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CAPÍTULO 1 
 
INTRODUÇÃO 
 

Os búfalos são classificados na ordem Artiodactyla, sub-ordem Ruminantia, família Bovidae, sub-

família Bovinae, tribo Bovini e gênero Bubalus. O gênero Bubalus está dividido em dois grandes grupos: 

os Bubalus bubalis bubalis, com número de cromossomos igual a 2n = 50, conhecidos como “river 

buffalos”, ou búfalos do rio, e Bubalus bubalis kerebau, com número de cromossomos igual a 2n = 48, 

sendo estes conhecidos como “swamp buffalos”, ou búfalos do pântano (CARROLL, 1988). Dados 

moleculares indicam uma origem genética distinta do búfalo-do-rio e búfalo-do-pântano (KUMAR et al., 

2007; LEI et al., 2007). 

A introdução dos búfalos no Brasil se deu a partir do final do século XIX, predominantemente em 

pequenos lotes originários da Ásia, Itália e Caribe (ABCB, 2009). Em todo o mundo, foram descritas cerca 

de 19 raças de búfalo. No Brasil, quatro raças de búfalo possuem padrão definido pela Associação 

Brasileira dos Criadores de Búfalo (ABCB): Murrah (indiana), Jafarabadi (indiana, com as variedades Gir 

e Palitana), Mediterrâneo (origem italiana) e Carabao (sudeste asiático).  

O Brasil possui uma das maiores populações de búfalos do mundo, com aproximadamente 1,2 

milhões de cabeças (IBGE, 2010), representando o maior rebanho bubalino entre os países ocidentais. 

Entre os anos de 1997 e 2007, a produção mundial de leite de búfala apresentou um aumento de 43% 

(BREDA et al., 2010), porcentagem superior à reportada para vacas leiteiras no mesmo período, que foi 

de 20% (FAO, 2009). O leite bubalino possui excelentes qualidades físico-químicas devido a alta 

concentração de seus componentes (TONHATI et al., 2000a; ROSATI & VAN VLECK, 2002; 

ASPILCUETA-BORQUIS et al., 2010), sendo caracterizado por altas porcentagens de gordura e proteína.  

Nos países ocidentais, a maior parte da produção do leite de búfala, cerca de 70%, é utilizado 

para a fabricação da mozzarella. Este produto apresenta melhores qualidades nutricionais que os 

derivados bovinos, e é o principal derivado do leite de búfala, apresentando grande valor agregado, 

sendo o aumento de sua produção e melhorias na qualidade o principal objetivo dentro da cadeia 

produtiva de leite bubalino.  

Embora seja significativa a prática do melhoramento genético nos rebanhos bubalinos, com a 

finalidade do aumento da produção de leite, é possível avaliar algumas dificuldades na cadeia produtiva, 

como a estacionalidade reprodutiva das búfalas, característica que causa grande limitação na distribuição 

da produção de leite ao decorrer do ano. 

Em relação às características produtivas, como porcentagem de gordura e proteína, suas 

herdabilidades demonstram que é possível fazer seleção através das mesmas, melhorando a produção 

do rebanho (TONHATI et al., 2000a). Marcadores moleculares e o estudo da genética molecular, além do 
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melhoramento genético tradicional, são ferramentas que podem ser utilizadas para auxiliar a seleção, 

através do estudo de polimorfismos em genes que determinam características de interesse econômico. O 

uso de marcadores moleculares permite que o potencial genético de um animal seja determinado com 

maior precisão e antes mesmo da expressão do seu fenótipo. 

Diversas técnicas de biologia molecular estão disponíveis para detecção de variabilidade 

genética ao nível de sequência de DNA, ou seja, para a detecção de polimorfismo genético. Estas 

técnicas permitem a obtenção de um número ilimitado de marcadores moleculares ao longo de todo o 

genoma dos animais. Através da utilização de enzimas de restrição, foi desenvolvida a técnica de análise 

de Polimorfismos do Comprimento do Fragmento de Restrição de DNA (Restriction Fragment Length 

Polymorphism – RFLP), e o desenvolvimento do processo de amplificação em cadeia utilizando a enzima 

DNA polimerase (Reação em Cadeia da Polimerase, ou Polimerase Chain Restriction – PCR) levou a 

descrição de outras classes de marcadores moleculares como RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado 

ao Acaso, ou Random Amplyfied Polymorphic DNA), microssatélites e AFLP (Polimorfismo de 

Comprimento de Fragmentos Amplificados, ou Amplified Fragment Length Polymorphism) (FERREIRA & 

GRATTAPAGLIA, 1998). 

Polimorfismos são variações de formas fenotípicas associadas a alelos de um gene ou 

homólogos de cromossomos que ocorrem em uma população (ou entre populações). A identificação de 

polimorfismos permite inúmeras aplicações em várias áreas do conhecimento, sendo importantes na 

validação de genealogias, associação com características reprodutivas e de produção, estudos de 

conservação de material genético, entre outros.   

Dentre os diferentes tipos de polimorfismo, podemos destacar o SNP (Polimorfismo de 

nucleotídeo único, ou Single Nucleotide Polymorphism). Os SNPs são polimorfismos caracterizados pela 

troca de uma base por outra em uma região específica do DNA. Estão localizados em abundância ao 

longo de todo o genoma, sendo de grande importância em estudos de associação desses marcadores 

com características fenotípicas. Vários estudos associam a presença de um determinado alelo de SNP 

em um gene específico com características fenotípicas de interesse econômico em espécies de animais 

domésticos (CASAS et al., 2006; KATHIRAVAN et al., 2009; KIJAS et al., 2009; HOU et al., 2010). 
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REVISÃO DE LITERATURA 
 
PRODUÇÃO DE LEITE, GORDURA E PROTEÍNA 
 

Quando comparadas com vacas zebuínas, as búfalas são capazes de produzir o litro de leite com 

custo inferior, possuindo produtividade leiteira economicamente superior (DI PALO, 1992). O leite 

apresenta maior rendimento industrial, e os produtos derivados de leite de búfalas possuem maior valor 

agregado, o que permite que a matéria prima seja remunerada a preços cerca de duas vezes maiores 

que aqueles pagos ao leite bovino (BERNARDES, 2007).  

O leite de búfalas possui sabor adocicado, e apresenta relação Ca:P de 1,71, enquanto que a 

mesma relação para bovinos é de 1,31 (DE FRANCISCIS & DI PALO, 1994). É rico em vitaminas A e C, 

além de possuir teor de proteína de 5,2%, enquanto que o teor do leite de vaca é de 3,3% (VERRUMA & 

SALGADO, 1994). A grande característica do leite bubalino é seu elevado teor de sólidos totais, como a 

gordura, em torno de 8,0%, o que proporciona um excelente rendimento para produção de derivados, 

como a mozzarella (SWAMINATHAN & PARPIA, 1968; COCKRILL, 1981; NASCIMENTO & CARVALHO, 

1993). Entretanto, mesmo com seu alto teor de gordura, o leite de búfalas apresenta menor concentração 

de colesterol por litro, quando comparado com o leite de outras espécies (SWAMINATHAN & PARPIA, 

1968). 

Estudos realizados na Índia demonstraram valores médios para produção de leite por lactação 

variando entre 1.131kg e 2.544kg (BASU & GHAI, 1978; MATHUR & MATHUR, 1992). Em rebanhos 

italianos, ROSATI & VAN VLECK (2002) obtiveram média de 2.286kg de leite por lactação. No Brasil, 

RODRIGUES et al. (2010) relataram valores médios de 1.663kg de leite, e de 116,84kg para produção de 

gordura em rebanhos bubalinos criados na Amazônia. Esses resultados demonstram que as raças 

bubalinas brasileiras apresentam um ótimo potencial para a produção de leite. Através de manejo 

adequado e um programa de melhoramento genético eficiente, a produtividade dos búfalos no Brasil 

pode atingir valores satisfatórios. 

TONHATI et al. (2000a) encontraram valores para porcentagens de gordura e proteína no leite de 

búfalas de 6,87% e 3,9%, respectivamente. Os teores de sólidos do leite são de grande importância na 

cadeia produtiva da bubalinocultura, pois são os principais responsáveis pelo rendimento industrial para a 

fabricação de derivados, como a mozzarella. 
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IDADE AO PRIMEIRO PARTO E INTERVALO DE PARTOS 
 

A produção de leite está diretamente relacionada às variações na atividade reprodutiva dos 

animais. Dessa maneira, menores intervalos entre partos podem resultar em uma maior produção de leite 

durante a vida produtiva do animal, além de um possível aumento no número de partos por ano (SENO et 

al., 2010). 

Quando comparados aos bovinos, os búfalos apresentam puberdade e maturidade sexual mais 

tardia (OBA, 1993), e essas características são influenciadas diretamente pela época de nascimento, 

estação do ano, disponibilidade de alimentos, raças, cruzamentos, manejo e diferenças individuais.   

SENO et al. (2010), trabalhando com búfalas Murrah criadas no estado de São Paulo, obtiveram 

média de 36 meses para a característica idade ao primeiro parto. Esse valor foi inferior aos encontrados 

por TONHATI et al. (2000b) e MOHAMED et al. (1993), que obtiveram médias de 39 e 38 meses, 

respectivamente. De acordo com TANEJA (1999), existe uma grande variação na idade ao primeiro parto 

de búfalas criadas nos trópicos, principalmente devido às condições de manejo. 

Em relação ao intervalo entre partos, o ideal é que o mesmo seja de aproximadamente um ano. 

