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Hemoglobin polymorphism in Hampshire Down sheep herd
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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo determinar os tipos de hemoglobinas em ovinos Hampshire Down
e verificar se este locus encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg. Foram coletadas 46 amostras de
sangue de ovinos Hampshire Down, considerados clinicamente sadios. Estas amostras foram utilizadas
para a separacdo das hemoglobinas por eletroforese. A eletroforese das hemoglobinas revelou uma banda
lenta caracterizada como hemoglobina B (HbBB), uma banda rapida caracterizada como hemoglobina A
(HbAA) e duas bandas no heterozigoto para hemoglobinas A ¢ B (HbAB). A variante HbAB foi a mais
freqiientemente encontrada, seguida pela hemoglobina A (HbAA) e B (HbBB). A freqiiéncia genotipica
dos individuos BB, AB ¢ AA foram 36,95; 54,35 e 8,70% respectivamente. A freqiiéncia alélica de Ae B
foram respectivamente 35,87% ¢ 64,13%. Pelo teste do qui-quadrado realizado (> = 0,859 e p=0,6509)
confirmou-se que o locus testado esta em equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Abstract

The present study aimed to determine the types of hemoglobin in Hampshire Down crossbreed sheep,
and verify that this locus is in Hardy-Weinberg equilibrium. There have been collected 46 blood samples
of healthy Hampshire Down crossbreed sheep. These samples were used to separate the hemoglobin
per electrophoresis. The electrophoresis of the hemoglobin revealed a slow band characterized as
hemoglobin B (HbBB), a fast band characterized as hemoglobin A (HbAA) and two bands in the
heterozygous hemoglobin A and B (HbAB). The HbAB type was the most frequently one, followed by
hemoglobin A (HbAA) and B (HbBB). The genotypic frequency of individuals BB, AB and AA were
36,95; 54,35 and 8,70% respectively. The allelic frequency of A and B were respectively 35,87% and
64,13%.. The qui square test (x> = 0.859 and p = 0.6509) confirmed that the tested locus is in Hardy-
Weinberg equilibrium.
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Introducao

O estudo do polimorfismo da hemoglobina
possui significancia para a determinacdo de
variantes presentes na populagdo avaliada, bem
como para o diagnostico de variantes patoldgicas
(NAOUM, 1997; ALVES et al., 2003). Além disto,
a determina¢do da variante de hemoglobina pode
ser um dos parametros genéticos empregados
em estudos de identificacdo de individuos e de

parentesco (SMITH, 1996).

Existem outros fatores que reforgamaimportancia
deste estudo, como por exemplo o fato de que o tipo
de hemoglobina em ovinos pode estar relacionado
com a resisténcia ao parasitismo por nematodeos
gastrintestinais (BUVANENDRAN et al., 1981),
bem como a respostas de desempenho animal, como
a producdo de carne ou producdo de 13 (DALLY et
al., 1980). Além disso, sabe-se que algumas ragas de
ovinos apresentam resisténcia genética as infecgdes
por nematddeos gastrintestinais (AMARANTE;
AMARANTE, 2003).

Espera-se freqiiéncias alélicas e
genotipicas permanecem constantes dentro de uma
populagdo, desde que os acasalamentos ocorram ao
acaso. A alteracdo deste equilibrio ira ocorrer caso
haja introducao ou retirada de individuos, mutagdo
ou selecdo dos animais para reproducdo, sendo que
este ultimo iria oportunizar a certos componentes
da populagdo deixar maior nimero de descendentes
(FALCONER, 1987). Fato este que para a
producdo animal ¢ significativo, considerando a
possibilidade de determinar genotipos favoraveis
a certas caracteristicas produtivas, seria possivel
entdo a escolha de animais com tais genotipos
para serem os futuros reprodutores e genitores das
geragOes seguintes ¢ desta forma propiciar maior
produtividade pelo aumento da freqiiéncia daquele
alelo na populacao.

que as

A diversidade dos tipos de hemoglobinas, nas
diferentes racas de ovinos, é conhecida desde a
década de 60 do século passado (EVANS et al.,
1956; EVANS et al., 1958; ASHTON et al., 1967;

PIERAGOSTINI; ALLOGGIO; PETAZZI, 2010),
os gendtipos mais comumente identificados sdo
HbAA, HbBB ¢ HbAB (LACERDA; SOTO
BLANCO, 2006; SOTOMAIOR; SOCCOL, 1998)
e com menor freqiiéncia encontra-se o alelo HbC,
normalmente relacionado em ovinos com quadro
de anemia e proporcionando vantagem nos casos da
existéncia de hipdxia tecidual, sendo nestes casos
a hemoglobina A substituida pela C (JAIN, 1993;
ESHARATAKHAH et al., 2007). Existe ainda a
hemoglobina fetal, presente em animais recém
nascidos, que permanece por um periodo curto na
corrente sangiiinea e ¢ caracterizada por apresentar
maior resisténcia osmotica que as demais (JAIN,
1993).

