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RESUMO

Atualmente, tem havido busca por marcadores moleculares a serem utilizados em
programas de sele¢do para que atuem de forma complementar a selegdo classica, o
gue permite uma antecipagcao das avaliagdes nos animais, otimizando o sistema de
selecdo genética voltada a producdo animal. O horménio leptina e seus receptores
sao expressos principalmente nos adipocitos e estdo relacionados com o controle da
ingestdo de alimentos, uso da energia e indicador da condicdo nutricional do
organismo que influenciam em acbes de outros sistemas fisioldgicos, como
producéo de leite. Diante disso foi objetivado investigar a existéncia do polimorfismo
LEP-1620 (A/G) no gene que codifica o horménio da leptina em bufalas e suas
possiveis associagfes com a producdo leiteira em dois estados do Nordeste do
Brasil, Pernambuco e Alagoas. O DNA foi extraido a partir de amostras de sangue
coletado por venopuncao da veia coccigea dos 139 bufalas das duas fazendas da
regido Nordeste. ApoOs a extracdo de DNA, essas amostras foram genotipadas pela
técnica PCR-RFLP. Foram encontrados os genotipos AA(21%), AG(50%), GG(29%).
Sendo que o0 gendtipo AG associado com uma maior producdo de leite para a
fazenda Alagoas quando comparada com a fazenda Pernambuco (p= 0,001). Porém,
0S genotipos apresentados neste estudo, ndo foram associados as variaveis
analisadas para dias de lactacao e producdo média diaria.

Palavras chave- bubalino, gene da leptina, leite, polimorfismo



ABSTRACT

Currently, there have been search for molecular markers in animal selection
programs which could help in the classic selection, anticipating the evaluations of the
animals and optimizing the genetic selection system focused on production. The
hormone leptin and its receptors are mainly expressed in adipocytes and related to
the control of food intake, energy use and indicator of nutritional conditions of the
body that influence the actions of other physiological systems, such as milk
production. Thus the present study aims to investigate the existence of LEP 1620
polymorphism (A / C) in the gene encoding the hormone leptin in buffaloes and their
possible association with milk production in the Northeast region of Brazil. DNA was
extracted from blood samples collected from the tails of animals. Blood samples were
collected from 139 buffaloes from two farms in the Pernambuco and Alagoas. After
DNA extraction, the samples were genotyped by PCR-RFLP technique. The AA, AG,
GG were found. Since the AG genotype was associated with a higher milk production
for the farm A when compared to farm Pernambuco. However, the genotypes
presented in this study were not associated with variables for days in milk and
average daily production. However, other leptin gene polymorphisms can be studied
with a view to search for a marker, since there are few studies associated with this
type buffalo.

Key- words buffalo, the leptin gene, milk, polymorphism
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1. INTRODUCAO

Os Bubalinos foram introduzidos no Brasil a partir do final do século XIX,
predominantemente em pequenos lotes originarios da Asia, Itdlia e Caribe, pela ilha
de Maraj6, estado do Para, e expandiram para todas as regides e territorios
nacionais (ABCB, 2009). Em todo o mundo, foram descritas, aproximadamente, 19
racas de bdfalo. No Brasil, quatro racas possuem seu padrdo definido pela
Associacédo Brasileira dos Criadores de Bufalo (ABCB): Murrah (indiana), Jafarabadi
(indiana, com as variedades Gir e Palitana), Mediterraneo (origem italiana) e
Carabao (sudeste asiatico).

O Brasil possui uma das maiores populacbes de bufalos do mundo, com
aproximadamente 1,2 milhdes de cabecas (IBGE, 2010), representando o maior
rebanho bubalino entre os paises ocidentais. Entre os anos de 1997 e 2007, a
producdo mundial de leite de bufala apresentou um aumento de 43% (BREDA,
2010), porcentagem superior a reportada para vacas leiteiras no mesmo periodo,
que foi de 20% (FAO, 2009). O leite de bufala tem excelentes qualidades fisico-
quimicas devido a alta concentragcdo de seus componentes (TONHATI, 2000a;
ROSATI e VAN VLECK, 2002; ASPILCUETA-BORQUIS, 2010), sendo caracterizado
por altas porcentagens de gordura e proteina.

Para um bom aproveitamento e selecdo de um rebanho que fornegca o melhor
leite, em bovinos procuram relacionar polimorfismos genéticos com a qualidade do
leite, porém, poucos trabalhos desse tipo sdo feitos com bufalos. (ZETOUNI, 2013).
Marcadores moleculares sdo pequenas regides do DNA que apresentam
polimorfismo entre individuos de uma mesma espécie e que podem ser relacionados
as variacodes fenotipicas de caracteristicas quantitativas de interesse econémico. Um
gene pode estar em associacao direta a um marcador molecular facilitando a sua
identificacdo (HAYWARD, 1994). Assim desenvolvimento de marcadores
moleculares aumenta a eficiéncia da selecdo, ja que tais marcadores podem
fornecer maior quantidade de informacdo sobre os valores genéticos dos animais
(ZETOUNI, 2013).

Vérias pesquisas foram realizadas na tentativa de identificar marcadores
moleculares associados a producdo do leite de bufalas (MITRA, 1998; REN, 2011,
COSENZA, 2009;), embora estudos com o gene da leptina de bufalos sédo pouco

encontrados na literatura. O gene da leptina, por exemplo, foi descoberto atraves de



estudos com camundongos obesos, estéreis e deficientes em leptina (ZHANG,
1994), e tem sido considerado como gene candidato para associacdo com
caracteristicas quantitativas de interesse econdémico em diversas espécies de
animais domeésticos, como deposi¢do de gordura na carcaca (BUCHANAN, 2002),
balanco energético, producédo de leite, peso vivo e fertilidade (LIEFERS, 2002), entre
outras.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo verificar a existéncia do
polimorfismo LEP-1620 (A/G) em bufalas da raca murrah e suas possiveis

correlagdes com producéo leiteira.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bufalos (Bubalus bubalis)

Os bufalos sao classificados taxonomicamente na ordem Artiodactyla, sub-
ordem Ruminantia, familia Bovidae, subfamilia Bovinae e género Bubalus. O género
Bubalus esta dividido em dois grandes grupos: os Bubalus bubalis bubalis, com
namero de cromossomos igual a 2n = 50, conhecidos como bufalos de rio (river
buffalos) e Bubalus bubalis kerebau, com niamero de cromossomos igual a 2n = 48,
sendo estes conhecidos como bufalos do pantano (swamp buffalos) (CARROLL,
1988).