Essa característica é um dos parâmetros mais importantes para medir a eficiência reprodutiva dos 

animais. A média mundial para a espécie bubalina é de 14,5 meses (SAMPAIO NETO et al., 2001), 

sendo que essa característica é extremamente influenciada pela duração da lactação, pois alguns 

produtores evitam o encerramento da lactação, em busca de maiores produções de leite, o que ocasiona 

um aumento no intervalo entre partos (MARQUES et al., 1991). Já para o primeiro intervalo entre partos 

de búfalas, CASSIANO et al. (2003) encontraram um valor médio de 501,3 dias, enquanto que SENO et 

al. (2010) obtiveram média de 453 dias. A característica primeiro intervalo entre partos é importante 

porque búfalas que parem mais cedo possivelmente apresentarão maior número de crias em sua vida 

produtiva. Trabalhos com bovinos demonstraram que vacas que parem tardiamente tendem a apresentar 

um menor número de crias durante sua vida reprodutiva, quando comparadas com vacas que pariram 

mais jovens (LÓPEZ DE TORRE & BRINKS, 1990). LESMEISTER et al. (1973) demonstraram que 

novilhas que nasceram de mães mais jovens apresentam tendências de parir primeiro quando 

comparadas com novilhas filhas de vacas mais velhas, portanto, é possível que o mesmo ocorra para 

búfalas, porém são escassos na literatura estudos sobre a característica primeiro intervalo entre partos 

para búfalas. 

 

 
 
 
 



5 
 

O GENE DA LEPTINA 
 

A leptina é um hormônio peptídico não glicosilado de 16 kDa (quilodaltons), secretado 

principalmente pelo tecido adiposo branco (INGVARTSEN & BOISCLAIR, 2001), que age como um 

sinalizador para o hipotálamo sobre as reservas de gordura corporal e o estado energético do organismo 

(HENRY & CLARKE, 2008; KONNER et al., 2009). A leptina desempenha um papel essencial na 

regulação homeostática da ingestão de alimentos, deposição de tecido adiposo, função imunológica, 

repartição de energia e no metabolismo (LIEFERS et al., 2005). O hormônio leptina apresenta uma 

cadeia polipeptídica inicial com 167 aminoácidos, dos quais os primeiros 21 aminoácidos representam 

uma sequência sinalizadora que é descartada antes que a proteína madura seja secretada na circulação 

sanguínea.  

Acreditava-se que o tecido adiposo branco servia apenas para reserva de energia, entretanto, 

após a descoberta da leptina, evidenciou-se que este tecido é o maior sítio para sua produção. 

Primeiramente, presumia-se que a leptina era encontrada exclusivamente no tecido adiposo branco, 

porém, apesar de essa ser sua principal via de síntese e secreção, este hormônio também se expressa 

nos tecidos placentários e fetais (CHILLIARD et al., 2001), no hipotálamo (MORASH et al., 1999), hipófise 

(JIN et al., 2000), epitélio gástrico fúndico (BADO et al., 1998), músculo esquelético (WANG et al., 1998), 

sinciciotrofoblasto (MASUZAKI et al., 1997) e epitélio mamário (SMITH-KIRWIN et al., 1998). 

A leptina foi descoberta em 1994, como o produto do gene ob em roedores em 1994 (ZHANG et 

al., 1994). Diferenças genéticas no gene da leptina foram primeiramente observadas em camundongos 

ob/ob, pois estes não produziam leptina e eram hiperfágicos, obesos e inférteis (HAMANN & MATTHAEI, 

1996). Notou-se que a esterilidade das fêmeas era causada por uma insuficiência hormonal a nível 

hipotálamo-hipófise e não devido ao excesso de tecido adiposo (CHEHAB et al., 1996). HALAAS et al. 

(1995) demonstraram que a administração de leptina em animais estéreis restaurava a fertilidade e 

causava redução da massa de gordura corporal.  

A leptina age como um barômetro corporal, criando um forte e crítico elo entre homeostase 

energética, apetite e reprodução (FAROOQI & O’RAHILLY, 2009; BLUHER & MANTZOROS, 2007). 

Como as concentrações de leptina são fortemente influenciadas pela massa de tecido adiposo 

(HOUSEKNECHT et al., 1998), a leptina é vista como uma molécula sinalizadora que liga o estado 

nutricional às funções reprodutivas (ZIEBA et al., 2005). CUNNINGHAM et al. (1999) demonstraram que 

uma quantidade adequada de leptina circulante se faz necessária para a obtenção da puberdade. 

Os níveis plasmáticos de leptina são afetados, principalmente, pelo nível de gordura corporal e 

pelo balanço energético (BLOCK et al., 2001). A redução das concentrações plasmáticas de leptina age 

como um sinal para que o cérebro conserve energia através da diminuição de funções reprodutivas e 

imunológicas, pois as mesmas não são essenciais para sobrevivência a curto prazo (HOUSEKNECHT et 

al., 1998), fazendo com que o organismo utilize a energia disponível em funções essenciais para a 
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sobrevivência. CHILLIARD et al. (2005) demonstraram que uma das principais funções da leptina é a de 

ajudar os animais a adaptarem-se a períodos de subnutrição, pois essa proteína é a principal reguladora 

do armazenamento, equilíbrio e uso da energia disponível pelo organismo (CEDDIA et al.,1998). 

A leptina também parece estar envolvida na secreção hormonal de várias glândulas endócrinas 

(KERSHAW & FLIER, 2004), e pode agir não somente como um sinal endócrino no cérebro ou nos 

tecidos periféricos onde seus receptores são encontrados, mas também como um sinal autócrino ou 

parácrino nos próprios tecidos onde é produzida, em roedores (HUAN et al., 2003), humanos (KERSHAW 

& FLIER, 2004; MARGETIC et al., 2002) e ruminantes (CHELIKANI et al., 2003). 

Ligando-se a receptores específicos, a leptina age ativando, no cérebro, o centro da saciedade 

(SALMAN et al., 2007). O receptor da leptina encontra-se, principalmente, nos neurônios do 

neuropeptídeo Y, e essa ligação gera uma redução do consumo de alimento (LIEFERS et al., 2002) e um 

aumento no consumo de energia (FRUHBECK, 2006). O neuropeptídeo Y também está envolvido no 

controle das funções reprodutivas (MAGNI et al., 2000).  

Durante os anos de 1994 a 2001, significativos progressos foram feitos sobre a fisiologia da 

leptina em humanos e em roedores, porém o progresso foi mais lento em ruminantes, devido a 

dificuldades encontradas no desenvolvimento de ferramentas específicas para estudar a expressão 

gênica e as variações plasmáticas encontradas nessa espécie (INGVARTSEN & BOISCLAIR, 2001). O 

gene da leptina bovina é composto de três éxons e dois íntrons, correspondendo em torno de 18,9 kb 

(quilobase) do genoma. O primeiro e o segundo íntron têm cerca de 14 e 1,7 kb, respectivamente. A 

organização éxon-íntron desse gene é altamente conservada entre as espécies (SALMAN et al., 2007), 

sendo que a sequência dos ovinos é cerca de 95,6; 92,8; 88,2; 83,6 e 82% idêntica à dos bovinos, 

suínos, humanos, ratos e camundongos, respectivamente (KUMAR et al., 1998). 

O gene LEP, localizado no cromossomo autossômico 4 de Bos taurus, é o responsável pela 

codificação da leptina (LAGONIGRO et al., 2003). Como esse hormônio está envolvido com o consumo 

alimentar, particionamento de energia e com o metabolismo das vacas, a leptina pode, 

consequentemente, afetar características como produção de leite (LIEFERS et al., 2002), balanço 

energético (BUCHANAN et al., 2003) e reprodução (SILVA et al., 2002).  

Mutações nos genes que codificam a leptina ou em seus receptores são responsáveis por 

obesidade, infertilidade e resistência à insulina em roedores e humanos (HOUSEKNECHT & 

PORTOCARRERO, 1998). O estudo da leptina e a associação de seus polimorfismos a características 

importantes para a produção têm sido de grande importância para programas de melhoramento genético. 

Em suínos, ROBERT et al. (1998) observaram que os polimorfismos no gene da leptina estavam 

associados com animais magros, e HARDGE et al. (1998) observaram correlação estatisticamente 

significativa entre o polimorfismo detectado por RFLP com a enzima de restrição HinfI no gene da leptina 

com a relação carne:gordura e com a espessura de gordura em uma população de 560 suínos. 
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Em bovinos de corte, inúmeros polimorfismos no gene da leptina foram detectados (POMP et al., 

1997; WILKINS & DAVEY, 1997; FITZSIMMONS et al., 1998; KONFORTOV et al., 1999; HAEGEMAN et 

al., 2000), os quais foram associados à deposição de gordura na carcaça (FITZSIMMONS et al., 1998 e 

BUCHANAN et al., 2002) e armazenamento de energia (CORVA et al., 2009; KULIG & KMIEC, 2009; 

SCHENKEL et al., 2005; YANG et al., 2007). 

Em gado leiteiro, os diferentes polimorfismos encontrados foram associados a inúmeras 

características de interesse econômico, como balanço energético, produção de leite, peso vivo e 

fertilidade (LIEFERS et al., 2002), consumo de matéria seca (BANOS et al., 2008), consumo de ração 

(NKRUMAH et al., 2005; LAGONIGRO et al., 2003; LIEFERS et al., 2002) e concentrações séricas de 

leptina (LIEFERS et al., 2003). CHEBEL et al. (2008) encontraram uma associação entre SNPs 

encontrados na região codificadora do gene da leptina com saúde e lactação de vacas leiteiras. VAN 

DER LENDE et al. (2005) descobriram diferentes SNPs associados a características como produção e 

composição do leite e concentrações de leptina circulante no período final da gestação. Além disso, 

variações na concentração de leptina durante a gestação são afetadas por polimorfismos encontrados no 

gene LEPR (receptor da leptina) (LIEFERS et al., 2004), localizado no cromossomo 3, sugerindo 

possíveis associações desse último com características produtivas ligadas a leptina. 

