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RESUMO 
 
MAPEAMENTO COMPARATIVO DO CROMOSSOMO 14 BUBALINO (Bubalus 
bubalis), EM PAINEL DE CÉLULAS SOMÁTICAS HÍBRIDAS IRRADIADAS. 
 
ALUNO: Stéphan Ramos Galvão1 
ORIENTADOR: Dr. Alexandre Rodrigues Caetano1,2 
1UNB  Universidade de Brasília, Brasília - DF 
2Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília - DF 
 
O desenvolvimento de ferramentas genômicas e a geração de informações moleculares para o 
búfalo (Bubalus bubalis) ainda estão em uma fase inicial em relação a outras espécies de 
interesse zootécnico. Nesse contexto, esse trabalho será de grande importância para a 
condução de estudos para identificação das bases genéticas e mecanismos moleculares que 
resultam em diferenças significativas entre bubalinos e bovinos, tanto na fisiologia quanto na 
qualidade e composição da carne e leite. A ferramenta genômica de última geração para 
construção de mapas físicos é o painel de células somáticas híbridas irradiadas (Painel RH), 
que permite a utilização de marcadores derivados de seqüências gênicas conservadas entre 
espécies e úteis para mapeamento comparativo. Recentemente, um consócio internacional foi 
estabelecido para a construção de um mapa RH bubalino de primeira geração, e o presente 
estudo foi realizado como contribuição a esse consórcio. Foram testadas condições de 
amplificação para 49 marcadores derivados de genes do cromossomo bovino 13 (BTA13), 
que possui alto grau de sintenia com o cromossomo bubalino 14 (BBU14). Obteve-se 
condições ideais de amplificação para um total de 37 marcadores, que foram testados no 
mínimo duas vezes em todas as linhagens do Painel para minimizar a ocorrência de resultados 
falsos positivos ou negativos. O software Carthagene foi utilizado para analisar os dados e 
gerar o mapa. Marcadores com LOD dois pontos < 3 foram excluídos da análise final. O mapa 
produzido contém um total de 28 marcadores, com taxa de retenção média de 20,7%. Para a 
construção do mapa comparativo, ancorou-se o mapa RH gerado ao mapa citogenético 
bubalino, e comparou-se a localização dos genes mapeados no mapa da Montagem do 
Genoma Bovino v4.0.  O resultado obtido mostrou uma alta conservação sintênica entre os 
cromossomos BTA13 e BBU14, com algumas discordâncias, que não foram sustentadas pelo 
mapa final gerado pelo consórcio. Este estudo foi importante para a construção do primeiro 
mapa RH do genoma do búfalo de rio. 
 
 
Palavras-chave: Búfalo de rio, Genômica, Mapa RH, Mapeamento cromossômico. 
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ABSTRACT 
 
 
RIVER BUFFALO (Bubalus bubalis) CHROMOSSOME 14 COMPARATIVE 
MAPPING IN RADIATED HYBRID SOMATIC CELL PANEL 
 
The development of genomic tools and the generation of molecular data for the river buffalo 
(Bubalus bubalis) are still in an initial phase in relation to other species of interest to animal 
production activities. In this context, this work will be of great importance for studies geared 
to identifying the genetic basis and molecular mechanisms that result in significant 
differences between buffaloes and cattle, both in production physiology and meat and milk 
quality and composition. The last generation genomic tool for constructing physical maps is 
the Radiation Hybrid Panel (RH Panel), because it allows the use of markers derived  from 
related species and useful for comparative mapping. Recently, an international consortium 
was established for the construction of a first generation buffalo RH map, and the present 
study was carried out as a contribution to the International Consortium. PCR amplification 
conditions were tested for 49 markers derived from bovine gene sequences located on 
chromosome 13 (BTA13), which has a high degree of sinteny with buffalo chromosome 14 
(BBU14). Ideal amplification conditions were obtained for a total of 37 markers, which were 
tested at least twice in all RH cell linesto minimise the occurrence of false positive or negative 
scorings. The program Carthagene was used to analyze the data and generate the RH map. 
The result obtained showed high syntenic conservation between chromosomes BTA13 and 
BBU14, with some discrepancies, which were not supported by final map generated by the 
consortium. This study was important for the construction of the first generation RH genome 
map of river buffalo. 
 
Keywords: Chromossome mapping, Genomics, RH Map, River buffalo. 
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CAPÍTULO 1 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Existe uma gama considerável de ferramentas, informações e conhecimentos 

moleculares e biotecnologias associadas, gerados para espécies de animais de interesse 

zootécnico (p.ex. bovinos, suínos, aves, etc). Estes, associados aos programas de 

melhoramento genético de cada espécie têm trazido melhorias qualitativas e quantitativas na 

produtividade dos rebanhos e ainda têm potencial para trazer grandes avanços. Essas 

ferramentas têm sido utilizadas para identificação de genes de interesse econômico: (a) de 

maneira direta, quando o estudo é feito com populações da espécie (ex: DGAT1, Grisart et al. 

2004); como também (b) de maneira indireta, em estudos comparativos, quando o 

gene/mutação é identificado em uma espécie e a informação é utilizada em outra espécie que 

apresenta as mesmas características (ex: GDF8, cujas mutações dão origem ao fenótipo da 

Musculatura Dupla em bovinos, e que fora descoberto graças a estudos de mapeamento 

comparativo com uma mutação knockout em camundongo, por McPherron et al. (1997) e 

Kambadur et al. (1997)). 

A geração das ferramentas moleculares necessárias para que se possa realizar 

estudos sistemáticos de prospecção e caracterização de genes de interesse econômico para a 

bubalinocultura está muito atrasada em relação a outras espécies. Com a realização desse 

trabalho, contribuiu-se para um esforço internacional para a construção do mapa RH de 

búfalo. O resultado será de grande utilidade para a realização de estudos de mapeamento 

comparativo, os quais permitirão que informações genômicas importantes geradas em outras 

espécies sejam utilizadas em estudos de bubalinos, e vice-versa. Além disso, a geração de um 

mapa comparativo entre o búfalo e o bovino permitirá também avanços no conhecimento 

sobre a evolução cromossômica entre essas duas espécies e sobre os mecanismos de 
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rearranjos cromossômicos que acompanharam a evolução dos mamíferos, em especial da 

família Bovidae (Womack, 2002). 

 

 

1.1. Problemática e Relevância 

 

 

As informações e ferramentas moleculares disponíveis para o búfalo (Bubalus 

bubalis) ainda estão em uma fase muito inicial de desenvolvimento. Para a espécie bovina já 

existem mapas genéticos e RH (construído com a técnica do painel de células somáticas 

híbridas irradiadas), saturados com microsatélites e marcadores moleculares para genes 

funcionais (The Institute for Genomic Research, 2006; ARKDB, 2008; Institut National de La 

Recherche Agronomique, 2007; National Animal Genome Research Program, 2008; NCBI, 

2008). Além disso, a seqüência genômica bovina, com cobertura de aproximadamente 8X, foi 

liberada e está em fase de anotação (NCBI, 2008; Texas A&M University, 2008).  

Na espécie bubalina, os mapas genéticos e RH atuais estão em fase de 

construção, apresentando apenas alguns cromossomos mapeados (Amaral et al. 2007; 

Stafuzza et al., 2007; Miziara et al., 2007; Goldammer et al., 2007; Ianella et al., 2008). 

Assim, o mapeamento genômico bubalino encontra-se atrasado quando comparado a outras 

espécies como humanos, espécies modelo (macaco, chimpanzé, peixe-zebra, rato e 

camundongo), animais de companhia (cão e gato) e animais de produção (ave, suíno, ovino, 

equino e bovino - Rutgers University, 2008; Institut National de La Recherche Agronomique, 

2008).  

A maioria das características economicamente importantes do búfalo de rio, 

como em outros animais domésticos, é de natureza quantitativa e poligênica. Os estudos de 

mapeamento de QTL e a prospecção de genes de interesse econômico requerem mapas 

saturados com marcadores moleculares polimórficos (microsatélites, SNPs  Single 

Nucleotide Polymorphism / Polimorfismo de Base Única) e genes funcionais. Dessa forma, 

para que se possa trazer o búfalo para a era da genômica, é imprescindível que se trabalhe no 

sentido de melhorar os mapas genômicos da espécie, tendo em vista a importância que esta 

apresenta na pecuária mundial.  
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1.2. Objetivos 

 

 

1.2.1.  Geral 

 

 

Criação do mapa RH bubalino utilizando um painel de células somáticas 

híbridas irradiadas, construindo um mapa comparativo que evidencie as porções de 

conservação de sintenia entre o genoma bubalino e os genomas de outras espécies de 

mamíferos. 

 

 

1.2.2. Objetivo específico 

 

 

Construir o mapa RH preliminar e o mapa comparativo do cromossomo 14 do búfalo, 

utilizando cerca de 30 marcadores moleculares desenhados originalmente com base em 

seqüências gênicas de bovino, priorizando a utilização de marcadores tipo I (derivados de 

genes e ESTs). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1. A Bubalinocultura no Brasil e no Mundo  

 

 

Existem particularidades no sistema estatístico oficial do Brasil onde, em 

muitas situações, o registro de bubalinos se confunde com o de bovinos, resultando em 

eventuais discrepâncias e subestimativas da dimensão real do rebanho.  Apesar disso, 

estimativas do IBGE (2008) e do CPATU - Embrapa Amazônia Oriental (2006) reportam que 

o Brasil possui entre 1,2 e 1,6 milhões de cabeças, respectivamente. Já a Associação 

Brasileira de Criadores de Búfalos (ABCB, 2007) estima, por levantamentos indiretos e 

avaliações de abate/desfrute, que o rebanho bubalino brasileiro atinge hoje cerca de 3,5 

milhões de animais.  