A espécie bubalina é considerada pela Organizacdo das Nac¢des Unidas para
Alimentagdo (FAO) como o animal doméstico mais docil do planeta quando
domesticados, podendo também adaptar-se a todas as latitudes e longitudes, nas
mais variadas condi¢cdes climaticas, do frio da Europa Oriental aos desertos da
Africa, nas regides tropicais da Amazonia, nos sertdes nordestinos e nas diferentes
altitudes, desde as planicies as areas montanhosas (FAO, 200; SILVA ,2003).

Estes animais sdo versateis sob condi¢cbes pastejo extensivo e por terem
essa caracteristica de serem criados nas mais diversas condi¢cfes climaticas, muitas
vezes, apresentam-se como uma alternativa para o aproveitamento de areas da
propriedade, as quais 0s bovinos nao se adaptam. A preferéncia por regides
alagadas ou &reas pantanosas € bastante peculiar para a espécie; isto ocorre
porque os bufalos possuem um menor nimero de glandulas sudoriparas em relacédo
aos bovinos e sua pele escura apresenta uma espessa camada de epiderme,
fazendo com gque eles sejam menos eficientes na termorregulacdo corporea. Assim,
eles procuram a agua para se refrescarem e para se protegerem do ataque de
insetos e parasitos, motivo pelo qual, segundo Thomas (2004), o Bubalus bubalis
também é chamado de bufalo aquatico (DAMASCENA, 2010).

No Brasil, as ragcas de bufalos mais comumente encontradas sao
Mediterraneo, Murrah, Jafarabadi, sendo estes bufalos encontrados em rio e
Carabao, bufalo de pantanos (Figura 1).

A raca Mediterrdneo é oriunda da italiana, sendo animais que podem ser
aproveitados tanto na producgao leiteira quanto no aproveitamento de sua carne.

Apresentam porte médio e sdo medianamente compactos. Devido a sua origem,



esses animais sdo também conhecidos como bufalo preto ou italiano, importado em
diversas épocas, da Italia para llha de Maraj6 e, em seguida, para diversos pontos
do Pais. Possui uma aparéncia que se assemelha tanto a raca Murrah quanto a
Jafarabadi, possuindo também uma pelagem preta. O padrao da raca Mediterraneo,
no Brasil, de acordo com a ABCB (Associacao Brasileira de criadores de bufalos), é:
cabeca na posicao fronto-nasal, com perfil craniano convexo e chanfro de retilineo a
sub-concavo. As fémeas possuem um peso de aproximadamente 550 kg e os
machos 750 kg. Apresentam pelagem com forte correlacdo entre a cor dos pelos e
da pele em todo o corpo, sendo pretos os pelos e a pele. A cor preta estende-se
também aos chifres, cascos, espelho nasal e mucosas aparentes. E uma raca de
dupla aptidao (leite e carne), embora os mediterraneos brasileiros sejam utilizados
para a producao de carne. (ABCB, 2014)

Jafarabadi € uma raca Indiana, Originaria da Floresta de Gir, peninsula
Kathiavar, € a raca menos compacta e de maior porte que existe no mundo, com
chifres mais longos, caidos e voltados para cima de espessura menor, com uma
curvatura longa e harménica. Segundo a ABCB a raca € padronizada da seguinte
forma: a cabecga tem posicdo fronto-nasal, com perfil craniano ultra convexo e
chanfro de retilineo a sub-convexo. Seus Chifres sédo longos, fortes e grossos, de
secdo ovalada ou triangular, dirigidos para tras e para baixo, com curvatura final
para cima e para dentro, em harmonia com o perfil craniano. O peso médio é de 500
a 1.200 Kg nos machos (as vezes até 1.500 kg) e nas fémeas de 450 a 900 kg. A
pelagem possui forte correlagdo entre a cor dos pelos e da pele em todo o corpo,
sendo pretos os pelos e a pele. (ABCB, 2014)

A raca Carabao € de origem ltaliana. E a Unica adaptada as regides
pantanosas, estando concentrada na ilha de Maraj6, no Pard; originaria do norte das
Filipinas. Apresenta pelagem mais clara, cabeca triangular, chifres grandes e
pontiagudos, voltados para cima, porte médio, medianamente compactos e dupla
aptidao. (DAMASCENA, 2010).
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Figura 1- As quatro racas bubalinas mais comuns no Brasil.