Apesar de terem sido detectados muitos polimorfismos no gene da leptina em bovinos, são 

escassos os registros na literatura sobre a identificação e expressão desse gene em búfalos. Por ser um 

gene que foi amplamente associado a características importantes para a produção, faz-se necessário o 

seu estudo na espécie bubalina, a fim de encontrar associações entre polimorfismos e características 

produtivas e reprodutivas como um auxílio para o melhoramento genético dessa espécie. 

 

O GENE DA MELATONINA 
 

A melatonina é um hormônio secretado pela glândula pineal (epífise) especificamente no período 

noturno (ausência de luz), estando associada a inúmeras funções fisiológicas nos animais (REITER et al., 

1993; SKENE & ARENDT, 2006). A atividade da melatonina nos organismos sincroniza diferentes 

funções biológicas à variação de luz ambiental. A síntese da melatonina ocorre a partir do triptofano, 

sendo controlada “à distância” via ciclo circadiano localizado no núcleo supraquiasmático e 

“proximamente” por noraepinefrina em respostas aos sinais do ciclo circadiano (CHATTORAJ et al., 

2009). A glândula pineal, através da síntese de melatonina, é responsável pela tradução do fotoperíodo 

ambiental em sinalização hormonal endócrina. 

Mudanças na duração da secreção da melatonina durante o período noturno foram determinadas 

em um grande número de espécies (ARENDT, 1998) e entre indivíduos da mesma espécie (LIU & 

BORJIGIN, 2006). Sua síntese é controlada pela via polissináptica (retina – núcleos supraquiasmáticos – 

medula – pineal).  Para WAYNE et al. (1988), a principal característica que leva a mudanças sazonais na 
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reprodução de ruminantes são as variações ao longo do ano da duração do período em que a 

concentração de melatonina se mantém elevada durante a noite. PARMEGGIANI et al. (1994) 

encontraram diferentes padrões de liberação diária de melatonina em búfalas que apresentavam ou não 

tendência estacional na reprodução.  Variações nas concentrações de melatonina plasmática entre 

búfalas também foram observadas por outros autores (BORGHESE et al., 1994; MATTOS et al., 2000), 

indicando uma maior concentração após o pôr-do-sol em animais menos sensíveis ao fotoperíodo . De 

acordo com JOHNSTON et al. (2005), a luz pode regular a produção de melatonina por dois mecanismos: 

primeiro, a luz determina a fase e duração da síntese da melatonina via sincronização do núcleo 

supraquiasmático com o fotoperíodo externo. Posteriormente, a luz atua inibindo a síntese de melatonina.   

Em mamíferos, dois subtipos de receptores da melatonina (MTNR1A e MTNR2A) foram 

identificados (MESSER et al., 1997), os quais participam diretamente no mecanismo sazonal e 

circadiano, funcionando como sensores da variação temporal. Entretanto, estudos indicam que apenas o 

MTNR1A possui atividade suficiente e significativa, com papel importante nas mudanças de funções 

comportamentais e reprodutivas mediado pelo fotoperíodo (BARRETT et al., 1997). Grande parte dos 

estudos em animais domésticos envolvendo melatonina e estacionalidade reprodutiva foram realizados 

em ovinos de diferentes raças (WOODFILL et al., 1994; MESSER et al., 1997; ARENDT, 1998; NOTTER 

et al., 2003), consolidando essa molécula e toda sua via de síntese, como o principal sistema a ser 

estudado para o entendimento de sua interação com a estacionalidade reprodutiva em animais de 

importância econômica. 

Nos genes envolvidos na síntese da melatonina, alguns estudos associaram determinados 

polimorfismos com características de eficiência reprodutiva em algumas espécies. PELLETIER et al. 

(2000) verificaram associação entre inatividade ovariana e sazonalidade reprodutiva no gene MNTR1A 

em ovelhas. Resultados semelhantes também foram observados por WRIGHT (2000) e NOTTER et al. 

(2003).  MATEESCU et al. (2009) associaram polimorfismos no gene MNTR1A de ovelhas da raça Dorset 

e mestiças com menor idade ao primeiro parto e menor intervalo entre o primeiro e segundo parto, além 

da habilidade de cruzamento fora de sua estação reprodutiva ideal, confirmando a importância desse 

gene como potencial marcador molecular para essa característica. 

Recentemente, a publicação da primeira geração de mapas RH de alta resolução do genoma 

total dos búfalos (AMARAL et al., 2008) e de outros trabalhos publicados anteriormente (EL NAHAS et 

al., 1999 e 2001; IANNUZZI et al., 2003) demonstraram um grande avanço para que possamos conhecer 

e entender melhor essa espécie, porém pouco se sabe sobre a organização do genoma e a presença de 

polimorfismos em genes candidatos para características de interesse econômico nesses animais. 

A melatonina e as substâncias intermediárias de sua síntese são de grande importância na 

fisiologia da reprodução, estando relacionadas com a estacionalidade reprodutiva em vários mamíferos. 

A identificação e validação de diferenças nas sequências desses genes em búfalas serão importantes em 

futuros estudos de associação entre o possível polimorfismo e o fenótipo desejado. Esses resultados 
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poderão auxiliar no manejo reprodutivo dos bubalinos, uma vez que características de eficiência 

reprodutiva são mensuradas em idade avançada. Dessa forma, além do maior conhecimento sobre o 

assunto, a identificação e validação desses polimorfismos poderão contribuir para a implementação de 

seleção assistida por marcadores moleculares. 
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OBJETIVOS  
 

Esse trabalho teve como objetivos: 

- A identificação do polimorfismo LEP-1620 (A/G) no gene bubalino da leptina e suas possíveis 

associações com as características produção de leite, gordura e proteína, e porcentagem de gordura e 

proteína. 

- A identificação do polimorfismo no gene receptor de melatonina MTRN1A em búfalas, e suas 

possíveis associações com as características idade ao primeiro parto e primeiro intervalo entre partos. 
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CAPÍTULO 2 - ANÁLISE DO POLIMORFISMO LEP-1620 (A/G) DO GENE DA 
LEPTINA E SEUS EFEITOS NA PRODUÇÃO E QUALIDADE DO LEITE DE 
BÚFALAS (Bubalus bubalis). 
 

RESUMO – O gene responsável pela codificação do hormônio leptina tem sido associado à 

produção de leite, e diversos polimorfismos encontrados nesse gene foram associados a características 

produtivas em bovinos. O objetivo do presente estudo foi a identificação do polimorfismo LEP-1620 (A/G) 

no gene bubalino da leptina e suas possíveis associações com as produções de leite, gordura, proteína e 

porcentagens de gordura e proteína. Foram coletadas amostras de pelo da cauda de 200 búfalas, e após 

a extração do DNA as amostras foram genotipadas pela técnica PCR-RFLP. Três amostras foram 

sequenciadas e foi encontrado um SNP na posição 70 do íntron 2 do gene da leptina, caracterizado pela 

substituição de um A por um G. As médias das produções mensais de leite, gordura, proteína e as 

porcentagens de gordura e proteína foram avaliadas em um modelo misto. Os genótipos encontrados 

(AA, AG, GG) foram positivamente associados às características porcentagem de gordura e de proteína 

(p<0,05), sendo que os animais AA apresentaram médias superiores para as características. As curvas 

de lactação para as características produção de leite e porcentagens de gordura e proteína apresentaram 

trajetórias semelhantes para os três genótipos. Esses resultados indicam que o polimorfismo LEP-1620 

(A/G) pode ser utilizado futuramente como marcador molecular para as características porcentagem de 

gordura e proteína do leite de búfalas. 

 
Palavras-chave: Bubalus bubalis, leptina, polimorfismo, SNP. 
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ABSTRACT – The gene responsible for encoding the hormone leptin has been associated with 

milk production, and several polymorphisms of this gene were associated with production traits in cattle. 

The aim of the present study was to identify the LEP-1620 (A/G) polymorphism in the buffalo leptin gene 

and its possible associations with milk, fat and protein yield, and fat and protein percentages. Samples of 

tail hair from 200 buffalo cows were collected, and after DNA extraction the samples were genotyped by 

PCR-RFLP. Three samples were sequenced and an SNP was found at position 70 of intron 2 in the leptin 

gene, characterized by the substitution of an A for a G. The means from monthly milk, fat and protein yield 

and falt and protein percentages were evaluated by a mixed model. The genotypes found (AA, AG, GG) 

were positively associated with fat and protein percentages (p<0,005), and the AA animals showed the 

highest means for this traits. The lactation curves for milk yield and fat and protein percentages showed 

similar trajectories for the three genotypes. These results indicate that the LEP-1620 (A/G) polymorphism 

can be used in the future as a molecular marker for fat and protein percentages traits of buffalo cow’s milk.  

 
Keywords: Bubalus bubalis, leptin, polymorphism, SNP. 
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INTRODUÇÃO 
 

Estima-se que a população mundial de búfalos seja de aproximadamente 177 milhões de 

cabeças, estando presente em cerca de 42 países (FAO, 2008). A maior parte desses animais encontra-

se em países do continente asiático, onde desempenham um papel importante como animais de trabalho 

no campo. Na Índia, Paquistão e Egito, a maior parte do leite produzido e consumido pela população 

local é de origem bubalina (NANDA & NAKAO, 2003). 

Entretanto, a produção de leite bubalino é significantemente menor do que a produção de leite 

bovino (TONHATI et al., 2008). As maiores produções mundiais de leite de búfala reportadas são da Índia 

e Itália, provavelmente porque avaliações genéticas do rebanho bubalino são práticas comuns nesses 

países (MOIOLI & BORGHESE, 2005). 