No último levantamento realizado pela FAO (Organização das Nações Unidas 

para Agricultura e Alimentação - 2006), também se confirma o crescimento mundial da 

bubalinocultura. Segundo a FAO (2006), o rebanho bubalino mundial apresentou crescimento 

numérico de 50% nos últimos 28 anos, com estimativa atual de 190 milhões de animais. No 

mesmo relatório, observou-se um aumento de 200% na produção de leite para o período, a 

qual atinge na atualidade 57 bilhões de litros de leite/ano - que equivale a 10% do leite 

produzido no mundo. Consideradas em conjunto, essas estatísticas demonstram as 

possibilidades futuras da bubalinocultura como atividade emergente no Brasil e no mundo. 

Como dito anteriormente, a população bubalina aumentou significativamente e 

percebe-se que os programas de melhoramento têm gerado uma melhoria geral na capacidade 

produtiva da espécie (Drost, 2007). Uma das características que diferenciam o búfalo dos 

outros ruminantes é a sua grande eficiência na conversão de fibra de baixa qualidade em 

energia disponível para crescimento e produção (Borghese, 2005). Outras características 
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importantes do búfalo são a sua rusticidade, sua capacidade de adaptação a climas diferentes e 

as taxas de fertilidade altas, sempre superiores às do bovino (Borghese & Mazzi, 2005). 

 

 

2.2. Características Produtivas da Espécie 

 

 

Os bubalinos apresentam deposição mais precoce de gordura subcutânea, e 

assim, apresentam uma carne mais magra, quando comparada à do bovino (Jorge, et al., 

1997(a); Oswin, 1999 ). Além disso, em condições de alimentação e manejo semelhantes, os 

búfalos apresentaram taxas de ganho de peso, rendimento de carcaça e conversão alimentar 

semelhantes a bovinos zebuínos (Jorge, et al., 1997(b)). 

O leite de búfala apresenta uma composição físico-química muito particular, 

destacando-se o elevado teor de sólidos totais, além dos elevados percentuais de proteína e 

gordura, que proporcionam um alto valor nutritivo, e consequentemente, um alto valor 

comercial (Macedo et al., 2001; Jorge et al., 2002). Sua industrialização gera produtos 

diferenciados, como a mozzarella italiana, provolone e ricota, que possuem um valor de 

mercado superior aos produtos oriundos do leite bovino. 

Verruma e Salgado (1994) estudaram a composição química do leite de búfala 

em relação ao leite de vaca. O leite de búfala apresentou, nesse estudo, níveis de gordura, 

proteína, sólidos totais, calorias, vitamina A (Anexo A - Tabela 1) e cálcio (Anexo A - Tabela 

2) mais elevados em relação ao leite de vaca. Os teores de aminoácidos do leite de búfala 

estimados no mesmo estudo também foram superiores aos do leite de vaca, à exceção de 

cistina e triptofano (Anexo A - Tabela 3). 

Entre as características inerentes à espécie, destacam-se: rusticidade, 

adaptabilidade, vida útil até os 15 anos, precocidade sexual/produtiva, docilidade e elevada 

taxa de produtividade de leite, carne e trabalho, aliadas às taxas de natalidade superior a 80% 

e mortalidade inferior a 3% ao ano (Moreira et al., 1994). Todos esses fatores positivos 

ajudam a explicar as taxas de expansão da bubalinocultura no Brasil e no mundo. 
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2.3. Características Raciais, Genéticas e Sintênicas do Búfalo 

 

 

O búfalo é uma espécie originária da Ásia e África e que foi difundida para 

praticamente todos os continentes (ABCB - Associação Brasileira de Criadores de Búfalo, 

2007). Os búfalos são mamíferos pertencentes à grande família dos bovídeos, cuja subfamília 

Bovinae compreende seis gêneros: Bos, Bison, Bibos, Syncerus, Anga e Bubalus. O gênero 

Bubalus contém a espécie Bubalus bubalis Marques, 

2000): 

Bubalus bubalis fluviatilis, (variedade bubalis)  é o búfalo doméstico ou 

indiano, abrangendo os búfalos da Índia, Paquistão, China, Turquia e de vários outros países 

da Europa e América. Os búfalos provenientes da Itália também pertencem a esta subespécie. 

Encontram-se as raças 

Murrah, Mediterrâneo e Jafarabadi;  

Bubalus bubalis, variedade fulvus  apresenta tamanho adulto menor que a 

anterior e de coloração pardacenta ou avermelhada, nativo das regiões altas do nordeste da 

Índia, especialmente do Assam, vivendo geralmente em estado selvagem ou subdoméstico. É 

coloquialmente chamado de Baio;  

Bubalus bubalis limneticus, (variedade kerebau)  é encontrado no Ceilão, 

Indochina, Ilhas da Indonésia e Filipinas. Compreende o Carabao e o Tipo Rosilho, 

(Marques, 2000). 

No Brasil, segundo a FAO (2007), existem seis raças: Murrah, Jafarabadi, 

Mediterrâneo, Carabao, Baio e Rosilho, sendo apenas as quatro primeiras raças são 

reconhecidas oficialmente pela ABCB.  

O búfalo de rio apresenta um cariótipo de 2n=50 e representa cerca de 80% da 

população de búfalos no mundo, enquanto que o búfalo de pântano (Carabao) apresenta um 

cariótipo de 2n=48. (Iannuzzi, 1994). O cariótipo do búfalo do rio consiste em cinco pares de 

autossomos submetacêntricos e 19 acrocêntricos, mais os cromossomos sexuais, enquanto que 

o do bovino doméstico (Bos taurus) possui 29 pares de autossomos acrocêntricos e um par de 

cromossomos sexuais. Portanto, o número de braços cromossômicos é idêntico entre as 

espécies. 
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O alto grau de conservação sintênica entre os mamíferos e especificamente 

entre os bovídeos tem sido demonstrado (Gallagher & Womack; 1992; Othman, 2004). O 

mapeamento comparativo físico e citogenético têm mostrado que a identidade do 

bandeamento cromossômico entre espécies proximamente relacionadas é um bom indicador 

de homologia genética (El Nahas et al. 1996).  

A alta conservação dos grupos sintênicos entre os bovinos e os bubalinos tem 

sido evidenciada com diferentes metodologias (de Hondt et al. 1991; El Nahas et al. 1993; 

Othmam, 2004). Na análise citogenética, a comparação de padrões de bandeamento entre o 

búfalo do rio e o bovino revelou um alto grau de homologia entre bandas. O estudo revelou 

que cinco cromossomos submetacêntricos do búfalo do rio são oriundos de cinco fusões 

cêntricas envolvendo dez cromossomos bovinos (Iannuzzi, 1994). Dessa forma, o número de 

braços cromossômicos é idêntico entre as espécies. Assim, observou-se também que o 

cromossomo 14 bubalino (BBU14) é homólogo ao cromossomo bovino 13 (BTA13).  

O cromossomo bovino BTA13 possui diversos loci de características 

quantitativas (QTL do inglês Quantitative Trai Loci) de importância econômica, tais como 

produtividade e composição do leite, maciez da carne e peso ao nascimento (Li et al. 2005). 

No bovino, o cromossomo 13 contém o gene PRPN, cujos variantes alélicos estão associados 

à susceptibilidade/resistência ao desenvolvimento da encefalite espongiforme bovina, 

. Espera-se, portanto, que esses genes 

estejam localizados no BBU14.  

 

 

2.4. O mapeamento Genômico e o Mapa RH 

 

 

O mapeamento genômico em animais e plantas, tem sido um poderoso e 

avançado instrumento para o melhoramento agropecuário, seja por meio de mapas físicos ou 

de ligação (Womack, 2002). Entretanto, o sucesso das técnicas de clonagem de genes 

economicamente importantes depende da geração de mapas físicos e genéticos saturados com 

grandes números de marcadores moleculares. 

Os mapas são ferramentas utilizadas para descoberta/prospecção de 

marcadores de interesse. São utilizados tanto por geneticistas humanos para localizar genes e 

mutações de interesse médico que predispõem à doença ou de interesse terapêutico, para gerar 

testes diagnósticos e eventualmente desenvolver tratamentos terapêuticos. Além disso, são 
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também ferramentas importantes para geneticistas que trabalham com plantas e animais, 

interessados em identificar genes e mutações que afetam características de produtividade, 

qualidade do produto e resistência às doenças, com o objetivo de aumentar a frequência de 

alelos favoráveis em programas de melhoramento (Chowdhary & Raudsepp, 2005). 

Os mapas genéticos (também chamados de mapas de ligação) são construídos a 

partir de estimativas da distância entre os genes e/ou marcadores moleculares, com base na 

freqüência de recombinação meiótica, durante a formação dos gametas. Porém, os mapas de 

ligação não podem ser utilizados para determinar a posição absoluta (física) de um gene ou 

marcador nos cromossomos da espécie em questão. Para tal, são utilizados os mapas físicos, 

que segundo Chowdhary & Raudsepp (2005), podem ser construídos através de quatro 

técnicas distintas: (a) análise de células somáticas híbridas (SCH, do inglês Somatic Cell 

Hybrids), (b) análise de células híbridas irradiadas (RH, do inglês Radiation Hybrid), (c) 

hibridação in situ (ISH, do inglês In Situ Hybridization) e (d) sequenciamento do genoma 

(também referido como mapa molecular). Os mapas são freqüentemente comparados e/ou 

relacionados entre si, no intuito de minimizar o viés inerente a cada técnica. Com os mapas 

gerados ancorados a outros, obtém-se uma melhor acurácia na posição e distância entre os 

marcadores. 