Fonte: http://www.reproducao.ufc.br/bubalinos.pdf

2.2 Raca Murrah

No Brasil a raga Murrah (MU) tem uma distribuicdo uniforme por diversas
regides, principalmente nos sistemas de criagdo mais intensivos e/ou controlados,
adaptados ao habito mais calmo desses animais. O nome Murrah vem do Hindu e
significa caracol, sendo este termo referente ao formato espiralado dos chifres nesta
raga. (MANO FILHO, 1985)

Esta racga foi padronizada no Brasil pela ABCB sendo descritos da seguinte
forma: cabeca na posicdo fronto-nasal, com perfil craniano retilineo ou levemente
sub-convexo e chanfro de retilineo a sub-céncavo. O peso médio dos machos é de
450 a 900 kg e as fémeas na faixa de 350 até 700 kg. A pelagem tem forte
correlacéo entre a cor dos pélos e da pele em todo o corpo, sendo pretos os pelos e
a pele. A coloracdo preta estende-se também aos chifres, cascos, espelho nasal e
mucosas aparentes. A vassoura da cauda é branca, preta ou, ainda, mesclada. A
raca Murrah, nos rebanhos mais fechados, apresenta-se com a morfologia corporal
“‘melhor acabada” em conformagdo com pouca variabilidade de forma. (ABCB,
2014)
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Os primeiros rebanhos bubalinos dessa raca, no Brasil tiveram uma base
genética bastante estreita, o que € demonstrado pelas poucas importacdes
realizadas, contudo, em muitos casos, foi ampliada pela introducdo de genes da
raca Mediterraneo, que confere uma variabilidade que muitas vezes é observada na
conformacdo corporal desses animais, caracterizando-se como uma variedade
distinta. Quando fechado, o conjunto génico Murrah apresenta muitos problemas
congeénitos tais como: atresias, paralizacdes, espasmos, dentre outros, resultado da
endogamia, sendo reflexo direto da pouca variabilidade existente na base genética
do rebanho Murrah brasileiro. Algumas novas introdugcdes, denominadas de “nova
opg¢ao”, aumentaram esta base e, consequentemente, a variabilidade da raca. No
entanto, ndo se conhece a procedéncia desses germoplasma, dificultando uma
andalise mais profunda e concreta das geragfes futuras. Para que os efeitos de um
trabalho de melhoramento sejam sentidos, deve-se efetuar rigorosa selecédo dentro
do grupo genético que esta sendo trabalhado, principalmente pelo uso de animais
com menor grau de parentesco possivel. (ABCB, 2014)

Apesar da raga Murrah ser criada sem problemas em sistemas extensivos e
de conviver tranquilamente em ambientes naturais, esta é mais adaptada aos
sistemas com maior controle de pastagens cultivadas em terra firme e de boa
qualidade, para maior aproveitamento de sua aptidao leiteira. Tal fato é facilitado
pelo temperamento docil dos animais. (LOURENCO, 2000)

2.3 A Bubalinocultura no Brasil e no Mundo

O Bufalo doméstico (Bubalus bubalis) é um animal originario da india, pais do
continente asiatico, com localizacao geogréfica entre os paralelos 2° Sul e 31° Norte
e da linha equatorial, o qual abrangem zonas Tropical e Temperada. Por
consequéncia de sua origem, os bufalos se adaptam bem a todas as condicfes
climaticas e geoldgicas tipicas destas regibes (Campanile e Balestrine, 2002). Sua
domesticacdo se deu entre os anos 2500 e 1400 a.c., o que denota em uma longa
histéria de relacdo com o homem. Desde entdo, a criacdo de bubalinos se espalhou
pelo mundo, gerando fontes de alimentag&o de alto valor bioldgico, como leite, carne
e forca de trabalho, principalmente para populacdes de paises pobres e em
desenvolvimento (COCKRILL, 1984).
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A bubalinocultura vem crescendo em todo o mundo e ocupa um papel
significativo na producdo de alimento nos paises em desenvolvimento, localizados
em sua maioria nas areas tropicais. Assumem também um relevante papel no
desenvolvimento social e econdémico na india, Paquisto, Filipinas, Vietnam, Malasia
e Tailandia, encontrando-se, dessa forma, em significativa expansdo em muitos
paises do mundo (BORGHESE, 2005).

A populacéo de bufalos no mundo totaliza 200 milhées de animais, que estao
distribuidos geograficamente na seguinte propor¢éo; 190 milhdes na Asia (97,2%),
3,8 milhdes na Africa (1,95%), 1,3 milhdes (0,66 %) na América, 380.527 na Uni&o
Européia (0.19 %) e 210 na Oceania (0.0) (FAO, 2014).

No continente asiatico, 0os paises que apresentam a bubalinocultura de forma
expressiva séo india, Paquistdo e China. Assim como o Brasil, estes séo paises que
estdo em crescente neste contexto, sendo assim, a bubalinocultura surge como uma
atividade promissora, embora ainda com uso de pouca tecnologia. (VILELA e
SANTINI 2010)

Baseado no documento “Bubalinocultura na india”, produzido pela Camara de
Comércio Industria e Agropecuéria india-Brasil, na india, a criacdo bubalina pode ser
aproveitada nas mais diversas atividades econdmicas. Um dos setores de maior
relevancia é o leiteiro. Considerando que, 55% do leite produzido advém de bufalas,
se concentrando particularmente na regido nordeste do pais. As racas mais
conhecidas por producdo de leite no pais sao Murrah, Nili-Ravi, Jafarabadi,
Mehsana e Surti. Das 45 milhdes de toneladas de leite bubalino produzidas na
regido Asia/Pacifico, 30 milhdes de toneladas (cerca de 70%) sdo produzidas na
india. (BASTIANETTO,2009)

A criacdo de bufalos com a finalidade de utiliza-los para producao de carne,
também é bastante significativa na india. Segundo dados da FAO, entre os anos de
1980 e 2000 o total de animais abatidos para utilizagdo de sua carne quase que
dobrou (aumentando de 66.299,600 para 106.239,000 cabecas). Cerca de 20% da
populacdo de bufalos € produzida para este fim. Uma grande parte da carne
produzida na india é destinada a exportaces, tendo em vista as restricdes ao
consumo de carne na sociedade. A india exporta mais de 500.000 MT (1MT = 1000
Kg) de carne em geral. Desse total, 288.027 MT foram destinados a exportacdo de
carne bubalina em 2001, sendo o pais o0 quinto maior exportador mundial do

produto. Dentre os maiores importadores da carne bubalina indiana estdo Maléasia,
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Filipinas, Emirados Arabes Unidos, Egito, Jordania, llhas Mauricio, dentre outros
(BASTIANETTO et al,2009).