Estudos sobre estimativas de parâmetros genéticos para a produção de leite e seus constituintes 

em búfalos tem sido desenvolvidos (TONHATI et al., 2010; ASPILCUETA-BORQUIS et al., 2010), 

demonstrando valores moderados de herdabilidade para essas características, indicando que a seleção 

seria efetiva para o melhoramento genético das mesmas. Entretanto, a produção de leite e seus 

constituintes são características expressas em um só sexo, ou seja, para a avaliação de reprodutores 

candidatos à seleção se faz necessária a utilização do teste de progênie, o que implica em alto custo 

operacional e longo intervalo de gerações.  

Com o avanço dos marcadores moleculares na década de 80, surgiu a possibilidade de utilizá-los 

como ferramentas auxiliares para o melhoramento genético animal. Os marcadores moleculares 

apresentam as vantagens de não sofrerem influências ambientais e de serem herdados segundo as leis 

de Mendel, auxiliando a eficiência do processo de avaliação dos animais. Várias pesquisas foram 

realizadas na tentativa de identificar marcadores moleculares associados aos componentes do leite em 

búfalas (REN et al., 2011; MITRA et al., 1998, COSENZA et al., 2009), porém estudos com o gene da 

leptina de búfalos são escassos na literatura. No entanto, para bovinos leiteiros, o hormônio leptina tem 

sido associado à produção de leite.  

O gene da leptina foi descoberto através de estudos com camundongos obesos, estéreis e 

deficientes em leptina (ZHANG et al., 1994), e tem sido considerado como gene candidato para 

associação com características quantitativas de interesse econômico em diversas espécies de animais 

domésticos, como deposição de gordura na carcaça (BUCHANAN et al., 2002), balanço energético, 

produção de leite, peso vivo e fertilidade (LIEFERS et al., 2002), entre outras. 

Durante o início da lactação, a produção de leite é sustentada através de uma forte mobilização 

do tecido adiposo (CHAGAS et al., 2007), o que resulta em uma grande perda de peso e escore 

corporais, além de causar uma queda aguda nas concentrações de leptina (CHILLIARD et al., 2005), 

concentrações essas que atingem seu ponto mínimo dez dias após o parto (KADOKAWA et al., 2000). 
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Quanto maior o tempo para que se restabeleça a secreção de leptina no organismo, maior será a 

duração do anestro pós-parto (JOLLY et al., 1995). 

Diversos SNPs foram descobertos no gene da leptina bovina, como LEP-2470, LEP-1457, LEP-

1238 e LEP-963, e os mesmos foram associados à composição do leite, dificuldade do parto, duração da 

gestação, taxa de mortalidade perinatal, entre outras (GIBLIN et al., 2010). LIEFERS et al. (2002) e 

CHEBEL et al. (2008) associaram SNPs da região codificadora do gene da leptina bovina à lactação e 

saúde de vacas leiteiras. 

O SNP LEP-1620 (A/G) (GenBank: Y11369), localizado no íntron 2 do gene da leptina (LIEN et 

al., 1997), foi positivamente correlacionado ao peso à desmama em bovinos da raça Nelore (SOUZA et 

al., 2010), porém estudos demonstrando correlações desse polimorfismo com características de 

produção de leite não foram encontrados na literatura. Além disso, não há registros de estudos do gene 

leptina e seus possíveis polimorfismos em bubalinos. 

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi verificar a existência do polimorfismo LEP-1620 (A/G) 

em búfalas e suas possíveis correlações com produção de leite, gordura, proteína e porcentagens de 

gordura e proteína. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
 

Amostras 

 

Foram coletadas amostras de pelo da cauda de 200 búfalas, pertencentes ao rebanho comercial 

da fazenda Santa Eliza, localizada no município de Dourado (SP), que integra o Programa de Controle 

Leiteiro associado ao Departamento de Zootecnia da FCAV/UNESP-Jaboticabal (SP). As amostras 

coletadas foram devidamente identificadas e armazenadas a 4º C em embalagens plásticas individuais.  
 

Extração do DNA 

 

As análises laboratoriais foram realizadas no Laboratório de Genética Molecular do 

Departamento de Zootecnia da FCAV/UNESP-Jaboticabal (SP).  

A extração de DNA das amostras coletadas foi realizada a partir da metodologia Fenol-

Clorofórmio-Álcool Isoamílico adaptada por LIMA (2003). Cerca de 40 folículos pilosos por animal foram 

depositados em um tubo de microcentrífuga (1,5 mL) e centrifugados rapidamente. Após a centrifugação, 

adicionou-se 500 L de solução TE-Tween (Tris 50 mM, EDTA 1 mM, 0,5% Tween 20) em cada tubo, 

levando-os à incubação no banho a 65oC por uma hora e meia, agitando-os periodicamente. Em seguida, 

foram adicionados 2 L de proteinase K por amostra (600 g/ L) e os mesmos foram incubados a 55oC 

por seis horas, com agitação periódica, sendo, posteriormente, incubados a 37oC por uma noite. 

Após esses procedimentos, adicionou-se um volume de PCI (Fenol-Clolofórmio-Álcool isoamílico) 

para um volume de amostra e os tubos foram agitados em agitador automático por dez segundos, sendo 

centrifugados, em seguida, por dez minutos a 12000 rpm a 23oC. O sobrenadante foi transferido para 

novo tubo, sendo o volume final de aproximadamente 300 L. 

Em seguida, foi feita a precipitação do DNA com 1/10 do volume da amostra de acetato de sódio 

0,3 M e etanol absoluto gelado. Os tubos foram misturados por inversão e colocados no freezer (-80oC) 

por uma hora. Após esse período, foram centrifugados a 4oC por 25 minutos, a 12000 rpm. Descartou-se 

o sobrenadante e o DNA remanescente foi completamente seco em temperatura ambiente, sendo em 

seguida armazenado em 100 L de TE (10:1). 

 
Reação em cadeia da Polimerase (PCR) 

 

As amostras de DNA extraídas foram submetidas à técnica de PCR para amplificação das 

regiões de interesse. As sequências dos primers utilizados foram: (LEP 1) 5’- GTC TGG AGG CAA AGG 

GCA GAG T -3’ e (LEP 2) 5’- CCA CCA CCT CTG TGG AGT AG -3’, descritas por LIEN et al. (1997). 
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As soluções mix  para a PCR foram preparadas com um volume final de 15 μL, contendo 2 μL de 

DNA (75 ng), 1,5 μL de cada primer (15 pM), 3,5 μL de água e 6,5 μL de Go Taq® Green Master Mix 

(Promega), que contém, em sua formulação, 400 μM de dATP, 400 μL de dGTP, 400 μL de dCTP, 400 

μL dTTP e 3 mM de cloreto de magnésio (MgCl2).  

Para a amplificação das regiões de interesse, foi utilizado o seguinte programa no termociclador: 

94ºC por cinco minutos; 94ºC por 40 segundos, 62,5ºC por 45 segundos e 72ºC por um minuto (38 

ciclos); seguido de extensão final a 72ºC por cinco minutos. Após o ciclo de amplificações, as amostras 

ficaram armazenadas a 4ºC. 

Para verificação da amplificação, os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose (1,5%), corados com GelRedTM (Uniscience), por 40 minutos a 90 V. O tamanho esperado do 

fragmento era de 522 pares de base (pb). A visualização foi feita com o uso do aparelho Gel-Doc (Bio-

Rad®), em luz ultravioleta (UV). 

 

PCR-RFLP (Polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restrição) 

 

Nessa etapa, para o preparo do mix da técnica RFLP, foram utilizados 5 μL do produto de PCR, 

0,5 μL da enzima de restrição FastDigest® BsaAI, 1 μL do tampão 10X FastDigest® Green Buffer e 8,5 

μL de água, em um volume final de 15 μL. As amostras foram submetidas a 37ºC por cinco minutos, para 

a digestão do fragmento. Em seguida, foram coradas com GelRedTM (Uniscience) e submetidas a 

eletroforese em gel de agarose (2%), por aproximadamente 90 minutos, a 110 V. A visualização foi feita 

em luz UV e o gel foi documentado pelo aparelho Gel-Doc (Bio-Rad®). 

 
Sequenciamento e análise das sequências obtidas 

 

Três amostras de produtos de PCR, uma de cada um dos diferentes padrões de clivagem 

observados através da técnica de PCR-RFLP foram sequenciadas, para validação dos resultados da 

digestão. Essa etapa foi realizada por serviço terceirizado, pelo Laborátorio de Bioquímica e Biologia 

Molecular do Departamento de Tecnologia da FCAV/UNESP. Foi utilizada a técnica de terminação de 

cadeia por dideoxinucleotídeos (ddNTPs), descrita por SANGER et al. (1977), e utilizou-se o ABI PRISM 

BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems), em um sequenciador 

automático ABI 3730 XL (Applied Biosystems). As sequências dos fragmentos obtidos foram alinhadas 

utilizando-se o programa CodonCode Aligner®, para edição dos dados, montagem das sequências 

contíguas e caracterização das sequências nucleotídicas.  
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Descrição dos dados fenotípicos 
 

Foram analisados os controles de produção de leite, gordura e proteína e as porcentagens de 

gordura e proteína de 174 primeiras lactações de búfalas, filhas de dez reprodutores. As produções de 

leite foram obtidas a partir do quinto dia pós-parto. As médias das produções no controle foram 

consideradas em classes mensais de lactação, variando de um a dez, e foram incluídas nas análises 

somente búfalas com pelo menos seis controles. Os detalhes da estrutura descritivas dos dados podem 

ser observados na Tabela 1. 

 
Tabela 1. Estatística descritiva dos dados para as médias da produção de leite, gordura e 
proteína e porcentagem de gordura e proteína para búfalas na primeira lactação. 