O presente trabalho teve por objetivo verificar a
existéncia do polimorfismo de hemoglobina em um
rebanho ovino da raga Hampshire Down.

Material e Métodos

Foi utilizado um rebanho de 46 ovinos da raca
Hampshire Down, composto por matrizes com
idade entre 1,5 a 3 anos, e borregas até um ano
de idade. Este rebanho, considerado clinicamente
sadio, ¢ pertencente a regido de Arapongas, Norte
do Parana.

Os testes foram realizados no Laboratorio de
Imunogenética Animal da Universidade Norte do
Parana (UNOPAR), Campus de Arapongas-PR.

As amostras de sangue foram colhidas por
venopungdo da veia jugular, utilizando-se sistema
a vacuo, em tubos contendo anticoagulante citrato
de sodio. Apos a colheita, as amostras foram
encaminhadas até o laboratorio, onde foram
mantidas refrigeradas em temperatura entre 2° C e
8 C.

A amostra total de sangue foi “lavada” em
solucdo fisiologica 0,89% por, no minimo, trés
vezes, ¢ apos centrifugacdo obteve-se a papa de
hemacias, que foi utilizada no preparo da solucao

de hemoglobina a 2,5%.
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A determinagdo do tipo de hemoglobina
foi realizada através de eletroforese (Figura 1)
vertical em gel de poliacrilamida a 10%, em
pH alcalino (pH 8,3), com volume de 7 uL para

cada amostra, segundo técnica modificada de

Naoum (1999). Para a confecgdo do gel, utilizou-
se o mix de acrilamida 30%, tampao Tris 3,77 M
(pH 8,9), persulfato de amonio 20% e TEMED
(Tetramethylethylenediamine).

BB CE

Figura 1. Representacao grafica das bandas eletroforéticas ¢ os tipos de hemoglobinas em ovinos.

Apos a determinag@o do tipo de hemoglobina
de cada animal, foi feito levantamento do nimero
de individuos de cada genotipo e dessa forma foi
possivel calcular as freqliéncias genotipicas e
alélicas para o locus da hemoglobina e verificar se
0 mesmo estd em equilibrio de Hardy-Weinberg.
Seguindo os critérios recomendados por Falconer
(1987) e sabendo que “p+q=1"¢ “p*+2pq+ ¢* =
17 utilizou-se o teste de qui-quadrado para verificar
se a populagdo esta em equilibrio.

Resultados e Discussao

O teste de eletroforese das hemoglobinas
apresentou uma banda lenta caracterizada como

hemoglobina B (HbBB), uma banda rapida
caracterizada como hemoglobina A (HbAA) ¢ a
presenca das duas bandas nos animais heterozigotos
(HbAB),
internacionalmente pela International Society for
Animal Geneticas (ISAG) (EVANS et al., 1956;

EVANS et al., 1958; ASHTON et al., 1967).

seguiu-se a nomenclatura aceita

No rebanho estudado a variante HbAB (54,35%)
foi a mais encontrada, seguida pela HbBB (36,95%)
e por fim a HbAA (8,7%), conforme (Tabela 1).
Nao foi evidenciada a presenca da hemoglobina
fetal, fato este justificado pela idade dos animais
que compuseram a amostra serem superior a 12
semanas. Também ndo foi observada a presencga de
HbC.

Tabela 1. Frequéncia genotipica absoluta e relativa do locus da hemoglobina em populag@o de ovinos.

Genotipo Freqiiéncia absoluta Freqiiéncia Relativa (%)
BB 17 36,95
AB 25 54,35
AA 04 8,70
Total 46 100,00

Fonte: Rego et al. (2011).
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As mesmas variantes de hemoglobina também
foram encontradas em diferentes racas de
ovinos (LACERDA; SOTO BLANCO, 2006;
SOTOMAIOR; SOCCOL, 1998, AYRES et al.,
2009). Entretanto, em trabalho realizado por
Esharatakhah et al. (2007) com racas ovinas
iranianas, nao observaram a presenca da HbBB,
corroborando com as observacdoes de Mohri,
Jannatabadi e Aslani (2005). J4 em outra pesquisa,
também com racas iranianas, ndo verificou-se a
ocorréncia da HbAA (MOSTAGHNI, 1978). Esses
resultados indicam que as freqiiéncias dos tipos de
hemoglobina estdo relacionadas aos grupos raciais,
ja que este polimorfismo depende diretamente das
freqiiéncias dos alelos na populacao.