Na Africa, o Egito possui 0 maior rebanho de bufalos sendo ele de 3,8 milhdes
de cabecas, ja na Europa e Italia destacam-se com 365 mil cabegas (FAO, 2014).

No continente Americano, mais especificamente na América do sul, o Brasil é
possuidor do maior rebanho bubalino, seguido pela Venezuela, Argentina e
Colbmbia, sendo esta uma atividade recente no Brasil. (VALLE, 1999; VILELA E
SANTINI, 2010)

Esses animais chegaram ao Brasil, pela ilha de Marajo, estado do Para, no
século XIX, advindos da Asia, Europa (ltdlia) e Caribe de forma desordenada e
depois se expandiram para todas as regides e territdrios nacionais. Citacbes
bibliograficas e documentos histdricos relatam a introducao de bubalinos no territério
brasileiro tanto por meio da importacéo oficial de animais com origem e capacidade
produtiva reconhecida, quanto através de animais, sobreviventes ao naufragio de
embarcacdes que transportavam escravos da Africa para as Guianas, na América
Central. Esses animais tinham sua capacidade produtiva desconhecida e eram
transportados nos porbes das embarcagdes. As poucas referéncias que tratam da
introducdo da espécie bubalina no Brasil, citam um numero total de 500 animais.
(BASTIANETTO, 2009; TONHATI, 1999; MIRANDA, 1986; FONSECA, 1986). Esses
animais foram introduzidos inicialmente no Brasil apenas por constituirem uma
espécie exotica. Mas, apds alguns anos foram observadas boas caracteristicas
desse rebanho, tais como adaptacdo e tolerancia ambiental, elevada fertilidade e
baixo indice de mortalidade entre outras (BERNARDES, 2009; BASTIANETTO,
2009).

O Brasil possui o maior rebanho de bufalos da América (LAZZARI,2010; FAO,
2014) com aproximadamente 1.277.200 cabecas (2012) dados da FAO (2014). A
criacdo de bubalinos estad presente em todas as regides do Brasil, contudo de
acordo com os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, a maior
representatividade desse rebanho encontra-se nas regides Norte e Nordeste do
pais, particularmente nos estados do Para (38%), Amapa (18,4%) e no Maranhao
(6,5%). Entre 2010 e 2011, foi observado um aumento de 7,8% na populacdo de
bubalina no Brasil, com destaques para o crescimento nas Regides Norte (8,9%),
Sudeste (8,8%) e Centro-Oeste (22,6%) e reducdes de 4,6% nas Regides Nordeste

e 4,2% na Regido Sul. (figura-2). Contudo, pode-se observar um crescimento da
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bulbalinocultura no Brasil, e consequentemente para a producdo de leite e carne

destes animais 0 que s6 vem a acrescentar ao agronegocio brasileiro (IBGE, 2011).

Figura 2 - Representacdo gréfica do efetivo de bubalinos segundo as grandes regides do
Brasil.

Bufalos no Brasil 2010/2011

M %cabecgas/2010 ™ %cabecas/2011

63,56 64,21

10,17 9,84 10,33 10,42 10,48 9,31

5,47 6,22

MNorte MNordeste Sudeste Sul Centro-Oeste

Fonte: Adaptado do IBGE

O aumento da populacdo bubalina no Brasil esta diretamente relacionado a
algumas peculiaridades do leite destes individuos em relacdo ao das demais
espécies domésticas. Os bufalos sdo economicamente superiores aos zebuinos,
pois cada litro de leite produzido apresenta um custo reduzido, quando comparado
ao dos bovinos, devido ao fato de serem bastante rusticos (VERRUMA-BERNARDI,
2006). O leite bubalino possui elevados niveis de sélidos totais, gordura, proteina,
calcio e fésforo presentes, que aumentam o rendimento na elaboracdo de queijos,
produtos fermentados, leite em pd, manteiga, doce de leite e sorvete (FAO, 1991).

As propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas do leite de bufala possuem
uma superioridade nutricional do mesmo em relacdo ao leite bovino,
independentemente do fator ambiental envolvido. Tanto o leite quanto a carne
bubalina possuem em sua composicdo quimica, percentuais de nutrientes que
atendem as exigéncias estabelecidas para o consumo humano (MALHADO, 2005).
Os bufalos sdo animais que possuem um melhor aproveitamento das forragens e
resisténcia as mais diversas doencas (NASCIMENTO e CARVALHO, 1993), além de
vantagens relacionadas a longa vida produtiva e reprodutiva dentro do rebanho
(MALHADO, 2008).

Huhn e colaboradores (1986) afirmaram que o leite de bufala possui 33%

menos colesterol, 48% a mais de proteina, 59% de calcio e 47% de fésforo do que o
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leite bovino. Sousa (2002) afirmaram ainda que o rendimento industrial do leite
bubalino é 40% superior ao leite bovino, sendo de extrema importancia no total
aproveitamento da fabricacdo de derivados lacteos. (LIRA, 2009), revelaram que o
soro de leite de bufala apresentou teores médios de proteina, gordura e lactose
acima das meédias encontradas no soro de leite de vaca. Verruma-Bernardi et al.
(2006) tracaram um Mapa Interno da Preferéncia entre seis iogurtes produzidos com
leite de vaca e bufala e verificaram a preferéncia pelo iogurte de leite de bufala em
100% dos consumidores entrevistados. Apesar da importancia nutricional e funcional
de todos os constituintes do leite, Madalena (2000) os componentes gordura e
proteina sdo considerados de maior valor econémico dentro dos programas de

pagamento de leite por qualidade.

2.4 Leite de bufala

A producao mais importante da bubalinocultura €, sem duavida, a leiteira, que
varia segundo o pais e regido. Na india, por exemplo, sdo relatadas, producées
diarias de 7-8 Kg, em lactacbes com duracdo de 285 dias. Na Bulgéaria, véarios
rebanhos apresentam médias diarias de producdo de aproximadamente 12 kg. No
Brasil, temos a recordista nacional de producao de leite, a bdfala Limeira, com a
marca de 4654 kg na segunda da lactacdo (RUSSO, 1986).