A estratégia de mapeamento utilizando painéis de células somáticas híbridas 

irradiadas (mapeamento RH) foi primeiramente descrita por Goss e Harris (1975) e 

redescoberta por Cox e colaboradores (1990). A técnica permite determinar a ordem linear e a 

distância dos marcadores utilizados nos respectivos cromossomos, além de permitir a 

construção de mapas comparativos entre diferentes espécies, uma vez que as análises dos 

marcadores de DNA, tanto aqueles apresentando polimorfismo quanto aqueles sem 

polimorfismo, são realizadas independentemente da variação alélica (Murphy et al. 2000). Em 

particular, o método pode gerar mapas de resolução intermediária entre os mapas genéticos de 

ligação e entre os outros mapas físicos, proporcionando assim, a coesão necessária para 

integrar diversos tipos diferentes de dados de mapeamento (Slonim et al., 1997). 

O painel de células híbridas irradiadas (painel RH) é construído a partir da 

radiações gama, causando quebras aleatórias dos cromossomos (Agarwala et al., 2000). Os 

fragmentos de DNA são então "resgatados" através da fusão das células irradiadas com 

células receptoras sadias de outra espécie (neste caso, células imortalizadas de hamster). Os 

fragmentos de DNA das células doadoras são incorporados aleatoriamente nos cromossomos 
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das células receptoras (Figura 2.4.1 - esquerda). Em seguida, esse conjunto de células é 

colocado em um meio seletivo, para que cresçam apenas as linhagens híbridas (Figura 2.4.1) 

 

 
Figura 2.4.1: Esquema geral da construção do painel de células híbridas irradiadas: No 
lado esquerdo da linha pontilhada, as células do doador (búfalo) têm o seu DNA fragmentado 
aleatoriamente por radiação. As células do doador são então fusionadas às células do receptor 
(hamster), que tem o seu cariótipo parcialmente representado nesse esquema. Em seguida 
(lado direito da linha pontilhada), as células são colocadas em um meio seletivo, onde 
crescem apenas as células do receptor que incorporaram ao seu genoma conjuntos aleatórios 
do DNA fragmentado do doador. São formadas então as linhagens híbridas, compostas de 
DNA de hamster mais os fragmentos de DNA de búfalo (pontos destacados nos 
cromossomos). 
 

Na medida em que essas células vão se multiplicando, os fragmentos de DNA 

menos estáveis do doador vão sendo excluídos do genoma das células híbridas, de modo que 

as células de gerações posteriores tendem a conter fragmentos mais estavelmente 

incorporados ao seu genoma. Dessa forma, há um momento em que, devido à estabilidade de 

incorporação desses fragmentos ao genoma do hamster, não mais se observa a perda de 

fragmentos, surgindo então grupos (linhagens) de células com o mesmo conjunto de 

fragmentos retidos de DNA bubalino (Figura 2.4.2).  
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Figura 2.4.2: Esquema geral da estabilização dos fragmentos nas linhagens: As células 
híbridas vão perdendo os fragmentos de DNA do doador (letras) mais instáveis, até que 
sobram apenas fragmentos estáveis no genoma da célula híbrida. A partir daí, formam-se as 
linhagens híbridas, que contêm os mesmos conjuntos de fragmentos do doador incorporados 
ao genoma do receptor. 

 

Cada um desses grupos de células híbridas contendo fragmentos estavelmente 

incorporados ao genoma é capaz de crescer e produzir diversas linhagens de células híbridas. 

Posteriormente, calcula-se o número de linhagens que estatisticamente é capaz de representar 

o genoma completo do doador, as quais são então expandidas em culturas de maior volume, 

para que se possa extrair o seu DNA para posterior genotipagem.  

Alguns fragmentos podem ser perdidos durante o processo de crescimento, e 

nem todas as células da linhagem terão exatamente os mesmos complementos de DNA 

bubalino, no entanto, cada fragmento retido estará presente na maioria das células. Um painel 

de células híbridas irradiadas consiste em um número de diferentes linhagens de células 

híbridas (Slonin et al., 1997).  

O princípio básico para construção do mapa RH é a correlação positiva entre a 

distância física e a probabilidade de haver uma quebra induzida pela radiação. Ou seja, se dois 

marcadores estão muito próximos no cromossomo, haverá uma menor probabilidade da 

radiação induzir a uma quebra entre eles (Cox et al., 1990). Esse fato afeta a probabilidade de 
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retenção dos marcadores nas linhagens celulares. Por conseqüência, quanto maior a distância 

entre dois marcadores, menor a probabilidade de encontrá-los na mesma linhagem celular 

(Cox et al., 1990). Dessa forma, após a seleção dos marcadores que serão utilizados no painel 

RH, testa-se a presença de cada marcador em cada linhagem, para que se possa estimar as 

distâncias entre os marcares e construir o mapa de cada cromossomo (Figura 2.4.3). 

 

 
Figura 2.4.3: Representação de uma parte do cariótipo de diferentes linhagens de um painel 
RH, mostrando a variabilidade de conjuntos de fragmentos de DNA do doador (pontos 
destacados no cromossomo) incorporados ao genoma do receptor. A análise estatística do 
padrão de presença ou ausência dos marcadores moleculares presentes no fragmento de DNA 
do doador (letras), e sua relação com cada linhagem, revela a posição relativa desses 
marcadores no cromossomo. 
 

A presença/ausência de um marcador em cada linhagem do painel RH é 

geralmente determinada com a utilização da Reação da Polimerase em Cadeia (PCR). Após a 

otimização das condições de amplificação de um marcador com especificidade para a espécie 

doadora, utilizando-se controles positivos (ex: DNA de búfalo) e negativos (ex: DNA de 

hamster), cada linhagem do painel RH é testada em duplicata. É gerada então uma matriz de 

estatísticas para construção do mapa que comumente utilizam algoritmos e funções de 

máxima verossimilhança (Lange et al., 1995; Boehnke et al., 1991). 

Os painéis RH podem ser construídos com diferentes dosagens de radiação 

gama, geralmente 5.000rads ou 10.000rads. Quanto maior a dosagem maior o número de 

quebras dos cromossomos e por conseqüência, menor o tamanho dos fragmentos gerados e 

menor é a taxa de retenção dos fragmentos de DNA nas células híbridas resultantes. Painéis 

produzidos com dosagens de radiação mais altas permitem o ordenamento de mais 

marcadores com mais precisão, permitindo a construção de mapas mais densos.  
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As distâncias estimadas entre os marcadores mapeados, normalmente 

expressas em centiRays (cR), variam principalmente de acordo com a dosagem de radiação 

usada e com o densidade de marcadores no mapa. A relação da distância entre os marcadores 

e a dosagem de radiação é expressa por uma fórmula simples: uma distância de 1 cR entre 

dois marcadores corresponde a aproximadamente 1% de freqüência de quebra entre eles após 

a exposição a uma determinada dosagem de radiação. As distâncias estimadas com o 

mapeamento RH são proporcionais às distâncias físicas (Kbp) entre marcadores (Chowdhary 

& Raudsepp, 2005). 

Um painel RH típico compreende cerca de 90 linhagens de células híbridas. 

Esse número pode ser mais alto, variando entre 83 (Stewart et al., 1997) e 180 (Liu et al, 

2003; Computational Genetics, 2008). Quanto maior o número de linhagens celulares, maior é 

a precisão do mapeamento dos marcadores e, portanto, maior é o poder de resolução e 

precisão dos algoritmos utilizados para ordenar os marcadores no mapa (Chowdhary & 

Raudsepp, 2005).  

 

 

2.5. Mapeamento Comparativo 

 

 

A genômica comparativa é um método de análise do genoma que busca 

deduzir informações em uma espécie usando informações existentes sobre o genoma de outra 

espécie. Entre os mamíferos, espera-se que a genômica comparativa auxilie numa maior 

compreensão da diversidade fisiológica, fenotípica e metabólica, tanto em níveis moleculares 

quanto sistêmicos (Larkin et al., 2003). Dessa forma, genomas seqüenciados de mamíferos 

representam padrões de referência que permitirão o uso da genômica comparativa como 

ferramenta para compreender as bases moleculares da diversidade fenotípica dentro desta 

 al., 2001). 

O mapeamento comparativo usa representações estruturais do genoma na 

construção de mapas, inferindo conhecimentos a respeito da evolução daquelas espécies e 

detectando relações entre os objetos mapeados, tais como marcadores com seqüências 

idê

 et al., 2001). A aplicação sistemática do mapeamento em diferentes espécies de 

mamíferos, também denominado de mapeamento paralelo (Figura 2.5.1), leva a uma nova 
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geração de mapas comparativos que focam a ordem dos genes dentro dos segmentos de 

sintenia conservados.  

 

 
 

 

Figura 2.5.1: Comparação do mapa RH (centro) e do mapa citogenético (esquerda) do 
cromossomo 6 do búfalo de rio (BBU6)  com a sequência do genoma bovino para o 
cromossomo bovino BTA13 (direita). Fonte: Stafuzza et al., 2007. 
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2.6. Construção de Mapas RH para Outras Espécies 

 

 

O genoma humano, como espécie de maior interesse no mundo científico, 

apresenta mapas RH completos, construídos com diferentes níveis de resolução (Hudson et al. 

1995). Foram também construídos mapas RH saturados para os genomas de outras espécies 

de interesse pecuário ou científico, como os bovinos, suínos, caninos, felinos, e peixe-zebra 

(Murphy et al, 2001); rato, camundongo, babuíno, cavalo e macaco (Computational Genetics, 

2008); e frango (Ross, 2001). 