 PL(kg) PG(kg) PP(kg) %G %P 
Nº Observações 1802 1377 1377 1377 1377 
Búfalas 230 177 177 177 177 
Touros 10 10 10 10 10 
Media 5,79 0,37 0,25 6,46 4,27 
DP 1,80 0,13 0,08 1,20 0,42 
GC 14 11 11 11 11 
DP = Desvio padrão; GC = Grupo contemporâneo. 
PL = produção de leite; PG = produção de gordura; PP = produção de proteína; %G = porcentagem de gordura;  
%P = porcentagem de proteína 

 
 

Análises estatísticas 

 

As frequências gênicas e genotípicas foram determinadas a partir da contagem direta dos 

genótipos observados por meio do gel de agarose. As frequências gênicas, genotípicas (F) e o teste do 

χ2 para aderência ao equilíbrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos dos genes estudados foram 

estimadas pelas seguintes equações: 
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Onde NAA e NGG correspondem, respectivamente, ao número de indivíduos homozigotos AA e 

GG, NAG corresponde ao número de indivíduos heterozigotos AG e N representa o número total de 

indivíduos. 

Para testar a aderência das frequências observadas ao equilíbrio de Hardy-Weinberg, as 

frequências genotípicas esperadas foram estimadas a partir da expansão do binômio descrito por 

FALCONER & MACKAY (1996): 

 
Onde  e representam as frequências esperadas para os homozigotos dos alelos A e G, 

respectivamente, e  corresponde à frequência esperada dos heterozigotos AG. 

 As medidas das produções mensais de leite, gordura, proteína e as porcentagens de gordura e 

proteína foram avaliadas em um modelo misto, aplicando-se uma análise de medidas repetidas no 

tempo. Para tanto, foi utilizado o procedimento MIXED do SAS (2000) com a opção repeated. Como 

medida repetida, considerou-se o mês de controle. Os dados foram analisados com o seguinte modelo 

linear: 

egenCMLIIbIIbGCTouroy ijkijk
2

21 )()(  

Onde: 

 y = variável dependente (médias mensais de produção de leite, gordura e proteína e as 

porcentagens de gordura e proteína) 

μ = média geral para a população para as características em estudo 

Touro = efeito aleatório do pai da búfala  

GC = efeito fixo de grupo contemporâneo formado pela o ano e estação de parto (água e seca) 

Iijk = efeito da idade da vaca ao parto, como covariável 

I  = média da covariável idade 

b1 = coeficiente de regressão linear para idade da vaca ao parto 

b2 = coeficiente quadrático para idade da vaca ao parto 

CML = efeito fixo da classe do mês de lactação (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 10) 
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gen = efeito fixo do genótipo (AA, AG, GG) 

e = erro aleatório. 

 

As médias dos valores para os diferentes genótipos foram comparadas utilizando-se o teste de 

Tukey (P<0,05). 

Os efeitos de substituição alélica (α) e de dominância (d) foram estimados através de contrastes 

entre as soluções para os diferentes genótipos utilizando o teste F. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Das 200 amostras utilizadas, 193 amplificaram através da técnica de PCR. Os fragmentos 

obtidos apresentaram comprimento de 522 pb (Figura 1). 

 

 
Figura 1. Foto representativa do gel de agarose (1,5%) com os fragmentos de 522 pb. 

 

Na técnica de RFLP, foram obtidos três padrões de digestão. O homozigoto AA corresponde ao 

fragmento de 522 pb não digerido; o heterozigoto AG apresenta o fragmento de 522 pb não digerido e 

outros dois fragmentos, um de 441 pb e outro de 81 pb; e o homozigoto GG, que apresenta dois 

fragmentos, com 441 pb e 81 pb. Esses resultados corroboram com os encontrados por LIEN et al. 

(1997), que foram os primeiros a descrever a substituição de uma guanina (G) por uma adenina (A) no 

íntron 2 do gene da leptina em Bos taurus. O procedimento demonstrou-se eficiente para uma correta 

genotipagem dos animais, porém bandas menores que 100 pb são difíceis de serem observadas, como 

pode ser observado nas Figuras 2 e 3. Entretanto, o polimorfismo aqui estudado já foi descrito na 

literatura como contendo essa banda de 81 pb, e foi por essa razão que está sendo considerada a sua 

existência. 

 
Figura 2. Gel de agarose (2%) demonstrando os padrões de migração AA e AG. 
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  Figura 3. Gel de agarose (2%) demonstrando os padrões de migração AA e AG. 

 

Em um estudo com várias raças de animais Bos taurus, Bos indicus e cruzados de Bos taurus x 

Bos indicus, CHOUDHARY et al. (2005) revelaram esses mesmos três genótipos em todas as raças de 

animais estudados, e foram os primeiros a identificar o polimorfismo LEP-1620 (A/G) em Bos indicus. 

Entretanto, SALMAN et al. (2008), trabalhando com bezerros pertencentes a três grupos genéticos, 

cruzados de fêmeas Nelore e machos Angus, Simental e Canchim, ao estudarem o gene da leptina, 

utilizando as técnicas moleculares RFLP e SSCP (polimorfismos de conformação de cadeia simples), não 

encontraram esse polimorfismo presente no íntron 2 da população estudada, o que, segundo os autores, 

indicaria uma baixa variabilidade genética dessa região do gene da leptina na população estudada. 

Para a confirmação dos polimorfismos, três produtos de PCR, um de cada padrão de migração 

(AA, AG, GG), foram sequenciados, e a sequência encontrada foi depositada no GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov), sob o número JN689387, sendo indicada a posição do SNP. 

Em relação às frequências gênicas e genotípicas observadas, os padrões de migração AA, AG e 

GG corresponderam, respectivamente, a 58, 104 e 31 indivíduos (Tabela 2).  

 

Tabela 2. Frequências gênicas e genotípicas obtidas através da técnica PCR-RFLP 
N Frequência gênica Frequência genotípica 

193 A G AA AG GG 
 0,57 0,43 0,30 0,54 0,16 

 
 

Os valores esperados para as frequências genotípicas foram 0,32, 0,49 e 0,18 para os genótipos 

AA, AG e GG, respectivamente. As frequências observadas aderem ao teorema de Hardy-Weinberg 

quando comparadas às esperadas pelo teste do χ2  ao nível de significância de 5%, pois χ2
obs  <  χ2

t. Esse 

resultado indica que a população encontra-se em equilíbrio, o que significa que não houve seleção para o 

gene da leptina nessa população.  
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Em relação ao efeito fixo do genótipo, foram analisadas as possíveis associações existentes 

entre o SNP encontrado e as características produção de leite, gordura e proteína, e porcentagens de 

gordura e proteína, mostradas na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Médias dos quadrados mínimos para produção de leite, gordura e proteína e 
porcentagem de gordura e proteína em função dos genótipos da leptina obtidos. 

Genótipos Leptina 
 AA AG GG 
Características Média DP Média DP Média DP 

PL 5,80(A) 0,15 5,77(A) 0,13 5,75(A) 0,17 
PG 0,39(A) 0,01 0,38(A) 0,01 0,35(A) 0,02 
PP 0,25(A) 0,01 0,24(A) 0,01 0,23(A) 0,01 

%G* 6,64(A) 0,11 6,51(AB) 0,09 6,27(B) 0,12 
%P* 4,29(A) 0,03 4,27(A) 0,03 4,20(B) 0,03 

DP = desvio padrão da média; PL = produção de leite; PG = produção de gordura; PP = produção de proteína;  
%G = porcentagem de gordura; %P = porcentagem de proteína 
* corresponde ao efeito significativo do genótipo da leptina sobre as características no estudo considerado no modelo 
(P < 0.05). 
A, B letras diferentes na mesma linha indicam diferenças estatisticamente significantes (P < 0.05), pelo teste de Tukey-
Kramer. 
 
 

As médias das características porcentagem de gordura e porcentagem de proteína foram 

estatisticamente diferentes (P<0,05) entre os genótipos encontrados, sendo que os animais AA 

apresentaram as maiores médias para as características porcentagem de gordura e proteína. SOUZA et 

al. (2010), estudando o polimorfismo LEP-1620 (A/G) em três linhagens de animais Nelore, encontraram 

um valor aditivo do alelo A, relacionando a presença desse alelo a maiores valores para a característica 

peso a desmama, sendo que os animais AA apresentaram médias superiores aos AG e GG. Para as 

características produção de leite, gordura e proteína não foram observadas associações significativas ao 

nível de 5%. 

Não foram encontrados na literatura estudos relacionando o SNP LEP-1620 (A/G) e as 

características produção de leite, gordura e proteína e porcentagem de gordura e de proteína. Entretanto, 

GIBLIN et al. (2010), estudando dez diferentes SNPs do gene da leptina e de seu receptor em vacas da 

raça Holandesa, encontraram associações entre os mesmos e características relacionadas à produção 

de leite. O alelo T do SNP LEP-2470 (T/C) foi correlacionado (p<0,05) com uma menor porcentagem de 

proteína no leite e apresentou uma tendência (p<0,10) de associar-se com maiores produções de leite, 

enquanto que os SNPs LEP-1238 (C/G) e LEP-963 (C/T) foram positivamente correlacionados (p<0,05) 

com porcentagens de gordura e proteína. O alelo T do LEP-963 (C/T) demonstrou uma tendência 

(p<0,10) de estar associado a uma redução na produção de leite. Entretanto, BANOS et al. (2008) e 

LIEFERS et al. (2005) não encontraram associações significativas entre os SNPs LEP-1238 (C/G) e LEP-

963 (C/T) e as características produção de leite e de seus constituintes. Essas discrepâncias entre os 

estudos podem estar relacionadas a diferentes razões, como as diferentes frequências dos alelos entre 
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as populações estudadas, ou os modelos estatísticos utilizados, ou ainda devido à interação genótipo X 

ambiente. 