O leite de bufala apresentam caracteristicas muito proprias e que permitem
sua facil identificacdo sob o ponto de vista fisico-quimico e organoléptico. Possui
acentuadas diferencas em relacdo ao leite de vaca e estas se manifestam desde o
colostro, com um sabor caracteristico, ligeiramente adocicado e a sua coloragédo €
branco opaco, devido a auséncia quase total de pigmentos de caroteno (pro-
vitamina A), em sua gordura (BENEVIDES, 1998).

E na qualidade do leite bubalino que realmente reside sua maior vantagem.
Quando comparado com leite, apresentando, deste modo, menos agua e mais
matéria seca, possuindo maiores teores de proteinas, gorduras e minerais.
Entretanto, é aproveitamento industrial que esta sua grande importancia, por
proporcionar produtos lacteos de alta qualidade comparados ao leite bovino, como,
por exemplo, mozarela e iogurte. Seu rendimento industrial € consideravel,
chegando, comparativamente, a levar vantagem sobre o rendimento do leite bovino
em mais de 40% (Nader Filho, 1984).



16

Os bubalinos exibem produtividade leiteira economicamente superior aos
zebuinos. Isto €, cada litro de leite € produzido a menor custo, ndo s por apresentar
freqientemente maior producdo por animal, maior numeros de fémeas em lactacéo
por ano, mas também evidenciar, sobretudo, rusticidade extraordinaria, aproveitando
melhor forragem de qualidade inferior e resistindo as mais adversas condicdes
climaticas, com marcante resisténcia as doencas (NASCIMENTO E CARVALHO,
1993).

Para um bom aproveitamento e sele¢édo de um rebanho que fornegca o melhor
leite, estudos genéticos em qualidade de leite em bovinos procuram relacionar
polimorfismos genéticos com a qualidade do leite, porém, poucos trabalhos desse
tipo foram feitos com bufalos (ZETOUNI, 2013).

2.5 Polimorfismo Genético

Os seres humanos séo praticamente idénticos no nivel genético, e o conjunto
completo de genes e outros aspectos da sequéncia do DNA s&o essencialmente os
mesmos. Quando se compara o DNA de dois individuos, encontra-se uma
semelhanca de aproximadamente 99,5% e suas diferencas sdo chamadas de
polimorfismo (GOLDSTEIN, 2005). Polimorfismos sdo definidos como variantes
genéticas que estdo presentes na populacdo em uma freqiéncia maior que 1%,
variantes de sequéncia de DNA gue estdo presentes em uma freqiéncia menor que
1% na populacdo sdo chamados de mutacdes (SCHAFER, 1998). Quando
pequenas regides do DNA apresentam polimorfismo entre individuos de uma mesma
espécie e estes podem ser relacionadas as variacfes fenotipicas de caracteristicas
guantitativas de interesse econdmico, sdo chamados de marcadores moleculares
(HAYWARD, 1994).

Marcadores moleculares associados a estudos de genética molecular, além
do melhoramento genético tradicional, sdo ferramentas que podem ser utilizadas
para auxiliar a selecdo de animais que possuem uma caracteristica de interesse
econbmico, através do estudo de polimorfismos em genes que determinam tal
caracteristica. O uso de marcadores moleculares permite que o potencial genético
de um animal seja determinado com maior precisdo, antes mesmo da expressao do
seu fenotipo. Diversas técnicas de biologia molecular estdo disponiveis para

deteccdo de variabilidade genética ao nivel de sequéncia de DNA, ou seja, para a
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deteccdo de polimorfismo genético. Estas técnicas permitem a obtencdo de um
namero ilimitado de marcadores moleculares ao longo de todo o genoma dos seres
estudados. Através da utilizacdo de enzimas de restricdo, foi desenvolvida a técnica
de andlise de Polimorfismos do Comprimento do Fragmento de RestricAo de DNA
(Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP), e o desenvolvimento do
processo de amplificacdo em cadeia utilizando a enzima DNA polimerase (Reacao
em Cadeia da Polimerase, ou Polimerase Chain Restriction — PCR) levou a
descricéo 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 e GRATTAPAGLIA,
1998).

Tem-se dado muita importancia aos estudos de recursos genéticos em
animais domeésticos. No entanto, a populacdo bubalina é pouco caracterizada no
Brasil, apesar estes animais desempenharem um papel socioecondmico de
destaque para as populacdes das regides que os utilizam como fonte subsisténcia
(ZETONE,2013).

Entretanto, diferentemente do que acontece com os rebanhos bovinos, néo
ocorrem intensos programas de conservacao e de melhoramento genético nacionais
de bubalinos no sentido de promover uma maior producao de leite e fabricacdo de
derivados lacteos (MALHADO, 2008). Nesta contexo, ainda sdo escassas as
publicacdes que envolvem tanto marcadores quimicos, quanto genéticos para
bubalinos no Brasil (ZETOUNI, 2013).

Desta forma, para promover avancos no campo da genética que, visem
melhoria na producéo leiteira, pesquisas no ramo da biologia molecular tém
possibilitado realizar a identificacio e o mapeamento dos genes da leptina,
responsaveis por caracterizar um melhor rebanho para producéo leiteira, facilitando,
a selecdo baseada na caracterizacdo genotipica desejada (REGITANO e
COUTINHO, 2001).