Esses resultados diferem aos encontrados por
Lacerda e Soto Blanco (2006), apenas quanto aos
animais homozigotos, que ao estudar uma populagao
de 49 ovinos mesticos Santa Inés observou
superioridade da variante HbAB, que encontrava-se
na proporc¢ao de 51%, seguido pela HbBB (28,6%)
e HbAA com 20,4% da populagdo. Trabalhando
com um total de 296 animais de diversas racas
nativas (Santa Inés, Rabo Largo ¢ Morada Nova),
uma de origem da Africa do Sul (Dorper) e seus
cruzamentos, Ayres et al. (2009) encontraram maior
nimero de animais com gendtipo HbAA (49%),
seguidos por HbAB (39,18%) e finalmente HbBB
(11,82%), em nenhuma das ragas identificou-se o
alelo HbC.

Em trabalho realizado no municipio de Santa
Maria (RS), com ovinos Corriedale, foram
encontrados 4,7% do tipo HbAA; 29,7% de animais
com o gend6tipo HbAB; e a maior percentagem
(65,6%) para o tipo HbBB (FAN; MOREIRA;
FISCHE, 1981). Contudo valores diferentes dos
obtidos de Weimer, Franco e Moraes (1984) que
avaliaram também animais da raga Corriedale no
mesmo estado e obtiveram freqiiéncias 17,65%
(HbAA), 53,43% (HbAB) e 28,92% (HbB). Neste
mesmo trabalho Weimer, Franco ¢ Moraes (1984)
também testaram animais da raga Romney Marsh,
raca de origem inglesa assim como a Hampshire

Down, sendo as freqiiéncias 18,01% (HbAA),
49,69% (HbAB) e 32,30% (HbBB), freqiiéncias
estas que assemelham-se a do presente trabalho
apesar das ragas serem diversas.

Utilizando as freqiiéncias genotipicas verificadas
no presente trabalho, foi possivel determinar as
freqliéncias alélicas, sendo 64,13% do alelo HbB
e 35,87% do alelo HbA, valores demonstrados na
(Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncia alélica para o locus da hemoglobina
ovina.

Alelo Freqiiéncia Alélica (%)
A 35,87
B 64,13

Total 100,00

Fonte: Rego et al. (2011).

Pelo teste do qui-quadrado realizado (y*= 0,859 ¢
p=0,6509) confirmou-se que o locus testado esta em
equilibrio de Hardy-Weinberg, indicando equilibrio
nas propor¢des genotipicas permitindo assim a
comparacdo destas freqii€ncias com as existentes
em outras populacdes também em equilibrio.

As freqiiéncias alélicas do presente estudo

foram diferentes dos resultados apresentados
por Sotomaior e Socol (1998), que relataram a
freqiiéncia do alelo HbA de 6% e a do alelo HbB
94%, em rebanho de ovelhas Suffolk na regido de
Curitiba, PR, raca de origem inglesa assim como
a dos animais avaliados, tais valores estdo muito
proximos aos encontrados por Templetom, Price
e Bogart (1972) que trabalharam com 95 animais
também da raca Suffolk, sendo as freqiiéncias

94,7% para o alelo B e 5,3% para o alelo A.

Salako, Ijadunola e Agbesola (2007) estudando
o polimorfismo de hemoglobina em rebanho ovino
(n=50) e caprino (n=150), na regido da Nigéria,
verificaram a superioridade do alelo HbB em relagao
ao HbA em ambas as populagdes. Verificaram ainda,
no rebanho caprino, a presenca de um individuo
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com geno6tipo HbAC. Esta baixa freqiiéncia do alelo
C, segundo o mesmo autor, pode estar relacionada
com a maior incidéncia de anemia nos animais com
tal gendtipo, verificado também por Moore et al.
(1966), que observaram que a presenga do alelo HbC
nos animais anémicos era reflexo da substitui¢ao do
alelo HbA pelo HbC.

As diferencgas encontradas nas freqiiéncias dos
alelos entre o presente trabalho e os demais podem ser
creditadas por avaliarem diferentes ragas, algumas
com diferentes origens genéticas e geograficas.
Sdo ainda influenciadas pelos objetivos da criagdo
(programa de melhoramento) e a pressao de sele¢ao
exercida sobre os rebanhos. A auséncia do alelo
HbC pode ser justificada por todos animais testados
estarem em perfeitas condi¢des clinicas e sanitarias,
desta forma sem o possivel fator predisponente da
anemia para a ocorréncia da substitui¢do do alelo
HbA pelo HbC.

Conclui-se que o locus de hemoglobina para
os ovinos da raca Hampshire Down testados,
apresentou polimorfismo, com a presenga dos alelos
HbA e HbB e as trés combinagdes possiveis de
genotipos, sendo o mais freqiiente a HbAB, seguido
por HbBB e HDAA. Possiveis associagcdes de
caracteristicas produtivas a este locus poderiam ser
temas de futuras pesquisas, o que permitiria, desde
que confirmada a associacao, a selecdo de animais
com determinado gendtipo visando o aumento da
produtividade.
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