O genoma de Bos taurus possui atualmente um mapa de ligação de 

aproximadamente 3.200 centimorgans (cM), onde se encontram localizados 3.898 seqüências 

repetitivas do tipo microsatélites, 921 marcadores SNP, e 64 outros tipos de marcadores 

(Sonstegard & Van Tassel, 2004). Na base de dados de bovinos do Institut National de La 

Recherche Agronomique, (2008), encontram-se catalogados 4.357 loci, 1.603 genes e 2.402 

microssatélites em diversos mapas. Uma busca na base de dados de bovinos do NCBI (2008) 

retornou 1.560.061 sequências EST (Expressed Sequence Tag), 2.223.033 SNP (Single 

Nucleotide Polymorphism), 64.154 genes, e 18.141 STS (Sequence Tagged Sites). 

No mapa RH de bovinos disponível na base de dados do NCBI (2008), o 

cromossomo 13 bovino apresenta 125 marcadores, somando um total de 856 cR (NCBI, 2008; 

Everts van der Wind et al., 2005).  
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2.7. Estado da Arte do Mapa Bubalino 

 

 

Na espécie bubalina os mapas físicos são de baixa densidade, havendo apenas 

três mapas citogenéticos desta espécie descritos por Iannuzzi e colaboradores (1998), El 

Nahas et al. (2001) e Di Meo et al. (2008), representando respectivamente um total de 171 

genes e 122 microsatélites mapeados no genoma bubalino. Do total de 293 loci distintos, 247 

foram mapeados por hibridação in situ (FISH), 15 por ambos: FISH e análise de células 

somáticas híbridas, e o restante foi mapeado somente pela análise de células somáticas 

híbridas (Iannuzzi et al., 2003; Navani et al., 2002).  

Recentemente, foram produzidos os mapas RH dos cromossomos bubalinos 1, 

3, 6, 7, 10 e X, contendo no total 185 marcadores, sendo 114 genes, 61 microssatélites, e 10 

EST (Amaral et al. 2007; Stafuzza et al., 2007; Miziara et al., 2007; Goldammer et al., 2007; 

Ianella et al., 2008).  
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CAPÍTULO 2 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Estudos iniciados em 2004, em uma colaboração entre o Centro de 

Biotecnologia Animal e Genômica da Universidade Texas A&M (TAMU) e o Laboratório de 

Genômica Comparativa do IBILCE-UNESP, produziram um Painel RH de Búfalo. Mais 

recentemente, um consócio internacional (Consórcio Internacional de Mapeamento RH do 

Genoma Bubalino  CIMRHGB) foi estabelecido para a construção de um mapa RH de 

primeira geração, com o objetivo de mapear cerca de 1.200 a 1.500 marcadores, nos moldes 

do que fora realizado para bovinos (Everts-van der Wind et al. 2004). É um projeto que 

envolve mais de uma dezena de laboratórios do mundo e visa construir uma ferramenta de 

livre acesso.  

O presente trabalho foi executado em associação ao CIMRHGB, para a 

construção do mapa RH preliminar do cromossomo 14 do búfalo (BBU14), contribuindo 

assim, juntamente com os outros laboratórios do Brasil que participam do trabalho (ex: 

UNESP-IBILCE), e com outros grupos/instituições brasileiras que realizam pesquisas 

genéticas com bubalinos (UF do Pará, UNESP-Botucatu, UNESP-Jaboticabal, USP, Embrapa, 

etc), para firmar uma posição de liderança para o Brasil nas pesquisas genômicas com a 

espécie. 
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2. METODOLOGIA 

 

 

2.1. Painel de Células Somáticas Híbridas Irradiadas 

 

 

 O painel de células somáticas híbridas irradiadas que foi utilizado na execução 

desse projeto foi construído no Center for Animal Biotechnology and Genomics, ABM 

University, Texas/USA em colaboração com o Laboratório de Genômica Comparativa da 

UNESP-IBILCE. A construção do painel representou o primeiro passo para que o   

mapeamento do genoma bubalino pudesse ser realizado. 

 O painel RH de búfalo contém 90 linhagens de células somáticas híbridas 

irradiadas, geradas a partir da fusão entre fibroblastos de búfalo e células imortais (TK-) de 

hamster. A fragmentação dos cromossomos do genoma bubalino foi obtida submetendo-se as 

células a um total de 5.000 rads. As células irradiadas foram fusionadas com linhagens de 

células TK- em meio de cultura com polietilenoglicol (PEG). As linhagens de células 

somáticas híbridas búfalo/roedor foram selecionadas em meio de cultura DMEM-HAT (meio 

seletivo) e submetidas ao crescimento inicial em frascos de cultura de 25 cm2. As culturas 

celulares foram então expandidas em garrafas de cultura de 850 cm2 para a extração de DNA. 

O DNA foi extraído com fenol/clorofórmio/álcool iso-amil (Amaral et al., 2007), visando a 

obtenção de DNA de alto peso molecular.  
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2.2. Seleção dos Marcadores 

 

 

Com o objetivo de estabelecer uma base de comparação entre o mapa RH 

bubalino e a seqüência do genoma bovino (NCBI, 2008), utilizou-se iniciadores (primers) 

para PCR mapeados no cromossomo bubalino 14 por técnicas citogenéticas (Gallagher et al, 

1999; Ianuzzi et al.) e marcadores do tipo I previamente utilizados no mapeamento do 

cromossomo 13 bovino (Itoh et al, 2005; Everts-van der Wind et al., 2005; Jann et al.,2006; 

2003 Institut National de la  Recherche Agronomique, 2007).  Procurou-se identificar 

marcadores igualmente espaçados pelo cromossomo, com base no cromossomo 13 bovino do 

mapa disponível na época (NCBI, 2007). Objetivou-se também mapear os genes já 

previamente mapeados na espécie bubalina por técnicas citogenéticas (Iannuzzi et al. 2003), 

no intuito de ancorar o mapa preliminar produzido ao mapa citogenético bubalino. No total, 

foram testadas condições de amplificação para um total de 49 marcadores (Tabela 2.2.1). 

 

Tabela 2.2.1  Relação de marcadores utilizados na otimização das condições de PCR, com a 
descrição dos primers utilizados e as respectivas referências. 

Marcador Primer Forward Primer Reverse Ref.* 
ADA GACCCGCTCATCTTCAAGTC TCTTCAGGGAGGAAACTGGA 1 
AHCY AAAGACAAGAGGAATGACAG TATTAACCCACCTTCTTGCT 1 

ANKRD26 TTGGTCAAGTAAGTCTCCATGC TGGAGAAGCAGCAGAACAGA 2 
AV742111 TTTGTAAAGCCCGGCTCGTA CCTTTGTGGCCCATCTGTGTAT 3 
B4GALT5 AAGTGGCTTGATCTGGGTGT GATGATGGTGATTGGGCAGT 1 
BFSP1 AAGAAACTGGGAGAGAAGGGAT CCAAAGAACCTTGTACCCTTGT 1 
BS69 GGAAATGTGCAACCGTGTCAAC TGGTCCAGACGACGTAACTGAGAA 1 
BZ908049 GGTGGATGTCTGTGGAGGCTCTG AGGAATGCTTGGTGGAGGAGTATGG 3 
BZ948834 TGAAGGCAGAGCAGGTAGACTTATG CGTGGTGACTCGGCGGTTC 3 
C10orf7 GGCCCAGCAGTAATACGATGTGAC CGTCTTAACAGCTGCCGTGATCAA 2 
C20orf104 AGAACAGTTTCCAGTGCTCCAG CCACTTCAGTGTGCTTCCCTAA 3 
C20orf140 CCCTTCCATGGACAGATG AAGGCATCCATGGACAGG 3 
CC470305 CACTAGGCAGTTGTTAATCGTTGTC CAGGAGTTAGTTTCCATCTGCTATG 3 
CC578975 CTGGCAACATCTTCTGGGCTGAC ACAGAATAACTGCCAAGGTCGTGAC 3 
CHGB TCCACCACTTCACTGAAAGACC CTATTAGACCAAGGGAAGCTGC 3 
COMMD3 GGGTTAAGAGGGAATTTCTGC ACTGTCTGCTTCCTTTTGGA 2 
CRFG GGTGAAGAAGGCCAAGACAA CCAGCTTTCCTCTTTCCTGA 3 
CSNK2A1 CAGTTGGTGAGGATAGCCAAGG TAGATGAGCCCATTCGAGCCTG 1 

*Legenda - Ref: Referência; 1 - Institut National de la  Recherche Agronomique, 2007; 2 - 
Jann et al., 2006; 3 - Everts-van der Wind et al., 2005. 
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Tabela 2.2.1 (continuação)  Relação de marcadores utilizados na otimização das condições 
de PCR, com a descrição dos primers utilizados e as respectivas referências. 