2.6 Leptina

Durante muito tempo o0s cientistas buscaram um possivel mensageiro

(hormonal ou metabdlico) que sinalizaria ao cérebro e outros tecidos o estado das
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reservas energéticas do corpo. Este sinal permitiria mudancas apropriadas no
consumo de alimento, no gasto de energia e na participacdo dos nutrientes para
manter o balanco energético. A teoria de que existia um fator circulante controlando
0 consumo alimentar foi evidenciada nos experimentos de parabiose entre dois
camundongos geneticamente obesos, nos quais 0s sistemas circulatérios de
camundongos obesos e magros foram cirurgicamente unidos. Assim, houve troca de
1% de fluxo sanguineo entre os camundongos. Os resultados indicaram que o
aumento da massa gordurosa produziu um fator circulante, o qual, em contato com o
camundongo magro, atuou induzindo a saciedade (HERVEY, 1959; COLEMAN,
1973).

Com essas descobertas, nas quais foram utilizados recursos de biotecnologia,
Zang e outros (1994) identificaram e caracterizaram 0 gene obese (OB) de
camundongo e o seu homénimo em humano. Em seguida, o gene da obesidade,
também conhecido como gene da leptina, foi clonado em outras espécies como
ratos (ZHANG, 1994) e bovinos (JI, 1998).

A leptina (do grego “leptos” que significa delgado (DIO et al., 2002)) é uma
proteina de 16 kDa (quilodaltons) produto do gene “ob”. Possui uma cadeia
polipeptidica inicial com 167 aminoacidos, dos quais 0s primeiros 21 aminoacidos
representam uma sequéncia sinalizadora que é descartada antes que a proteina
madura seja secretada na circulagdo sanguinea, sendo esta uma proteina
secretada, produzida quase que exclusivamente, no tecido adiposo (ZHANG ,1994;
TERMAN, 2005). Pequenas quantidades dessa proteina foram encontradas na
glandula mamaria (CASABIELL, 1997), no musculo esquelético (WANG, 2002), na
hipéfise (JIN; ZHAN; BURGUERA, 2000).

A leptina madura é monomérica com duas cisteinas formando uma ligacao
dissulfidica intramolecular (ZHANG, 1994). E secretada pela célula adiposa em
resposta ao aumento da massa gordurosa e age no hipotalamo ventro-medial, onde
diminui a biossintese e a secrecdo do neuropeptidio Y (NPY), reconhecido como
mais potente modulador do apetite (DIO, 2002).

Estudos demonstram que a leptina esta envolvida no controle do apetite e na
modulacdo da secrec¢do da insulina pelo pancreas (SALMAN, 2007). Em uma agéo
autocrina, exerce um efeito inibitorio sobre a captacdo de glicose estimulada pela
insulina, reduz a lipogénese e estimula a lipdlise no tecido adiposo. De maneira

enddcrina, estimula a captacao de glicose e a sintese de glicogénio pelas células do
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tecido muscular, além de acelerar a taxa de oxidacao de acidos graxos neste tecido
(CEDDIA, 1999).

Este horménio funciona como “fator de saciedade”, controlando o peso
corporal por meio de um sistema feedback e mantendo a estabilidade da massa de
gordura corporal. A inani¢do, por exemplo, leva ao decréscimo da proteina que, em
resposta, cria um estado de balanco energético positivo, no qual a ingestdo de
alimentos excede o0 gasto de energia. JA 0 aumento na adiposidade ao um
incremento nos niveis de leptina e um estado de balango energético negativo, sendo
assim, o gasto de energia excede a ingestdao alimentar (FRIEDMAN, 1997). A
concentracdo de leptina no plasma diminui rapida e profundamente como resultado
da privacdo alimentar e balanco energético negativo (BARB, 2001).

O gene da leptina bovina é composto de trés éxons e dois introns,
correspondendo em torno de 18,9 kb (quilobase) do genoma. O primeiro e o
segundo intron tém cerca de 14 e 1,7 kb, respectivamente. A organizacdo éxon-
intron desse gene é altamente conservada entre as espécies (SALMAN, 2007),
sendo que a sequéncia dos ovinos € cerca de 95,6; 92,8; 88,2; 83,6 e 82% idéntica a
dos bovinos, suinos, humanos, ratos e camundongos, respectivamente (KUMAR,
1998).

Alguns SNPs foram observados no gene da leptina bovina, sendo eles LEP-
2470, LEP-1457, LEP-1238 e LEP-963, os quais foram associados a composi¢ao do
leite, dificuldade do parto, duragcédo da gestacao, taxa de mortalidade perinatal, entre
outras (GILBLIN,2010).

A leptina esta envolvida com 0s mecanismos que regulam a ingestdo e o
metabolismo energético, prevenindo a deposicdo excessiva de gordura corporal,
regulacdo homeostatica da ingestédo de alimentos, funcdo imunoldgica, reparticdo de
energia e producdo de leite (LIEFERS, 2005; CHILLIARD, 2001). Age como um
barédmetro corporal, criando um critico e forte elo entre homeostase energética,
apetite e reproducédo (FAROOQI e O'RAHILLY, 2009; BLUHER e MANTZOROS,
2007). Como as concentracdes de leptina sdo bastante influenciadas pela massa de
tecido adiposo (HOUSEKNECHT, 1998), a leptina é vista como uma molécula
sinalizadora que liga o estado nutricional as func¢des reprodutivas (ZIEBA, 2005).
Autores demonstraram que uma quantidade adequada de leptina circulante se faz
necessaria para atingir da puberdade (CUNNINGHAM, 1999).
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Os niveis plasméaticos de leptina sdo afetados, principalmente, pelo nivel de
gordura corporal e pelo balanco energético (BLOCK, 2001). A reducdo das
concentracbes plasmaticas de leptina age como um sinal para que o0 cérebro
conserve energia através da diminuicdo de funcdes reprodutivas e imunoldgicas,
pois as mesmas nao Sao essenciais para sobrevivéncia a curto prazo
(HOUSEKNECHT, 1998), fazendo com que o organismo utilize a energia disponivel
em funcdes essenciais para a sobrevivéncia.

