ‐C/RsaI ‐F 2 ‐ ‐ 10,00%  ‐ ‐

RsaI ‐D/RsaI ‐D  ‐  ‐ 2 ‐  ‐ 12,50%

RsaI ‐F/RsaI ‐F  ‐ 2 ‐ ‐ 10,53% ‐

HaeIII Total: 23 Total: 23 Total: 15

HaeIII ‐A/HaeIII ‐A 4 5 7 17,39% 21,74% 46,67%

HaeIII ‐A/HaeIII ‐B 3 ‐ ‐ 13,04%  ‐ ‐

HaeIII ‐A/HaeIII ‐C 2 ‐ ‐ 8,70%  ‐ ‐

HaeIII ‐A/HaeIII ‐D 5 10 2 21,74% 43,48% 13,33%

HaeIII ‐B/HaeIII ‐D 5 ‐ ‐ 21,74%  ‐ ‐

HaeIII ‐C/HaeIII ‐D 2 ‐ ‐ 8,70%  ‐ ‐

HaeIII ‐D/HaeIII ‐D 2 8 6 8,70% 34,78% 40,00%

PstI Total: 24 Total: 22 Total: 18

O/O 21 17 15 87,50% 77,27% 83,33%

O/PstI ‐A 3 ‐ 3 12,50%  ‐ 16,67%

PstI ‐A/PstI ‐A  ‐ 2  ‐  ‐ 9,09%  ‐

PstI ‐A/PstI ‐B  ‐ 3  ‐  ‐ 13,64%  ‐

Genótipo/Enzima
Nº de Animais/Raça Frequências genotípicas/Raça
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heterozigoto para os dois alelos encontrados (HaeIII-A/HaeIII-D) foi o mais 

frequente, também indicando variabilidade genética. 

  Comparando os alelos observados com as fazendas de origem dos 

animais avaliados, foi observado que o alelo RsaI-F somente aparecem nos 

animais da raça Jafarabadi provenientes da fazenda Santa Rita do Marajó no 

Pará. Os animais da raça Murrah oriundos da fazenda Itaqui no Pará exibiram 

os genótipos homozigotos com os alelos HaeIII-A e HaeIII-D obtidos com a 

enzima HaeIII. Os animais da raça Murrah provenientes da fazenda Santa Rita 

do Marajó (PA) que tiveram seus produtos de PCR digeridos com a enzima 

HaeIII, apresentaram o genótipo heterozigoto observado com os alelos obtidos 

com esta enzima. Este fato sugere que os animais da raça Murrah 

provenientes da fazenda Santa Rita do Marajó (PA) possuem maior 

variabilidade genética. 

 As frequências observadas para os genótipos encontrados no presente 

trabalho, com os animais pertencentes às três raças de búfalo, quando 

comparadas às frequências esperadas pelo teste de X² (Qui-quadrado) ao nível 

de significância de 5%, mostram valores do teste variantes, dependendo da 

enzima utilizada. Alguns valores são maiores que o valor tabelado do teste do 

X² (X²obs < X²t), indicando que o rebanho analisado está em equilíbrio de Hardy-

Weinberg, enquanto outros valores são menores que o valor tabelado do teste 

do X² (X²obs > X²t), indicando que o rebanho analisado está em desequilíbrio, 

revelando correlação com os polimorfismos do gene DRB3. Os valores das 

frequências esperadas, frequências observadas, o valor do teste do X², o grau 

de liberdade de cada teste e o valor tabelado do teste de X² ao nível de 

significância de 5%, estão descritos na Tabela 4. 
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 Por meio dos valores do teste do X² (Qui-quadrado) foi observado que, 

com os graus de liberdade do teste, ao nível de significância de 5%, as três 

enzimas apresentaram valores de teste que indicam que os rebanhos 

Ne = Número de animais esperados; No = Número de animais observados; gl = grau de liberdade; nf(5%) = 
nível de significância de 5%; X² = Qui-quadrado (∑(No - Ne)²/Ne) (FALCONER; MACKAY, 1996);. 