Em relação ao controle nos diferentes meses de lactação, foram estimadas as curvas de lactação 

por genótipo para produção de leite e porcentagens de gordura e proteína. 

 
Tabela 4. Número de observações por genótipo em cada mês de lactação. 
 PL %G %P 

ML AA AG GG AA AG GG AA AG GG 
1 41 76 21 28 57 19 28 59 19 
2 72 121 37 47 85 29 49 86 30 
3 64 112 32 48 78 27 49 78 27 
4 57 113 31 50 90 29 50 91 30 
5 66 122 29 51 99 27 52 101 27 
6 59 109 30 47 82 28 47 83 28 
7 60 112 31 53 81 28 53 85 28 
8 64 112 29 48 91 24 50 94 25 
9 43 60 23 32 40 14 32 40 14 
10 17 44 15 10 25 10 11 25 10 

Total 543 981 278 414 728 235 421 742 238 
ML = mês de lactação; PL = produção de leite; %G = porcentagem de gordura; %P = porcentagem 
de proteína. 

 

As figuras 4, 5 e 6 apresentam as curvas de lactação referentes à produção de leite e às 

porcentagens de gordura e proteína, de acordo com cada um dos genótipos. A produção de leite 

apresentou pico entre os meses dois e três da lactação, concordando com os dados encontrados na 

literatura (TONHATI et al., 2008; ASPILCUETA-BORQUIS et al., 2010) de que, para búfalas leiteiras, o 

pico normalmente ocorre dois meses após o parto. As trajetórias das curvas foram semelhantes entre os 

três genótipos, ou seja, as produções de leite por meses de lactação apresentaram valores próximos 

para todos os animais estudados. O mesmo ocorreu para porcentagem de gordura, os três genótipos 

obtiveram curvas semelhantes, entretanto os animais GG apresentaram uma queda nos valores de 

porcentagem de gordura a partir do sexto mês de lactação, porém apresentaram um leve aumento no 

nono mês. As curvas de lactação para porcentagem de proteína apresentaram as trajetórias mais 

destoantes, porém, ainda assim, com crescimento no mesmo sentido. No início da lactação, os valores 

das porcentagens de proteína eram altos para os três genótipos, porém apresentaram uma queda brusca 

conforme se aproximavam do segundo mês de lactação. Os animais GG obtiveram a maior queda nos 

valores, no terceiro mês de lactação. As curvas de lactação para as porcentagens de gordura e proteína 

possuem crescimento semelhante, apresentando maiores valores nos meses finais da lactação. Esse fato 

pode ser explicado visto que, conforme a produção de leite diminui, os sólidos apresentam-se mais 

concentrados, aumentando suas porcentagens. ARUMUGHAN & NARAYANAN (1982) observaram 

grande influência do estádio de lactação sobre os teores de gordura do leite de búfalas da raça Murrah, e 

PANDEY et al. (1986) relataram a importância que o estádio de lactação possui na composição do leite 
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de búfalas, concordando com os resultados observados por diversos autores (GHOSH & 

ANANTAKRISHNAN, 1964; SINGH et al., 1979; LAL & NARAYANAN, 1991; DUBEY et al., 1997).  

 
                Figura 4. Curvas de lactação dos diferentes genótipos para produção de leite (kg/dia). 

 
 

 
               Figura 5. Curvas de lactação dos diferentes genótipos para porcentagem de gordura. 

 

 
               Figura 6. Curvas de lactação dos diferentes genótipos para porcentagem de proteína. 
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Foram calculados os efeitos de dominância e substituição alélica. Para porcentagem de gordura, 

o efeito de substituição foi significativo, com a superioridade do alelo A em relação ao alelo G (Tabela 5).  

 
                  Tabela 5. Efeito de substituição alélica e efeito de dominância. 

 α p d p 

%G 0,1659 0,0589 -0,1754 0,1821 

%P 0,03762 0,1402 -0,03414 0,3713 
%G = porcentagem de gordura; %P = porcentagem de proteína; α = efeito de substituição alélica; 

d = efeito de dominância; p = significância. 

 
 

Para a característica porcentagem de proteína, entretanto, os resultados não foram significativos 

para efeito de substituição alélica e dominância. DI STASIO et al. (2003), trabalhando com o gene GH1 

como candidato para variação de características de produção de carne em bovinos da raça Piemontesa, 

encontraram um efeito significativo de substituição alélica, do alelo C em relação ao alelo D, porém os 

autores advertiram que devido ao número reduzido da amostra trabalhada, apresentando uma 

distribuição genotípica altamente desbalanceada (os animais DD eram significantemente inferiores na 

população estudada, apresentando frequência genotípica de 0,05), estudos posteriores se fazem 

necessários para comprovar os efeitos observados. Além disso, o modelo estatístico utilizado deve ser 

levado em conta, pois quando se ignoram os efeitos poligênicos as estimativas dos efeitos de um só 

gene podem se mostrar tendenciosas (KENNEDY et al., 1992). Essas podem ser algumas explicações do 

porque os resultados se demonstraram contraditórios. 

No presente estudo, novas informações sobre o polimorfismo LEP-1620 (A/G) foram relatadas, 

visto que não existem registros na literatura sobre a existência do SNP em questão na espécie bubalina, 

e como seus genótipos podem estar associados às porcentagens de gordura e proteína do leite de 

búfalas. Apesar de o gene da leptina ter sido extensivamente estudado na espécie bovina, pouco se sabe 

sobre seus efeitos nas características produtivas dentro da bubalinocultura. 

Nesse trabalho, foi demonstrada uma associação significativa entre os genótipos encontrados e 

as porcentagens de gordura e proteína do leite de búfalas.Devido a grande importância do hormônio 

leptina em diversas funções do organismo dos animais, o estudo desse gene e de seus polimorfismos, e 

suas possíveis associações com outras características de interesse econômico para búfalos se faz 

necessário, para que melhor possamos entender a função desse gene e seus efeitos na produção da 

espécie bubalina. 
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CONCLUSÃO 
 

Concluiu-se que o polimorfismo encontrado pode ser utilizado futuramente como um marcador 

molecular para a característica porcentagem de gordura e proteína do leite de búfalas, e estudos 

posteriores se fazem necessários para consolidar essa informação. Além disso, novos estudos sobre o 

gene da leptina bubalina se fazem de extrema importância para a descoberta de novos polimorfismos e 

suas possíveis associações com características produtivas e reprodutivas na espécie bubalina, a fim de 

serem descobertos novos marcadores moleculares para auxiliar no melhoramento genético da espécie. 
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CAPÍTULO 3 – ANÁLISE DO POLIMORFISMO NO GENE RECEPTOR DE 
MELATONINA MTRN1A E SUAS ASSOCIAÇÕES COM CARACTERÍSTICAS 
REPRODUTIVAS EM BÚFALAS (Bubalus bubalis). 
 

RESUMO – O principal fator ambiental que afeta a regulação da sazonalidade reprodutiva é o 

fotoperíodo, através da secreção de melatonina. O receptor de melatonina MTRN1A parece estar 

envolvido na regulação da sazonalidade reprodutiva. O objetivo do presente estudo foi a identificação de 

polimorfismos no gene MTRN1A bubalino e suas possíveis associações com as características idade ao 

primeiro parto e primeiro intervalo entre partos em búfalas. Foram coletadas amostras de pelo da cauda 

de 200 búfalas, e após a extração do DNA as amostras foram genotipadas pela técnica PCR-RFLP. Três 

amostras foram sequenciadas e foi encontrado um SNP na posição 72 do éxon 2 do gene MTRN1A, 

caracterizado pela substituição de um C por um T. As médias da idade ao primeiro parto e do primeiro 

intervalo entre partos foram avaliadas em um modelo misto, e os genótipos encontrados (CC, CT, TT) 

foram associados às características estudadas porém não foram significativos (p>0,05).  

 
Palavras-chave: Bubalus bubalis, melatonina, MTRN1A, SNP. 
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ABSTRACT – The main environmental factor that affects reproductive seasonality regulation is 

the photoperiod, through melatonin secretion. Melatonin receptor MTRN1A seems to be involved in the 

seasonal breeding regulation. The aim of the present study was to identify polymorphisms in the MTRN1A 

buffalo gene and its possible associations with age at first calving and interval between first and second 

calving traits in buffalo cows. Samples of tail hair from 200 buffalo cows were collected, and after DNA 

extraction the samples were genotyped by PCR-RFLP. Three samples were sequenced and an SNP was 

found at position 72 of exon 2 in the MTRN1A gene, characterized by the substitution of an C for a T. The 

means from age at first calving and interval between first and second calving were evaluated by a mixed 

model, and the genotypes found (CC, CT, TT) were associated with the traits studied but weren’t 

significant (p>0,05). 

 
Keywords – Bubalus bubalis, melatonin, MTRN1A, SNP. 
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INTRODUÇÃO 
 

O búfalo doméstico (Bubalus bubalis) é um importante recurso da pecuária em diversos países 

da Ásia, região Mediterrânea e América Latina (PERERA, 2010). Dentre as espécies produtoras de carne 

e leite, o búfalo vem se destacando como alternativa na disponibilidade de nutrientes de alto valor 

biológico, porém ainda existem limitações reprodutivas em relação a esses animais.  