Alguns autores demonstraram que uma das principais fun¢des da leptina € a
de ajudar os animais a adaptarem-se a periodos de subnutricdo, pois essa proteina
€ a principal reguladora do armazenamento, equilibrio e uso da energia disponivel
pelo organismo (CEDDIA et al.,1998; CHILLIARD et al 2005).

Entre 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 especificas para estudar a expressao génica e as variacfes plasmaticas
encontradas nesses animais (INGVARTSEN e BOISCLAIR, 2001). O gene LEP,
localizado no cromossomo autossdmico 4 de Bos taurus, é o responsavel pela
codificacdo da leptina (LAGONIGRO, 2003). Como esse horménio esta envolvido
com o consumo alimentar, particionamento de energia e com o metabolismo das
vacas, a leptina pode, consequentemente, afetar caracteristicas como producéo de
leite (LIEFERS, 2002), balanco energético (BUCHANAN, 2003) e reproducéo
(SILVA, 2002). Mutacbes nos genes que codificam a leptina ou em seus receptores
sao responsaveis por obesidade, infertilidade e resisténcia a insulina em roedores e
humanos (HOUSEKNECHT e PORTOCARRERO, 1998). O estudo da leptina e a
associacdo de seus polimorfismos a caracteristicas importantes para a producao,
como uma melhor qualidade de carne e leite, tém sido de grande importancia para
programas de melhoramento genético (ZETOUNI, 2013).

Em gado leiteiro, os diferentes polimorfismos encontrados foram associados a
inimeras caracteristicas de interesse econdmico, como balanco energético,
producdo de leite, peso vivo e fertilidade (LIEFERS, 2002), consumo de matéria
seca (BANOS, 2008), consumo de racdo (NKRUMAH, 2005; LAGONIGRO, 2003;
LIEFERS, 2002) e concentracbes séricas de leptina (LIEFERS, 2003). CHEBEL
(2008) constataram, uma associagdo entre SNPs localizados na regido codificadora
do gene da leptina com saude e lactacdo de vacas leiteiras. VAN DER LENDE
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(2005) descobriram diferentes SNPs associados a caracteristicas como producao e
composicdo do leite e concentracdes de leptina circulante no periodo final da
gestacado. Além disso, variacbes na concentracao de leptina durante a gestacéao, sédo
afetadas por polimorfismos encontrados no gene LEPR (receptor da leptina)
(LIEFERS, 2004), localizado no cromossomo 3, sugerindo possiveis associagfes
desse ultimo com caracteristicas produtivas ligadas a leptina.

Em suinos, ROBERT (1998) observaram que os polimorfismos no gene da
leptina estavam associados com animais magros. Por sua vez HARDGE (1998)
observaram correlagcéo estatisticamente significativa entre o polimorfismo detectado
por RFLP com a enzima de restricdo Hinfl no gene da leptina com a relagdo carne/
gordura e com a espessura de gordura em uma populacao de 560 suinos.

O SNP LEP-1620 (A/G) (GenBank y11369), localizado na posicdo 70 do
intron 2 do gene da leptina (LIEN,1997), foi relacionado positivamente ao peso a
desmame em bovinos da raca Nelore (SOUZA, 2010), Porém, estudos que
relacionam esse polimorfismo com caracteristicas de producéo leiteira em bubalinos
nao foram encontradas na literatura.

Por ser um gene que é amplamente associado a caracteristicas de interesse
para a producédo, faz-se necessario o seu estudo do gene da leptina na espécie
bubalina, a fim de encontrar possiveis associacdes entre polimorfismos e
caracteristicas produtivas como um auxilio para o melhoramento genético dessa

espécie.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a existéncia do polimorfismo LEP 1620 (A/G) no gene que codifica
o hormdnio da leptina em bufalas e suas possiveis associacbes com a producao

leiteira na regido nordeste do Brasil (Pernambuco e Alagoas)

2.2 Objetivos especificos

e Determinar o polimorfismo LEP 1620 (A/G) na posicéo 70 do intron 2, do gene
da leptina;

e Estimar a frequéncia dos polimorfismos na populagdo em estudo;

e Correlacionar o polimorfismo no gene da leptina com a producéo leiteira das

bufalas.
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Analise do polimorfismo no gene da leptina em budfalas da raca murrah nos estados de
Pernambuco e Alagoas e na relagcdo com a producdo leiteira.

Analysis of polymorphism in gene in leptin murrah buffaloes in member of Pernambuco and
Alagoas and relationship with milk production.

Autores: Luciana Costa, Manoel Adrido Gosmes Filho, Ericka Queiroz, Maria de Mascena
Diniz Maia, Jamilly Lopes, Nadia Martinez e Alina Mitat

RESUMO - O polimorfismo genético LEP 1620 (A/G), localizado no intron 2 do gene da
leptina, tem sido associado com caracteristicas como percentagem de gordura e de proteina e
outras caracteristicas de producédo de leite em bovinos. Contudo, estudos que relacionem este
polimorfismo com caracteristicas da producdo em bubalinos sdo poucos. Sendo assim,
objetivou-se no presente estudo, identificar a presenca do polimorfismo LEP 1620 (A/G) no
gene gue codifica o hormdnio da leptina em bdfalas e suas possiveis associacdes com a
producdo leiteira na regido Nordeste do Brasil. Foram coletas amostras de sangue de 139
bufalas da raca murrah nos estados de Pernambuco e Alagoas. de duas fazendas nos estados
de Pernambuco e Alagoas , e ap0s a extracdo de DNA essas amostras foram genotipadas pela
técnica PCR-RFLP, como resultado disto foram encontrados os genétipos AA, AG, GG.
Sendo que o gendtipo AG associado a uma maior producdo de leite para a fazenda do Estado
Alagoas (p<0,05), quando comparada com a fazenda do estado de Pernambuco. Porém, os
gendtipos apresentados neste estudo, ndo foram associados as varidveis analisadas para dias
de lactacdo e producdo média diaria.