Marcador Primer Forward Primer Reverse Ref.* 
CST3 ATTAACAGGCAGGCCACTGACC GATCAGACAATGCCCAAGGAGC 3 
CUGBP2 AAACTGTAAGACCATTTGAGT GCAGAGAGAGAAACAAGTATT 1 

DNAJC5 CTGACCTGTGCGGGAGTGTTTG CTGGATGACGATCGGCGTGT 1 

GNAS_(5) TGCTCTAAGAAGGGAACCTCCA CTTGAGGGAAAGGAAAGGTTGC 3 
HCK GCTGCCAACATCTTGGTCTCTG AGCTGTCCACTTGATGGGGAAC 1 

IDH3B AAGTCTTGGCAGGTGGCATAAC CCAACCTCACAAGGACCATACA 1 

IL2RA GCTGATGTGGAGGTTCTTCGTATTC TCGGTGATGACTGAGGCAAAG 1 

ITGB1 AGTGCCGAGCCTTCAATAAA AACAGTGGCCTCATTGTTCC 2 
LBP GTCAATCAGGAGGTGCAGGGTT GCAGCCTTAGCCCTTGGAAGAA 3 
LOC128710_(5) GGTAATACTTCAAAGGACCACC GGCTTGCTGAAATGTCATGTAG 3 
MAPRE1 AGTGCTACCAGCATCCACAAAG GTTTGAGTTAGGAGCGTTTACC 1 
MJ53F20 TTCAGGCATGACAATCAGGA ACACTCAGGGTGCTCAGCTT 2 
MLLT10 GCTCACAGCTCAGGTCAAAG AACAGTTATAAGCAAAAAGT 1 
NCOA5 CCATGGGCAGAAGAGAGCAGAT CTCCTACCTGTTGCGTTCTAAG 1 
NET1 AGGGTGGTGGACACACATGAAA CAATTGCCTTCCCTCTTGCT 3 
OXT TCCACAGCACTTACCACCCCTAAC CAGTTCATTGGCATGGCTGGTC 1 
PLCB4 GTGAAATTGGAAGCCGAGAT CACCAAGCTCATTTACTTGTGA 1 
PLCG1 CCCTCAACTTCCAGACCC TGCAGCACGTAGCCACAG 1 
POLR3F CCGTTTGGGTTTGAGGTAAGTA GGACGCAGACTTGGAGCATGAG 1 
PPP1CA GATGACATGGAGCCCAGCACAGTG AGAGAACAGAGGAAGCCGGGTGAG 2 
PRNP CACTGGGGGGAGCCGATAC CACTTGGTTGGGGTAACGGTACA 1 
PROCR AGGTAGACATGGTACTCGGCTT ACCACTACCTCTATTGCACCAG 3 
PTGIS CAACTTCCTGTGCCTGTGTTCA ATTTCATAACGGTGGGAGGAGC 1 
S612 ACGTGGATAGAGGTGTCTGGTTCC GTCGTAACACCATTCCCTGGCTAC 2 
SNRPB2 ACCAATGCGAATCCAGTATGCC CAGTTGTTGCAGTCTGTTCCAC 3 
SVIL CCTGGGTGGTCACTTTCAATAC GAGAGCTGGTCACTTCAGGTTT 3 
TDE1 GGGCTGCCTTCTTCATCCTCATTC AGCACGATGCAGTATGGCTCTCAT 2 
TGM2 GGGCCCTTTGGAATCGAATGTA CAATCAGTTTGGTGGGTGGTCA 3 
THBD GCACCTTAGCTGGCGTCAGAAT ATCCCTGCTCGCTTGTCTGATG 1 
TOP1 GTCACAGCATCAACCAGAGGTCCT AGGAAGTCATCAGGAACTGGGCCT 2 
YWHAB GCAGCTGCTTAGGGACAATC TCACAAAGCACGGTAGACAT 2 

*Legenda - Ref: Referência; 1 - Institut National de la  Recherche Agronomique, 2007; 2 - 
Jann et al., 2006; 3 - Everts-van der Wind et al., 2005. 
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2.3. Otimização das Condições de Amplificação dos Marcadores da Reação de PCR 

 

Foram feitas reações de PCR com DNA de hamster, búfalo e bovino com cada 

um dos primers listados na Tabela 2.2.1 para que fosse possível identificar as condições de 

amplificação de fragmentos búfalo-específicos, úteis para mapeamento RH. Cada reação de 

PCR foi realizada em um volume final de 10µl contendo: 15ng de DNA; 1,5mM de MgCl2; 

10mM de Tris-HCl; 50mM de KCl; 0,2mM de cada dNTP (dGTP, dTTP, dATP e dCTP); 

10pmol de cada primer (forward e reverse) e 0,5U de Taq DNA polimerase (Promega). 

As reações foram realizadas em placas de PCR de 96 poços em 

termocicladores com o software de reação de gradiente. As condições de PCR incluíram 95°C 

por 10 minutos, 35 ciclos de 95,0°C por 30 segundos, 50,0-65,0°C por 30 segundos, e 72,0°C 

por 30 segundos, com um ciclo de extensão final de 72,0°C por 7 minutos.  

 Dois métodos foram utilizados para identificação das temperaturas ótimas de 

anelamento para amplificação de framentos búfalo-específicos. Primeiramente, foi utilizado 

um termociclador com bloco de gradiente com variação entre 50,0°C e 65,0°C (50,0; 50,4; 

51,2; 52,5; 54,2; 58,9; 61,0; 62,7; 63,9; 64,7 e 65,0°C). Esse método foi utilizado com 17 

marcadores. No segundo método, foram testadas as seguintes temperaturas de anelamento, 

individualmente: 55,0; 58,0; 60,0; 62,0; 64,0 e 66,0°C. Esse método foi utilizado com os 32 

marcadores restantes. 

Os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese a uma voltagem de 

160V, durante 50 minutos em gel de agarose a 2% com tampão TBE 0,5X, e corado com 

brometo de etídeo. Os resultados foram visualizados Eagle Eye 

(Stratagene). 

 
 
2.4. Genotipagem do Painel RH de Búfalo 

 

 

As condições ótimas de amplificação de fragmentos búfalo-específicos 

identificadas na fase de otimização foram aplicadas para genotipar o painel RH. O painel foi 

genotipado pelo menos duas vezes com cada um dos 44 marcadores otimizados. Os outros 

cinco marcadores otimizados foram excluídos. 

 

 



21 
 

 

O padrão de amplificação (presença/ausência) de cada marcador foi analisado 

em cada duplicata, individualmente. Nos casos de discordância entre as duplicatas, as imagens 

dos géis foram re-analisadas para identificação de erros de leitura dos géis. No caso de 

diferenças reais entre as duas genotipagens, novas amplificações dos clones discordantes 

foram realizadas. Uma tabela contendo o genótipo final de cada linhagem (presente = 1, 

ausente = 0 ou indefinido =2) para cada marcador foi gerada.  

 
 

2.5. Análise de dados para construção do mapa RH 

 

 

Os dados de genotipagem do painel RH de búfalo gerados com cada marcador 

avaliado foram analisados com o programa Carthagene v.1.0 (de Givry et al., 2005), o qual 

implementa a função de máxima verossimilhança como descrita por Lange et al. (1995) e 

utiliza o parâmetro LOD (log10 O Conjunto de dados e parâmetros 

utilizados no programa Carthagene v1.0 para a construção do mapa do cromossomo bubalino 

14 encontra-se no Anexo B. 

O programa MapChart® v.2.2 (Voorrips, 2002) foi utilizado para desenhar o 

mapa do cromossomo bubalino BBU14 com base no resultado das análises realizadas a partir 

da ordem dos marcadores resultantes no mapa e suas respectivas distâncias em centiRays (cR) 

(Anexo C.1.).  

 

 

2.6. Construção do Mapa Comparativo 

 

 

Com a construção do mapa RH do cromossomo BBU14 foi possível construir 

um mapa comparativo com a seqüência do cromossomo bovino BTA13 v4.0 (NCBI, 2008). 

As coordenadas descritas no BTA13 (em Mpb - Anexo C.2) foram levantadas do NCBI para 

todos os marcadores mapeados no búfalo. O programa MapChart® v.2.2 foi utilizado para 

desenhar um mapa a partir dessas informações. Adicionalmente, o mapa citogenético do 

BBU14 (Di Meo et al., 2008) também foi utilizado na construção do mapa comparativo  um 

total de quatro marcadores mapeados por FISH (IL2RA, PRNP, THBD, OXT) foi utilizado 

para ancorar o mapa RH no BBU14. 
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Além desses, utilizou-se também o mapa do cromossomo bubalino 14 

produzido pelo CIMRHGB (Amaral et al., 2009), para que fosse possível avaliar a 

consistência do mapa preliminar produzido nesse estudo. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

3.1. Otimização da Reação de PCR 

 

 

Um total de 49 marcadores moleculares Tipo I, derivados de ESTs (Expressed 

Sequence Tags), RNAs mensageiros completamente sequenciados, sequencias de pontas de 

BAC, e genes do cromossomo BTA13 foram testados. Desses, condições para amplificação 

de fragmentos búfalo-específicos, úteis para o mapeamento RH, foram obtidas para um total 

de 44 marcadores. 

Dos marcadores excluídos, 03 não amplificaram nenhum fragmento, 01 

amplificou mais de um fragmento e 01 amplificou fragmentos do mesmo tamanho tanto no 

búfalo quanto no hamster e, portanto, não puderam ser utilizados para genotipar o painel RH.  

As reações de otimização dos primers se deram num primeiro momento através 

da utilização de um termociclador com bloco de gradiente de temperatura (Figura 3.1.1). Essa 

metodologia, embora bastante prática, trouxe resultados inconsistentes na fase posterior de 

genotipagem do painel RH com os marcadores otimizados. Em seguida, utilizou-se uma 

otimização das reações de PCR através do teste de vários marcadores a uma determinada 

temperatura fixa (Figura 3.1.2). Essa metodologia trouxe resultados mais consistentes na fase 

de genotipagem do painel. 
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Figura 3.1.1: Produtos da otimização do marcador S612 com reação de gradiente em gel de 
agarose 2%: Os DNAs de búfalo (Bu) e de hamster (Ha) são testados em diferentes 
temperaturas, para amplificação de um fragmento búfalo-específico. Procurou-se a 
temperatura mais alta em que exista amplificação para búfalo, mas não em hamster. PM: 
Padrão de peso molecular (100pb); Bc: Branco.  