No Brasil, a indústria para produção de derivados do leite de búfalas gera um faturamento de 

aproximadamente 55 milhões de dólares por ano (ABCB, 2010), sendo 70% da produção de derivados 

correspondente à mozzarella de búfala, produto que possui forte valor agregado e melhor qualidade 

nutricional que os derivados bovinos. Entretanto, a estacionalidade reprodutiva apresentada pelas búfalas 

ocasiona uma concentração dos partos no outono (BARUSELLI, 1993) e baixa eficiência reprodutiva 

durante o resto do ano, o que causa grande deficiência de leite no mercado e, consequentemente, de 

mozzarella, causando possíveis prejuízos ao produtor e à cadeia leiteira. Portanto, é de grande interesse 

encontrar meios de detectar búfalas que apresentem menor sensibilidade ao fotoperíodo, resultando em 

animais poliéstricos sazonais, semelhantes aos bubalinos criados próximos a região do Equador (GILL et 

al., 1973). 

Os bubalinos, quando criados em localidades distantes da região equatorial, apresentam 

comportamento reprodutivo influenciado positivamente pela diminuição de horas de luz do dia 

(ZICARELLI, 1990). Os animais possuem uma gama de estratégias para garantir chances ótimas de 

sobrevivência, dentre elas, processos para garantir tempo ótimo da função reprodutiva (BODEN & 

KENNAWAY, 2006). O principal mecanismo adaptativo amplamente observado na natureza é a 

capacidade de restringir a atividade reprodutiva somente para a época do ano que coincide com as 

condições mais propícias para a sobrevivência dos recém-nascidos (MALPAUX et al., 2001). Muitos 

organismos, incluindo desde as bactérias até os grandes mamíferos, exibem ritmicidade em diversos 

processos biológicos de acordo, por exemplo, com a estação do ano ou a hora do dia (SOUSA et al., 

2008).  

Através de fatores externos ou de mecanismos particulares de cada espécie, ritmos fisiológicos 

internos são formados, chamados de ritmos circadianos. São ritmos biológicos que apresentam duração 

de aproximadamente 24 horas e que são mantidos independentemente das condições ambientais, porém 

funcionam em sincronia com o ambiente. Em mamíferos, os ritmos circadianos são controlados por um 

relógio central, os Núcleos Supraquiasmáticos (NSQ), que estão localizados no hipotálamo e recebem 

sinais do ambiente, principalmente por fotorrecepção pela retina, e transmitem essas informações por 

vias eferentes neurais e humorais (RICHTER et al., 2004).  Mudanças no comprimento do dia 

representam um fator crítico para muitos mamíferos que se reproduzem sazonalmente (BITTMAN & 

KARSCH, 1984). 
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O principal fator ambiental que afeta a regulação da sazonalidade reprodutiva é o fotoperíodo, 

através da secreção de melatonina (NOWAK & RODWAY, 1985). O fotoperíodo apresenta forte influência 

no padrão reprodutivo das espécies, através da secreção da glândula pineal, que controla a mudança 

entre os períodos claro e escuro (BORGHESE et al., 1995; ZICARELLI, 1994; PARMEGGIANI et al., 

1994). A pineal funciona como um transdutor neuroendócrino, recebendo estímulos da retina e dos NSQ, 

e transmitindo-as para o sistema reprodutor como um todo por meio do padrão de secreção de 

melatonina (SIMONNEAUX & RIBELAYGA, 2003), liberando este hormônio durante a fase de escuro e 

marcando a existência e duração da noite (REITER & HESTER, 1966). O padrão de secreção da 

melatonina fornece informações sobre o fotoperíodo para as células do cérebro, que possuem os 

receptores necessários para o controle das funções reprodutivas (MIGAUD et al., 2005). Os receptores 

de melatonina são classificados em MTRN1A e MTRN1B, porém somente o primeiro parece estar 

envolvido na regulação da sazonalidade reprodutiva (WEAVER et al., 1996; DUBOCOVICH et al., 2003).  

Em diversas raças de ovinos, caprinos e bovinos, foram encontrados polimorfismos no éxon 2 do 

gene do receptor MTNR1A (MESSER et al., 1997). A substituição na sequência do gene MTRN1A de 

uma guanina por uma adenina na posição 612 em ovelhas, e na posição 52 em cabras, apresentaram 

associação com animais de menor sazonalidade reprodutiva (CARCANGIU et al., 2009a e 2009b). 

Dessa forma, o estudo de polimorfismos e genes candidatos para um maior entendimento da 

sazonalidade reprodutiva é de extrema importância para melhorar a cadeia produtiva em búfalos. Sendo 

assim, o objetivo desse trabalho foi a identificação de SNPs no gene receptor de melatonina MTRN1A e 

suas possíveis associações às características reprodutivas idade ao primeiro parto (IPP) e primeiro 

intervalo entre partos (PIEP). 
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MATERIAL E MÉTODOS 
 
Amostras 

 

Foram coletadas amostras de pelo da cauda de 200 búfalas, pertencentes ao rebanho comercial 

da fazenda Santa Eliza, localizada no município de Dourado (SP), que integra o Programa de Controle 

Leiteiro associado ao Departamento de Zootecnia da FCAV/UNESP-Jaboticabal (SP). As amostras 

coletadas foram devidamente identificadas e armazenadas a 4º C em embalagens plásticas individuais.  
 

Extração do DNA 

 

As análises laboratoriais foram realizadas no Laboratório de Genética Molecular do 

Departamento de Zootecnia da FCAV/UNESP-Jaboticabal (SP).  

A extração de DNA das amostras coletadas foi realizada a partir da metodologia Fenol-

Clorofórmio-Álcool Isoamílico adaptada por LIMA (2003). Cerca de 40 folículos pilosos por animal foram 

depositados em um tubo de microcentrífuga (1,5 mL) e centrifugados rapidamente. Após a centrifugação, 

adicionou-se 500 L de solução TE-Tween (Tris 50 mM, EDTA 1 mM, 0,5% Tween 20) em cada tubo, 

levando-os à incubação no banho a 65oC por uma hora e meia, agitando-os periodicamente. Em seguida, 

foram adicionados 2 L de proteinase K por amostra (600 g/ L) e os mesmos foram incubados a 55oC 

por seis horas, com agitação periódica, sendo, posteriormente, incubados a 37oC por uma noite. 

Após esses procedimentos, adicionou-se um volume de PCI (Fenol-Clolofórmio-Álcool isoamílico) 

para um volume de amostra e os tubos foram agitados em agitador automático por dez segundos, sendo 

centrifugados, em seguida, por dez minutos a 12000 rpm a 23oC. O sobrenadante foi transferido para 

novo tubo, sendo o volume final de aproximadamente 300 L. 

Em seguida, foi feita a precipitação do DNA com 1/10 do volume da amostra de acetato de sódio 

0,3 M e etanol absoluto gelado. Os tubos foram misturados por inversão e colocados no freezer (-80oC) 

por uma hora. Após esse período, foram centrifugados a 4oC por 25 minutos, a 12000 rpm. Descartou-se 

o sobrenadante e o DNA remanescente foi completamente seco em temperatura ambiente, sendo em 

seguida armazenado em 100 L de TE (10:1). 

 
Reação em cadeia da Polimerase (PCR) 

 

As amostras de DNA extraídas foram submetidas à técnica de PCR para amplificação. As 

sequências dos primers utilizados foram: Foward 5’- TGT GTT TGT GTT GAG CCT GG -3’ e Reverse 5’- 

ATG GAG AGG GTT TGC GTT TA -3’, descrita por MESSER et al. (1997). 
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As soluções mix  para a PCR foram preparadas com um volume final de 15 μL, contendo: 1 μL de 

DNA (75 ng), 1,35 μL de cada primer (15 pM), 4,8 μL de água e 6,5 μL de Go Taq® Colorless Master Mix 

(Promega), que contém, em sua formulação, 400 μM de dATP, 400 μL de dGTP, 400 μL de dCTP, 400 

μL dTTP e 3 mM de cloreto de magnésio (MgCl2).   

Para amplificação das regiões de interesse, foi utilizado o seguinte programa: 94ºC por três 

minutos; 94ºC por um minuto, 58ºC por 65 segundos e 72ºC por um minuto (30 ciclos); seguido de 

extensão final a 72ºC por dez minutos. Após o ciclo de amplificações, as amostras ficaram armazenadas 

a 4ºC. 

Para verificação da amplificação, os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose (1%), corados com GelRedTM (Uniscience), por 50 minutos a 90 V. O tamanho esperado do 

fragmento era de 824 pares de base (pb). A visualização foi feita com o uso do aparelho Gel-Doc (Bio-

Rad®), em luz ultravioleta (UV). 

 

PCR-RFLP (Polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restrição) 

 

Nessa etapa, para o preparo do mix da técnica RFLP, foram utilizados 5 μL do produto de PCR, 

0,5 μL da enzima de restrição HpaI, 1 μL do tampão 10X Buffer B e 9 μL de água, em um volume final de 

15,5 μL. As amostras foram submetidas ao termociclador, a 37ºC por uma hora, para a possível digestão 

do fragmento. Em seguida, foram coradas com GelRedTM (Uniscience) e submetidas a eletroforese em 

gel de agarose (2%), por aproximadamente 90 minutos, a 110 V. A visualização foi feita em luz UV e o 

gel foi documentado pelo aparelho Gel-Doc (Bio-Rad®). 

 
Sequenciamento e análise das sequências obtidas 

 

Três amostras de produtos de PCR, uma de cada um dos diferentes padrões de clivagem 

observados através da técnica de PCR-RFLP foram sequenciadas, para validação dos resultados da 

clivagem. Essa etapa foi realizada por serviço terceirizado, pelo Laborátorio de Bioquímica e Biologia 

Molecular do Departamento de Tecnologia da FCAV/UNESP. Foi utilizada a técnica de terminação de 

cadeia por dideoxinucleotídeos (ddNTPs), descrita por SANGER et al. (1977), e utilizou-se o ABI PRISM 

BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems), em um sequenciador 

automático ABI 3730 XL (Applied Biosystems). As sequências dos fragmentos obtidos foram alinhadas 

utilizando-se o programa CodonCode Aligner®, para edição do pareamento dos dados, montagem das 

sequências contíguas e caracterização das sequências nucleotídicas.  
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Análises estatísticas 
 

As frequências gênicas e genotípicas foram determinadas a partir da contagem direta dos 

genótipos observados por meio do gel de agarose. O gene em questão apresenta somente dois alelos, 

com frequências gênicas p e q, respectivamente. As frequências gênicas, genotípicas (F) e o teste do χ2 

para aderência ao equilíbrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos dos genes estudados foram 

estimadas pelas seguintes equações: 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

Onde NCC e NTT correspondem, respectivamente, ao número de indivíduos homozigotos CC e 

TT, NCT corresponde ao número de indivíduos heterozigotos CT e N representa o número total de 

indivíduos. 