Tabela 4 – Teste do X² (Qui-quadrado) realizado com as frequências estimadas e 
observadas dos genótipos obtidos para os DNA de animais das três raças de 
búfalos analisadas, digeridos pelas enzimas de restrição RsaI, HaeIII e PstI. 

genótipos 

esperados
Ne No  X² gl nf (5%)

genótipos 

esperados
Ne No  X² gl nf (5%)

genótipos 

esperados
Ne No  X² gl nf (5%)

O/O  5,5125 9 2,2064 HaeIII‐A/HaeIII‐A 3,5217 4 0,0649 O/O 21,0938 21 0,0004

O/RsaI‐A 4,7250 3 0,6298 HaeIII‐A/HaeIII‐B 3,1304 3 0,0054 O/PstI‐A 2,8125 3 0,0125

O/RsaI‐B  3,1500 0 3,1500 HaeIII‐A/HaeIII‐C 1,5652 2 0,1208 PstI‐A/PstI‐A 0,0938 0 0,0938

O/RsaI‐C  1,0500 0 1,0500 HaeIII‐A/HaeIII‐D 6,2609 5 0,2539  ‐   ‐  ‐   ‐

O/RsaI‐F  1,0500 0 1,0500 HaeIII‐B/HaeIII‐B 0,6957 0 0,6957  ‐   ‐  ‐   ‐

RsaI‐A/RsaI‐A  1,0125 0 1,0125 HaeIII‐B/HaeIII‐C 0,6957 0 0,6957  ‐   ‐  ‐   ‐

RsaI‐A/RsaI‐B  1,3500 6 16,0167 HaeIII‐B/HaeIII‐D 2,7826 5 1,7670  ‐   ‐  ‐   ‐

RsaI‐A/RsaI‐C  0,4500 0 0,4500 HaeIII‐C/HaeIII‐C 0,1739 0 0,1739  ‐   ‐  ‐   ‐

RsaI‐A/RsaI‐F  0,4500 0 0,4500 HaeIII‐C/HaeIII‐D 1,3913 2 0,2663  ‐   ‐  ‐   ‐

RsaI‐B/RsaI‐B  0,4500 0 0,4500 HaeIII‐D/HaeIII‐D 2,7826 2 0,2201  ‐   ‐  ‐   ‐

RsaI‐B/RsaI‐C  0,3000 0 0,3000  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐

RsaI‐B/RsaI‐F  0,3000 0 0,3000  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐

RsaI‐C/RsaI‐C  0,0500 0 0,0500  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐

RsaI‐C/RsaI‐F  0,1000 2 36,1000  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐

RsaI‐F/RsaI‐F  0,0500 0 0,0500  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐

TOTAL: 20 20 63,2653 TOTAL: 23 23 4,2637 TOTAL: 24 24 0,1067

genótipos 

esperados
Ne No  X² gl nf (5%)

genótipos 

esperados
Ne No  X² gl nf (5%)

genótipos 

esperados
Ne No  X² gl nf (5%)

O/O  6,9605 9 0,5976 HaeIII‐A/HaeIII‐A 4,3478 5 0,0978 O/O 13,1364 17 1,1364

O/RsaI‐A 5,4474 3 1,0995 HaeIII‐A/HaeIII‐D 11,3043 10 0,1505 O/PstI‐A 5,4091 2 2,1486

O/RsaI‐G  2,4211 0 2,4211 HaeIII‐D/HaeIII‐D 7,3478 8 0,0579 O/PstI‐B 2,3182 0 2,3182

O/RsaI‐H  1,2105 2 0,5149  ‐   ‐  ‐   ‐ PstI‐A/PstI‐A 0,5568 0 0,5568

RsaI‐A/RsaI‐A  1,0658 3 3,5102  ‐   ‐  ‐   ‐ PstI‐A/PstI‐B 0,4773 3 13,3344

RsaI‐A/RsaI‐G  0,9474 0 0,9474  ‐   ‐  ‐   ‐ PstI‐B/PstI‐B 0,1023 0 0,1023

RsaI‐A/RsaI‐H  0,4737 0 0,4737  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐

RsaI‐G/RsaI‐G  0,2105 2 15,2105  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐

RsaI‐G/RsaI‐H  0,2105 0 0,2105  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐

RsaI‐H/RsaI‐H  0,0526 0 0,0526  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐   ‐

TOTAL: 19 19 25,0380 TOTAL: 23 23 0,3062 TOTAL: 22 22 19,5966

genótipos 

esperados
Ne No  X² gl nf (5%)

genótipos 

esperados
Ne No  X² gl nf (5%)

genótipos 

esperados
Ne No  X² gl nf (5%)

O/O  9,7656 11 0,1560 HaeIII‐A/HaeIII‐A 4,2667 7 1,7510 O/O 15,1250 15 0,0010

O/RsaI‐A 2,3438 3 0,1838 HaeIII‐A/HaeIII‐D 7,4667 2 4,0024 O/PstI‐A 2,7500 3 0,0227

O/RsaI‐D  3,1250 0 3,1250 HaeIII‐D/HaeIII‐D 3,2667 6 2,2871 PstI‐A/PstI‐A 0,1250 0 0,1250

RsaI‐A/RsaI‐A  0,1406 0 0,1406  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐  ‐  ‐  ‐

RsaI‐A/RsaI‐D  0,3750 0 0,3750  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐  ‐  ‐  ‐

RsaI‐D/RsaI‐D  0,2500 2 12,2500  ‐   ‐  ‐   ‐  ‐  ‐  ‐  ‐

TOTAL: 16 16 16,2304 TOTAL: 15 15 8,0405 TOTAL: 18 18 0,1488

3,8412 5,991 1 3,841 1

1 3,841

5 11,070 1 3,841 2 5,991

Jafarabadi Teste X2

ENZIMA RsaI ENZIMA HaeIII ENZIMA PstI

9 16,919 5 11,070

Mediterrâneo Teste X²

Murrah Teste X2

ENZIMA RsaI ENZIMA HaeIII ENZIMA PstI

ENZIMA RsaI ENZIMA HaeIII ENZIMA PstI
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analisados podem estar em equilíbrio de Hardy-Weinberg ou não, ou seja, não 

foi possível constatar se houve nestes rebanhos alguma seleção para o gene 

DRB3. 

 Os resultados encontrados neste trabalho se mostram de relevante 

importância, pois podem ser utilizados em programas de melhoramento 

genético de rebanhos leiteiros e também de rebanhos de corte, como por 

exemplo, a utilização de tais dados em sumários de touros, apontando os 

animais mais compatíveis com as matrizes a serem inseminadas. 

 Desta forma, os rebanhos poderiam apresentar uma maior longevidade 

produtiva, pois selecionando os animais ideais para cruzamentos, o produtor 

evitaria problemas reprodutivos futuros, além de selecionar também, os 

animais mais resistentes à doenças infecciosas. 
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5. CONCLUSÃO 

 

 No presente trabalho, verificou-se a presença de polimorfismos no 

segundo éxon do gene DRB3 em raças de búfalos criados no Brasil, onde 

foram encontrados por meio da técnica de PCR-RFLP, 14 alelos e 19 

genótipos, no segundo éxon do gene DRB3, se caracterizando como uma 

região muito polimórfica do MHC bubalino.  

 Por meio da análise dos resultados, foi observado que os animais da 

raça Mediterrâneo possuem maior variedade de alelos comparado aos animais 

analisados das raças Jafarabadi e Murrah, quando seus produtos de PCR 

foram digeridos com as enzimas RsaI e HaeIII. Também foi possível observar 

que os animais analisados das raças Jafarabadi e Murrah, provenientes da 

fazenda Santa Rita do Marajó no Pará, possuem maior diversidade genética, 

apresentando maior número de alelos. 

 Os polimorfismos encontrados neste gene do MHC contribuem para a 

seleção de animais mais resistentes à doenças prejudiciais para a produção e 

também para a escolha ideal de animais para cruzamentos em programas de 

melhoramento genético, justificando a sua utilização em estudos de 

variabilidade genética. 
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