 

 

 
Figura 3.1.2: Exemplo de produtos de otimização dos marcadores com temperaturas fixas em 
gel de agarose 2%: Os DNAs de búfalo (B) e de hamster (H) foram testados com os 
marcadores (CC57, GNAS, NET1, PROCR, SVIL, B4GALT5, BFSP1 E DNAJC5) a uma 
temperatura de anelamento fixa de 64°C. Outras reações de PCR foram realizadas com outras 
temperaturas fixas diferentes, a fim de se observar as amplificações ótimas de fragmentos 
búfalo-específicos. PM: Padrão de peso molecular (100pb). 
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3.2. Genotipagem do Painel RH de Búfalo 

 

 

Um total de 44 marcadores foi utilizado para genotipar o painel RH de búfalo. 

Desses, 37 (84,1%) apresentaram resultados consistentes (Tabela 3.2.1).  Essa proporção se 

encontra dentro da variação encontrada nos mapas RH previamente gerados de bovinos e 

bubalinos, onde o percentual de marcadores com resultados satisfatórios, nessa etapa, varia 

entre 76% (Goldammer et al., 2007) e 96% (Amaral et al., 2007). 

Os sete marcadores excluídos das análises posteriores apresentaram resultados 

inconsistentes entre as réplicas de genotipagem do painel RH, ou apresentaram amplificação 

em um número muito reduzido de clones (menos de 10), resultando em frequências de 

retenção muito baixas (menor que 10%). Os vetores correspondentes a cada marcador 

genotipado encontram-se no Anexo B.1.  

 

Tabela 3.2.1  Relação dos marcadores genotipados, tipo, tamanho do produto de PCR em 
bovinos e em bubalinos, temperatura de anelamento e freqüência de retenção. 
 
Marcador Tipo Tamanho Produto 

de PCR em 
Bovinos. 

Temp.  de 
Anel. °C 

Tamanho 
Aproximado do 
Produto de PCR 

em Búfalo. 

*Freq. de 
Retenção. 

ADA EST 742 bp 58°C 750 bp 7,8% 
ANKRD26 EST ~190 bp 62°C 190 bp 16,7% 
B4GALT5 EST 180 bp 62°C 180 bp 14, 4% 
BPI mRNA 218 bp 60°C 220 bp 15,6% 
BS69 EST 210 bp 62°C 210 bp 26,77% 
BZ908049 BES 201 bp 60°C 200 bp 25,6% 
BZ948834 BES 204 bp 60°C 200 bp 21,1% 
C10orf7 EST ~210 bp 62°C 210 bp 13,3% 
C20orf104 EST 105 bp 60°C 110 bp 25,6% 
CC470305 BES 175 bp 62°C 180 bp 22,2% 
CC578975 BES 177 bp 62°C 180 bp 14,4% 
CHGB mRNA 284 bp 58°C 280 bp 17,8% 
COMMD3 EST ~110 bp 62°C 110 bp 21,1% 
CRFG EST 131 bp 62°C 130 bp 21,1% 
CST3 mRNA 135 bp 63°C 140 bp 26,7% 
DNAJC5 mRNA 340 bp 63°C 340 bp 23,3% 
GNAS_(5) mRNA 133 bp 62°C 130 bp 18,9% 
IDH3B EST 234 bp 60°C 230 bp 16,7% 
IL2RA Gene 224 bp 62°C 220 bp 24,4% 
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Tabela 3.2.1 (continuação)  Relação dos marcadores genotipados, tipo, tamanho do produto 
de PCR em bovinos e em bubalinos, temperatura de anelamento e freqüência de retenção. 
 

Marcador Tipo Tamanho Produto 
de PCR em 

Bovinos. 

Temp.  de 
Anel. °C 

Tamanho 
Aproximado do 
Produto de PCR 

em Búfalo. 

*Freq. de 
Retenção. 

MAPRE1 EST 109 bp 62°C 110 bp 28,9% 
MJ53F20 EST ~200 bp 62°C 200 bp 30,0% 
NCOA5 EST 109 bp 58°C 110 bp 16,7% 
NET1 EST 114 bp 63°C 110 bp 37,8% 
OXT 5´ UTR 333 bp 60°C 330 bp 15,6% 
PLCB4 EST 352 bp 60°C 350 bp 32,2% 
PLCG1 mRNA 155 bp 60°C 180 bp 12,2% 
POLR3F EST 127 bp 64°C 130 bp 21,1% 
PRNP mRNA 411 bp 58°C 410 bp 14,4% 
PROCR mRNA 274 bp 62°C 280 bp 15,6% 
PTGIS mRNA 220 bp 62°C 220 bp 17,8% 
S612 EST ~380 bp 60°C 380 bp 17,8% 
SNRPB2 EST 127 bp 60°C 130 bp 20,0% 
SVIL mRNA 118 bp 60°C 120 bp 24,4% 
TDE1 EST ~170 bp 64°C 170 bp 28,9% 
TGM2 mRNA 205 bp 60°C 200 bp 22,2% 
THBD mRNA 143 bp 62°C 150 bp 20,0% 
YWHAB EST 389 bp 60°C 390 bp 11,1% 

 

 

  

O percentual de linhagens em que um marcador amplifica fragmentos búfalo-

específicos, em relação ao número total de linhagens,  

- FR (Chowdhary & Raudsepp, 2005). Este parâmetro é importante para o calculo dos demais 

parâmetros utilizados para a montagem do mapa. Marcadores com FR próximas a 0% ou a 

100% não podem ser mapeados.  Os marcadores genotipados nesse trabalho apresentaram 

uma frequência de retenção média de 20,5%, variando entre 7,8% (ADA) e 37,8% (NET1). 

O número de linhagens influencia no valor médio ideal da FR para inclusão de 

marcadores no mapa. Em um painel RH típico com 90 linhagens, como o que foi utilizado, 

freqüências de retenção de 20% permitem a inclusão de marcadores com LOD mínimo de 3,0 

(Barret, 1992; Jones, 1996). Os mapas RH de bovinos apresentaram uma FR média variando 

entre 17,5% (Itoh et al., 2005) e 22,4% (Band et al., 2000). Os mapas RH preliminares de 

cromossomos bubalinos individuais, construídos com o mesmo painel utilizado nesse estudo, 

resultaram em frequências de retenção média variando entre 15,14% (Ianella et al., 2008) e 
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39,8% (Amaral et al., 2007). É importante observar que a baixa FR do cromossomo X 

encontrada por Ianella e colaboradores (2008) era esperada, já que o painel aqui utilizado foi 

construído a aprtir de uma linhagem celular de um animal macho (XY) e portanto as 

sequencias oriundas do cromossomo X estão representadas em menor número. No estudo 

conduzido por Amaral e colaboradores (2007), a alta FR observada também era esperada, pois 

 

A figura 3.2.1 exemplifica um resultado típico da genotipagem do painel RH 

com um dos marcadores otimizados (S612). Observa-se claramente a amplificação do 

fragmento esperado nos DNAs dos controles positivos bovino e bubalino, e a não 

amplificação no DNA de hamster (controle negativo). As linhagens que possuem o fragmento 

(positivas) estão indicadas pelas setas. 

 

 
Figura 3.2.1: Gel de agarose a 2,0% mostrando as diversas linhagens do painel (números) 
genotipadas com o marcador S612. Os fragmentos sinalizados com setas indicam a 
presença do marcador na respectivas linhagems.  BU e BO indicam DNA bovino e 
bubalino, respectivamente (controles positivos de amplificação), e HA indica DNA de 
hamster (controle negativo). PM: padrão de peso molecular de 100pb. 

 

 

3.3. Análise de dados para construção do mapa RH  

 

Dados de 37 marcadores genotipados no painel RH foram utilizados para a 

construção do mapa preliminar do BBU14. O valor de LOD mínimo para inclusão de um 

marcador no mapa foi de 3,0. O mapa preliminar gerado contém um total de 28 marcadores 
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(75,7%, Anexo D). O percentual de marcadores incluídos em outros mapas RH de 

cromossomos bubalinos e bovinos, em relação ao total genotipado, variou entre 68,8% 

(Ianella et al., 2008) e 90,3% (Amaral et al., 2007). 

 

Os marcadores incluídos no mapa gerado para o BBU14 apresentaram um 

valor de LOD-2-pontos médio de 6,2 e uma frequência de retenção média de 20,7%. Os 

outros nove marcadores foram excluídos por não apresentarem o critério mínimo de inserção 

O m log10-  de -374,7 com um 

tamanho estimado de 1241,4cR5000 e distância média entre marcadores de 44cR5000. A tabela 

3.3.1 apresenta os marcadores mapeados com as respectivas distâncias estimadas. Devido a 

homologia entre os cromossomos bubalino 14 e o bovino 13, é estimado que o tamanho do 

cromossomo 14 bubalino seja semelhante ao cromossomo 13 bovino, ou seja, cerca de 84Mpb 

(NCBI, 2008). Com isso, pode-se estimar uma relação de 68Kb para cada cR5000. 

 

Tabela 3.3.1: Resultado das análises para construção do mapa RH preliminar do BBU14 com 
o programa Carthagene  
 

Pos Marcador Dist. 
(cR) 

Acum. 
(cR) 

2pt 
LOD Pos Marcador Dist. 