Para testar a aderência das frequências observadas ao equilíbrio de Hardy-Weinberg, as 

frequências genotípicas esperadas foram estimadas a partir da expansão do binômio descrito por 

FALCONER & MACKAY (1996): 

 

 
Onde  e representam as frequências esperadas para os homozigotos dos alelos C e T, 

respectivamente, e  corresponde à frequência esperada dos heterozigotos CT. 
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As características idade ao primeiro parto e intervalo entre partos foram avaliadas em um modelo 

misto, utilizado-se o procedimento MIXED do SAS (2000). Para a característica primeiro intervalo entre 

partos, utilizou-se o seguinte modelo linear: 

egenIIbIIbGCTouroy ijkijk
2

21 )()(  

Onde: 

y = variável dependente (primeiro intervalo entre partos)  

μ = média geral para a população para as características em estudo 

Touro = efeito aleatório do pai da búfala 

GC = efeito fixo de grupo contemporâneo formado pelo ano e estação de parto (água e seca)  

Iijk = efeito da idade da vaca ao parto, como covariável 

I  = média da covariável idade  

b1 = coeficiente da regressão linear para idade da vaca ao parto 

b2 = coeficiente quadrático para idade da vaca ao parto 

gen = efeito fixo do genótipo 

e = erro aleatório. 

 

Para a característica idade ao primeiro parto, o modelo linear utilizado foi: 

egenGCTouroy  

Onde: 

y = variável dependente (idade ao primeiro parto)  

μ = média geral para a população para as características em estudo 

Touro = efeito aleatório do pai da búfala 

GC = efeito fixo de grupo contemporâneo formado pelo ano e estação de nascimento 

gen = efeito fixo do genótipo 

e = erro aleatório. 

 

 As médias dos valores para os diferentes genótipos foram comparadas utilizando-se o teste de 

Tukey (P<0,05). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Das 200 amostras utilizadas, 191 amplificaram através da técnica de PCR. Os fragmentos 

obtidos apresentaram comprimento de 824 pb, como pode ser observado na Figura 1.  

 

 
Figura 1. Foto representativa do gel de agarose (1%) com os fragmentos de 824 pb. 

 

Através da técnica de RFLP, foram obtidos três padrões de digestão. O homozigoto TT 

corresponde ao fragmento de 824 pb não digerido, o heterozigoto CT apresenta o fragmento de 824 pb 

não digerido e outros dois fragmentos, um de 745 pb e outro de 79 pb, e o homozigoto CC apresentando 

os fragmentos de 745 pb e 79 pb. Bandas menores que 100 pb são difíceis de serem visualizadas, como 

podemos observar na Figura 2. Entretanto, esse polimorfismo já foi descrito na literatura, como contendo 

uma banda de 79 pb, e é por essa razão que essa banda está sendo considerada aqui. Esses resultados 

concordam com CARCANGIU et al. (2011), que observaram esse polimorfismo no gene MTRN1A em 

bubalinos, associando-o à sazonalidade reprodutiva, demonstrando que os animais TT apresentam maior 

aptidão para se reproduzirem fora de sua época ideal. A técnica de RFLP demonstrou-se eficaz para a 

genotipagem dos animais, como é mostrado na Figura 2. 

 

 
Figura 2. Gel de agarose (2%) com os padrões de migração dos três genótipos. 
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Para a confirmação dos polimorfismos, três produtos de PCR, um de cada padrão de migração 

(CC, CT, TT), foram sequenciados, e a sequência encontrada foi depositada no GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov), sob o número JN689386, sendo indicada a posição do SNP. Esse polimorfismo 

foi relacionado à sazonalidade reprodutiva em algumas raças de ovinos e caprinos (PELLETIER et al., 

2000; CHU et al., 2006).  

Em relação às frequências gênicas e genotípicas observadas, os padrões de migração CC, CT e 

TT corresponderam, respectivamente, a 43, 99 e 49 indivíduos (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Frequências gênicas e genotípicas obtidas através da técnica PCR-RFLP. 
N Frequência gênica Frequência genotípica 

191 C T CC CT TT 
 0,48 0,52 0,22 0,52 0,26 

 

Os valores esperados para as frequências genotípicas foram 0,23, 0,50 e 0,27 para os genótipos 

CC, CT e TT, respectivamente. As frequências observadas aderem ao teorema de Hardy-Weinberg 

quando comparadas às esperadas pelo teste do χ2  ao nível de significância de 5%, pois χ2
obs  <  χ2

t. Esse 

resultado indica que a população encontra-se em equilíbrio, o que significa que não houve seleção para o 

gene MTRN1A nessa população.  

Em relação ao efeito fixo do genótipo, foram analisadas as possíveis correlações existentes entre 

o SNP encontrado e as características idade ao primeiro parto e primeiro intervalo entre partos, 

mostradas na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Médias dos quadrados mínimos da idade ao primeiro parto e primeiro intervalo entre 
partos em função dos genótipos da melatonina obtidos. 

Genótipos Melatonina 
 CC CT TT 
Características Média DP Média DP Média DP 

IPP 35,28 0,74 35,28 0,56 34,30 0,76 
PIEP 16,52 0,73 16,18 0,53 15,29 0,87 

EP = desvio padrão da média; IPP = idade ao primeiro parto; PIEP = primeiro intervalo entre partos 
 

As médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey (P<0,05), porém não foram 

encontradas diferenças estatísticas significantes entre os genótipos. Esses resultados podem significar 

que o SNP encontrado não contribui para a variação das características estudadas. 

Não foram encontrados na literatura trabalhos relacionando polimorfismos do gene MTRN1A com 

idade ao primeiro parto e intervalo entre partos em búfalas. Entretanto, AHMAD et al. (1981), estudando 

os efeitos do mês e estação do ano em que ocorreu o parto de búfalas criadas no Paquistão, 

demonstraram que búfalas que pariram entre o inverno e a primavera tiveram um intervalo entre partos 

significantemente maior do que aquelas que pariram entre o verão e o outono. Considerando que a 

luminosidade é afetada pelas diferentes estações do ano e que o principal fator ambiental que afeta a 
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regulação da sazonalidade reprodutiva é o fotoperíodo, através da secreção de melatonina, esses 

resultados podem ser indícios de como a melatonina afeta o intervalo entre partos de búfalas, nas 

diferentes estações do ano. 

A melatonina exerce um papel fundamental na regulação da sazonalidade reprodutiva, através do 

fotoperíodo, e trabalhos realizados em diferentes países (OBI REDDY et al., 1987; SHAH, 1990; VALE et 

al., 1990; BARUSELLI et al., 1993; ZICARELLI, 1994; VALE & RIBEIRO, 2005) demonstraram que a 

eficiência reprodutiva dos bubalinos é afetada em maior parte por fatores ambientais, como a quantidade 

de horas de luz no dia, e não por fatores genéticos.  
PALUDO et al. (2011) estudaram o gene MTRN1A para avaliar seus possíveis efeitos na idade à 

puberdade em búfalas Mediterrâneas criadas na Itália, porém seus resultados não foram significativos. 

Entretanto, estudos com ovelhas da raça Dorset (MATEESCU et al., 2009; MURA et al., 2010) 

demonstraram que o genótipo do gene MTRN1A influencia a puberdade e diminui o intervalo entre o 

primeiro e o segundo parto. 
Na Itália, MAYMONE & PILLA (1961) observaram diminuição no intervalo entre partos durante os 

meses com maior número de partos (agosto a outubro). ROLIM FILHO et al. (2009) encontraram 

menores intervalos entre partos durante a estação chuvosa no Brasil. AHMAD et al. (1981), no Paquistão, 

também observaram grande influência da estação do ano no tamanho do intervalo entre partos, sendo 

maiores no inverno e primavera, e menores no verão e outono. Esses trabalhos enfatizam a influência de 

características ambientais, como estação do ano, na regulação da atividade reprodutiva em búfalos.  

Nutrição, clima, raça e estação do ano são alguns dos fatores que podem influenciar na idade à 

puberdade e, consequentemente, na idade ao primeiro parto (BORGHESE et al., 1994, 1996, 1997; 

TERZANO et al., 1996, 1997). 
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CONCLUSÃO 
 

No presente estudo, avaliou-se a presença de polimorfismos no gene bubalino do receptor de 

melatonina MTRN1A, previamente estudado e associado à sazonalidade reprodutiva em búfalas. O SNP 

encontrado não demonstrou associação às características idade ao primeiro parto e primeiro intervalo 

entre partos (P<0,05).  

Entretanto, estudos posteriores se fazem necessários para uma melhor compreensão do gene da 

melatonina e seus receptores nas funções reprodutivas dos búfalos. Devido a grande importância da 

melatonina na regulação da sazonalidade reprodutiva, o estudo desse gene se justifica para que 

possamos entender melhor sua influência sobre características reprodutivas na espécie bubalina. Além 

disso, podem existir outros polimorfismos no gene da melatonina e de seus receptores que estejam 

positivamente associados às características reprodutivas de interesse econômico para búfalas leiteiras. 
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