(cR) 
Acum. 
(cR) 

2pt 
LOD 

1 S612 0 0 - 15 CHGB 52,9 886,9 4,5 
2 COMMD3 45,4 45,4 5,9 16 IDH3B 64,4 951,3 3,8 
3 SNRPB2 70,4 115,9 4,0 17 OXT 20,3 971,6 9,6 
4 IL2RA 30,2 146,0 9,7 18 DNAJC5 25,6 997,2 7,8 
5 MJ53F20 125,5 271,5 1,6 19 THBD 43,4 1040,6 6,0 
6 PLCB4 57,6 329,1 6,2 20 GNAS_(5) 59,6 1100,2 4,7 
7 C470305 39,6 368,7 8,6 21 MAPRE1 75,7 1175,9 4,1 
8 C578975 142,2 510,8 0,8 22 TGM2 36,4 1212,3 9,3 
9 POLR3F 33,6 544,4 7,6 23 BPI 42,9 1255,3 6,6 

10 BZ948834 30,9 575,4 9,2 24 PTGIS 30,0 1285,2 7,6 
11 BZ908049 114,2 689,6 1,9 25 B4GALT5 35,8 1321,0 6,4 
12 CRFG 61,9 751,4 5,1 26 YWHAB 32,9 1353,9 5,7 
13 BS69 25,0 776,4 11,3 27 NCOA5 31,8 1385,7 6,3 
14 PRNP 57,6 834,0 5,2 28 TDE1 35,6 1421,4 8,4 

 
Legenda:  
Pos. -posição do marcador relativa ao centrômero;  
Dist. - distância entre os marcadores em centiRays; 
Acum. - distância acumulada do centrômero em centiRays (cR);  
2pt LOD - LOD calculado para a distância estimada entre cada par de marcadores. 
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3.4. Desenho do mapa e mapeamento comparativo 

 
 

O tamanho estimado do mapa RH preliminar do cromossomo 14 de búfalo foi 

de 1241,4cR5000. A distância média estimada entre os marcadores foi de 44,3cR5000. O 

tamanho estimado do mapa RH do cromossomo bovino correspondente ao BBU14 (BTA13) 

foi de 856cR5000 na última versão (3ª geração) publicada (Everts-van der Wind et al., 2005). O 

mapa do BTA13 mencionado, embora menor que o mapa do BBU14 construído, foi 

construído com um número significativamente maior de marcadores, totalizando 125, com 

uma distância média de 6,86cR5000 entre os marcadores. 

A comparação do mapa RH preliminar mostrado na figura 3.4.1 com o mapa 

citogenético e com a montagem do genoma bovino revela poucas discordâncias. As 

discrepâncias na ordem dos marcadores observadas entre os cromossomos BTA13 e BBU14 

podem indicar a existência de rearranjos cromossômicos ocorridos após sua especiação. Essas 

questões deverão ser melhor investigadas, com a adição de mais marcadores nas regiões em 

questão, para aumentar a resolução do mapa RH produzido. Além disso, é possível também 

que as diferenças observadas sejam decorrentes de erros na montagem do genoma bovino, 

uma questão que continua sendo trabalhada, com a incorporação de novos dados. Quando 

comprovados, os rearranjos cromossômicos identificados poderão contribuir para elucidar os 

mapas para o búfalo, assim como os mapas para outros membros da família Bovidae. 

Considerando-se as limitadas fontes de informações genômicas previamente 

disponíveis para o búfalo de rio, a informação de mapeamento comparativo apresentada nesse 

estudo representa uma contribuição significativa para a elucidação do genoma desta espécie. 

O alinhamento do mapa produzido com a sequência genômica bovina torna possível 

extrapolar a localização de outros genes ainda não mapeados no búfalo, contribuindo com 

informações importantes para os estudos do genoma bubalino, principalmente em relação à 

identificação de genes que afetam características de produtividade.  

Os resultados da análise global realizada pelo CIMRHGB, contendo todos os 

dados gerados por todos os laboratórios envolvidos, já foram publicados (Amaral et al., 2008 

- Anexo E).  Nesse estudo, genotipou-se um total de 3.992 marcadores no painel BBURH5000. 

Desses, 3.074 foram SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) derivados e distribuídos pelo 

genoma bovino, Sequence Tagged Site

incluindo genes codificantes, ESTs e microssatélites. O mapa gerado no presente estudo 



30 
 

 

(CENARGEN) deve ser considerado como um mapa preliminar (Figura 3.4.1), pois não inclui 

ainda os dados dos demais marcadores que foram adicionados pelo consórcio.  

 

 

 
 
 
Figura 3.4.1: Mapa RH preliminar do cromossomo BBU14 (azul, no centro) em comparação 
com o mapa molecular do BTA13  versão 4.0 (amarelo, na direita) e ancorado ao mapa 
citogenético do cromossomo BBU14 (verde, na esquerda). 

 

Os dados dos marcadores gerados nesse estudo serviram de referência (âncora) 

e foram somados aos dados dos marcadores SNP que foram posteriormente adicionados pelo 

CIMRHGB. A inserção de um número significativamente maior de marcadores no mapa do 

Consórcio (94) em relação ao mapa construído no presente estudo (28), permitiu a utilização 

de critérios mais rígidos  para a inserção de marcadores no mapa do 

BBU14 (Figura 3.4.2)  no presente estudo foi utilizado .  

A maior densidade de marcadores, com espaçamento médio menor, permitiu 

ao Consórcio construir um mapa para o BBU14 com maior acurácia. Outros exemplos 

BBU14 
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BTA13 
Build 4.0 

BBU14 
Ideograma 

cRay 
5000 Mbp 
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ilustrando essa questão podem ser encontrados na literatura. O estudo conduzido por Itoh e 

colaboradores (2005) utilizou 5.593 loci, permitindo a exclusão de marcadores com LOD 

inferiores a 20. Por outro lado, Band e colaboradores (2000), na sua primeira geração do mapa 

RH bovino, incluíram 1.087 marcadores, utilizando como parâmetro de corte para inclusão de 

marcadores LO  

 

 

 

 
 

Figura 3.4.2: Comparação entre os mapas do cromossomo 14 bubalino gerados nesse 
estudo e pelo CIMRHGB com o mapa bovino. O mapa RH preliminar do cromossomo 
BBU14 gerado nesse estudo (azul, na direita) apresenta alinhamentos mais discrepantes com o 
mapa do cromossomo 14 bovino v. 4.0 (amarelo, centro-direito) em comparação com o mapa 
RH do cromossomo BBU14 gerado pelo consórcio - CIMRHGB (vermelho, centro-esquerdo), 
que está ancorado ao mapa citogenético do cromossomo BBU14 (verde, na esquerda). As 
linhas em vermelho indiciam prováveis inversões ou rearranjos ocorridos durante a evolução 
dessas espécies. 
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A comparação do mapa produzido pelo CIMRHGBcom o mapa preliminar produzido neste 

estudo (Figura 3.4.3) revela que algumas supostas inversões entre o BTA13 e o BBU14 que 

não foram confirmadas. A inversão dos marcadores THBD e OXT no mapa do CENARGEN 

com relação ao citogenético não foi confirmada no mapa CIMRHGB. Nota-se também, que 

alguns marcadores presentes no mapa CENARGEN não foram incluídos no mapa CIMRHGB 

(BZ908049, PRNP, IDH3B, e B4GALT5), enquanto que os marcadores ANKRD26, SVIL, 

C20orf104 e CST3 listados no mapa CIMRHGB também não se encontram presentes no 

mapa CENARGEN. Observou-se uma inversão na ordem dos marcadores BZ948834 e S612 

nos dois mapas. Portanto, temos evidências de que uma inversão cromossômica ocorreu em 

uma das espécies, após a diversificação do ancestral comum.  
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Figura 3.4.3: Comparação entre os mapas do cromossomo 14 bubalino gerados nesse 
estudo e pelo CIMRHGB. Observa-se as discrepâncias (linhas vermelhas) resolvidas pelo 
mapa do consórcio (vermelho, na esquerda), com a adição de mais marcadores e um LOD 
mais alto. Observa-se também a não inclusão de alguns marcadores do mapa preliminar 
produzido nesse estudo (azul, na direita) no mapa do consórcio. 

 

Diferenças entre os mapas gerados pelo Consórcio e os mapas preliminares 

gerados para outros cromossomos bubalinos foram observadas. A figura 3.4.4 mostra uma 

comparação entre o mapa preliminar (Stafuzza et al. 2007) e o mapa gerado pelo Consórcio 

para o BBU6. Nesse caso, também se observam marcadores que foram incluídos em um dos 

mapas, mas não no outro. Nota-se também que existem várias discordâncias na ordem entre 

os marcadores.  
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Figura 3.4.4: Comparação entre os mapas do cromossomo 6 bubalino preliminar e o 
gerado pelo CIMRHGB. O mapa preliminar do cromossomo 6 bubalino (Stafuzza et al., 
2007 - verde, à esquerda) possui marcadores diferentemente incluídos e ordens diferentes do 
mapa gerado pelo consórcio (em rosa, à direita). As linhas vermelhas indicam as 
discrepâncias. 
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4. CONCLUSÃO 

  
 

Este trabalho resultou em uma contribuição significativa para a construção do 

primeiro mapa RH do genoma do búfalo de rio (Bubalus bubalis), utilizando um painel de 

células somáticas híbridas irradiadas (BBURH5000) e marcadores previamente mapeados em 

bovinos. A estratégia de escolha e otimização de condições de PCR de marcadores mapeados 

no genoma bovino produziu resultados condizentes com o objetivo proposto e dentro dos 

resultados obtidos por outros estudos observados na literatura.  O recurso gerado será útil para 

identificação de regiões genômicas que controlam características de interesse econômico para 

a bubalinocultura, e posterior identificação dos genes responsáveis.  
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CAPÍTULO 3 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Este estudo contribuiu significativamente para a construção do primeiro mapa 

RH de búfalo de rio, sendo uma importante ferramenta genética de prospecção de genes de 

interesse zootécnico. Apesar de este mapa ser ainda o de primeira geração, inseriu-se, na 

média, uma grande quantidade de marcadores (aproximadamente 160 marcadores por 

cromossomo), com o objetivo de tornar o mapa bastante saturado. Novas gerações do mapa 

devem ser produzidas, com a finalidade de tornar o mapa mais saturado, informativo e 

preciso.  

As novas tecnologias de sequenciamento, como a Roche 454 (Margulies et al. 

2005), Solexa-Illumina (Bentley et al., 2008), ABI Solid (Valouev et al., 2008), e outras que 

estão prestes a serem lançadas comercialmente (Eid et al., 2009), têm dado novas perspectivas 

para o mapeamento genômico. A capacidade extremamente elevada de geração de dados de 

seqüenciamento, em menos tempo, menor infra-estrutura, menos mão-de-obra e a custos 

baixíssimos (de centenas de milhões de dólares a menos de mil dólares), abre novas 

perspectivas cujos limites ainda estão por ser definidos. Nesse contexto, os mapas RH serão 

necessários para auxiliar no processo de montagem do genoma, provendo pontos de referência 

para longas distâncias.  
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ANEXO A  Comparações das propriedades organolépticas do leite de búfala e de vaca. 
 
 
Tabela A.1 - Composição química do leite 
 

Parâmetros   Determinados Leites 
Búfala Vaca 

Umidade (%) 83,00 88,00 
Gordura (%) 8,16 3,68 
Proteína (%) 4,50 3,70 
Cinzas (%) 0,70 0,70 
Extrato seco total (%) 17,00 12,00 
Vitamina A (U.I.) 204,27 185,49 
Calorias por 100ml 104,29 62,83 

Fonte: Verruma e Salgado (1994)  
 
 
 
 
Tabela A.2 - Composição mineral do leite 

Fonte: Verruma e Salgado (1994) 
 
 
 
 
Tabela A.3 - Conteúdo de aminoácidos essenciais nos leite 

Fonte: Verruma e Salgado (1994) 
 

Minerais Leites 
Búfala Vaca 

Cálcio (%) 1,88 1,30 
Fósforo (%) 0,90 0,90 
Potássio (%) 0,90 0,90 
Magnésio (%) 0,09 0,10 
Ferro (ppm) 61 37 
Manganês (ppm) 12 12 
Zinco (ppm) 100 100 

Aminoácidos                (g/g prot) Leites 
Búfala Vaca 

Lisina 10,30 8,22 
Triptofano 1,11 1,48 
Treonina 5,66 3,97 
Cistina 0,42 0,91 
Valina 8,40 5,29 
Metionina 3,52 3,02 
Isoleucina 7,36 4,50 
Leucina 12,61 8,84 
Tirosina 4,71 4,44 
Fenilalina 6,22 4,25 
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ANEXO B  Sequência de comandos e parâmetros utilizados no programa Carthagene 
v1.0 para a construção do mapa preliminar do cromossomo bubalino 14. 
 

O anexo B1 mostra o conjunto de dados gerados no formato necessário para 

análise com o programa Carthagene v1.0 (Schiex et al., 2005).  Após carregar este grupo de 

dados no programa, utilizou-

inicial, utilizando respectivamente os critérios de LOD-2-pontos e distâncias 2-pontos como 

guia para adicionar marcadores próximos com LOD elevado. No próximo passo, o mapa 

crescente, selecionando a posição de novos marcadores que produzam uma alternativa com o 

melhor valor de LOD. 

Em segui

determinados pelo usuário (Anexo B.2) para especificar como se dará a busca (e quanto 

tempo da CPU será cons

qual testa a ordem dos marcadores no mapa comparando os valores de LOD com ou sem 

inversões de pares de marcadores.  Para finalizar o mapa gerado, utilizou-se o comando 

a sucessivamente a inserção de cada marcador em todos os intervalos 

possíveis e calcula o LOD total para cada combinação. A variação no log de verossimilhança 

é levada em consideração para cada marcador e para cada intervalo de destino. Com isso, foi 

construído o mapa estruturante (framework), com marcadores firmemente ordenados (ex: com 

utiliza um método de inserção crescente, foi utilizado para adicionar marcadores adicionais ao 

mapa framework.  
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B.1  Conjunto de dados (data set) utilizado no programa Carthagene.  
 
 
data type radiated hybrid 
90 30 0 0 1=H 0=A 
 
*B4GALT5 001100100000010000000000110000000000000000000000000100000001000001010100010000000010000000 
*BPI 001100010000010100000000100000000101010000000000100000010001000001010000000000000000000000 
*BS69 000001000010010100000000110000000011110000000010101000011010001101000000000001011100000100 
*BZ908049 0011000000100101100100011100000010000100000100101000100011100000010000000000100-0100000000 
*BZ948834 000101000000010111000000100000000001010000000000101100011000000001101000000000000100000100 
*C10orf7 000000110000001001010000000000001100100010000000000100001000000000000000000100000000000000 
*CC470305 000101010000000100000000101010010001000000000001100110000000001000001100100001000000001010 
*CC578975 000100000010000100000000100000000000000000000000100001001000010001101000000001000100000000 
*CHGB 000001000000000100000000100000000001100000000010100000001010001001000000010001011100000000 
*COMMD3 000100000000010100000010110000000001000000010000100001011000010101000000100001000100000001 
*CRFG 000100000010010100000000110000000001010000000010100000001010001101000000000001010100000100 
*DNAJC5 00110000001-0001000-00001000000000010000000100001000000---1000000100000000000101-100-00-00 
*GNAS_(5) 000100000000000110000000100000000101000000100000100000010110000001000010000001011100000000 
*IDH3B 000000000000000101000000100000000000110000010000101000011110000001000000000000010100000000 
*IL2RA 001100000000010100000000100000011001000000010000100001010000011101001000101001000000000101 
*MAPRE1 001100000010001110000000100000000101111000000001100100011111001001000000000001010000010100 
*MJ53F20 010101010001010100000000101010000001010000011100110111000000001100001100100000000000001010 
*NCOA5 001100010000010000000000010000000001010000000000000100010000000001010010000000001010010000 
*OXT 000000000010000100000000100000000001110000010000100000010110000001000000000000010100000000 
*PLCB4 0001010100000001000000101010000110010000000101011001-1000000001100011100101001000100001110 
*POLR3F 000100000010010100000000100000000001010000000010101001011000000001101000000001000100000100 
*PRNP 000001000000000100000000110000000000010000000010000000000000001001000000001001001100000100 
*PTGIS 00110001000001010000000011000000000001000000000100000001000100000101000001000000-010000000 
*S612 001100000000010100000001000000000000000000010000100000010000010100000--01000000001-0000001 
*SNRPB2 001100000000000100000000100100011001000000010000000001010000011100001000100001000000010000 
*SVIL 00010000001-010100001000100000001-0-0100000000000000-1-100000000011010-0100001000100000000 
*TDE1 00110001000001010111100001000000000101000000000100010001000100000101101000001-0-1010010000 
*TGM2 001100010000000100000000100000000101010000000000100100010111001001001000000001010000000100 
*THBD 000100011011010100000000100000000101010000000000100000011010000001000000000001000100000000 
*YWHAB 000100000000010000000000010000000001000000000000000100000001000001010000000000001010000000 
 

-  
 
 
B.2  Seqüência de comandos utilizados no programa Carthagene, assim como os 
respectivos parâmetros utilizados. 
 
 -
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ANEXO C  Conjunto de dados utilizados no programa MapChart® v.2.2  para 
desenhar o mapa preliminar do cromossomo bubalino BBU14 (E.1 - esquerda) e o 
homólogo bovino BTA13 (E.2  direita). Estão listados ordenadamente os marcadores e 
suas respectivas distâncias em centiRays (BBU14) e Mpb (BTA13). 
 
 
 
 
C.1  BBU14 
 
 
group  1 
 
S612 0.0 
COMMD3 45.4 
SNRPB2 115.9 
IL2RA 146.0 
MJ53F20 271.5 
PLCB4 329.1 
CC470305 368.7 
CC578975 510.8 
POLR3F 544.4 
BZ948834 575.4 
BZ908049 689.6 
CRFG 751.4 
BS69 776.4 
PRNP 834.0 
CHGB 886.9 
IDH3B 951.3 
OXT 971.6 
DNAJC5 997.2 
THBD 1040.6 
GNAS_(5) 1100.2 
MAPRE1 1175.9 
TGM2 1212.3 
BPI 1255.3 
PTGIS 1285.2 
B4GALT5 1321.0 
YWHAB 1353.9 
NCOA5 1385.7 
TDE1 1421.4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C.2  BTA13 
 
 
group 1 
 
CC470305 0.9 
SNRPB2 13.1 
IL2RA 16.8 
CC578975 29.6 
BZ948834 38.1 
POLR3F 39.3 
NET1 43.6 
PRNP 46.6 
BS69 46.9 
CRFG 47.4 
CHGB 48.5 
OXT 52.4 
IDH3B 52.8 
BZ908049 54.0 
DNAJC5 54.2 
GNAS_(5) 57.0 
MAPRE1 61.0 
LBP 64.8 
TGM2 65.0 
PROCR 65.9 
C20orf104 66.6 
ADA 73.7 
NCOA5 75.8 
YWHAB 76.7 
PTGIS 77.8 
B4GALT5 77.9 
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ANEXO E  Artigo científico publicado pelo Consórcio Internacional de Mapeamento 
RH do Genoma Bubalino  CIMRHGB 
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