Palavras chaves — bubalino, gene da leptina, leite, polimorfismo.
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ABSTRACT- The genetic polymorphism LEP 1620 (A / G) located in intron 2 of the leptin
gene has been strongly associated with characteristics such as percentage of fat and protein
and other milk yield characteristics in cattle. However, studies that relate this polymorphism
with production traits in buffalo are few reported. Thus, the aim of this study was to identify
the presence of LEP 1620 polymorphism (A / G) in the gene encoding the hormone leptin in
buffaloes and their possible association with milk production in Northeastern Brazil. Blood
samples were collected from 139 buffaloes breed murrah from two farms in the Pernambuco
and Alagoas . After DNA extraction the samples were genotyped by PCR-RFLP technique.
The AA, AG, GG genotypes were found. However, the AG genotype was associated with a
higher milk production for the farm A, compared to farm F. Key words — buffalo, leptin
gene, polymorphism, milk.

INTRODUCAO

A populacdo de bufalos no mundo estd estimada em 200 milhGes de animais. Com
relacdo ao Brasil, este possui 0 maior rebanho de bufalos da América com aproximadamente
1.277.200 cabecas (LAZZARI,2010; FAO,2014). A maior representatividade desse rebanho
encontra-se nas regides Norte e Nordeste do Pais, nos estados do Para (38%), Amapa (18,4%)
e no Maranhdo (6,5%). Dados de 2010 e 2011 mostram um aumento de 7,8% na populacdo de
bubalina (IBGE, 2011).

O setor mais importante da bubalinocultura é, sem ddvida, a de leite, que varia
segundo o pais e regido; no Brasil a producdo aumentou de 725,45 + 228,81 kg (TONHATI et
al., 1988) para 1.638 + 652 kg (HURTADO-LUGO et al., 2011). Além disso, os bubalinos
apresentam produtividade leiteira economicamente superior aos zebuinos, sendo, cada litro de

leite é produzido a menor custo. Além disso, os bufalos apresentam rusticidade extraordinaria,
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melhor aproveitamento de forragem com qualidade inferior, grande resisténcia a doencas e as
mais adversas condi¢Oes climéticas. (BENEVIDES, 1998).

Para um bom aproveitamento e selecdo de um rebanho que forneca um leite de melhor
qualidade, estudos em bovinos, procuram relacionar polimorfismos genéticos com a qualidade
de producéao do leite. Poréem, poucos trabalhos desse tipo sdo feitos com bufalos (ZETOUNI,
2013). Marcadores moleculares associados ao estudo da genética molecular, além do
melhoramento genético tradicional, séo ferramentas que podem ser utilizadas para auxiliar a
selecdo de animais que possuem uma caracteristica de interesse econdmico, atraves do estudo
de polimorfismos em genes que determinam tal caracteristica. Neste sentido, pesquisas foram
desenvolvidas com o intuito de identificar marcadores moleculares associados a componentes
do leite em bdfalas (REN et al., 2009; COSENZA et al., 2009), bem como associados a
producdo de leite em bovinos e bubalinos (LARA, 2011; ZETOUNI et al., 2013).

A leptina (do grego “leptos” que significa delgado (DIO et al., 2002) é uma proteina
de 16 kDa (quilodaltons) produto do gene ob, possui uma cadeia polipeptidica inicial com 167
aminoacidos, dos quais 0s primeiros 21 aminoacidos representam uma sequéncia sinalizadora
que é descartada antes que a proteina madura seja liberada na circulacdo sanguinea, sendo esta
uma proteina secretada e produzida, quase que exclusivamente, no tecido adiposo (ZHANG
,1994; TERMAN, 2005). Estd envolvida com os mecanismos que regulam a ingestdo e o
metabolismo energético, prevenindo a deposicdo de gordura corporal, regulacdo homeostéatica
da ingestdo de alimentos, funcdo imunoldgica, reparticdo de energia e producdo de leite
(LIEFERS et al., 2005; CHILLIARD et al., 2001).

O polimorfismo genético LEP 1620 (A/G), localizado na posi¢do 70 do intron 2 do
gene da leptina, foi positivamente associado a porcentagem de gordura e proteina do leite de

bufalas (ZETOUNI et al., 2012) e com peso ao desmame em bovinos da raga Nelore (SOUZA
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et al., 2009). No entanto, estudos que relacionem o este polimorfismo com caracteristicas de
producdo em bubalinos séo bastante escassos na literatura.

Assim, o objetivo do presente estudo foi identificar o polimorfismo LEP 1620 (A/G)
no gene que codifica o hormonio da leptina em bufalas e suas possiveis correlacdo com a
producdo leiteira em duas cidades na regido nordeste do Brasil.
MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizadas 139 bdfalas da raca Murrah, clinicamente sadias, criadas de maneira
semi-intensiva, pertencentes a duas fazendas na regido nordeste do Brasil, uma no estado de
Pernambuco, e a outra no estado de Alagoas.
Coleta do Material Biologico e processamento das amostras

Foram coletados 5 ml de sangue total (tubos para coleta de sangue a vacuo) de bufalas,
pela veia coccigea dos 139 animais . As amostras de sangue foram acondicionadas em isopor
e encaminhadas ao Laboratério de Fisiologia Animal Molecular Aplicada (FAMA) do
Departamento de Morfologia e fisiologia animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE)
Extracdo de DNA e genotipagem das amostras

A extracdo do DNA do sangue total foi realizada através do método Fenol clorofémio

modificado por Maniatis et al., (1989).

As amostras de DNA extraidas foram submetidas a técnica de PCR para amplificacdo
da regido localizada na posi¢do 70 do intron 2. As sequéncias dos primers utilizados foram:
(LEP 1) 5°- GTC TGG AGG CAA AGG GCA GAG T -3’ ¢ (LEP 2) 5’- CCA CCA CCT

CTG TGG AGT AG -3’, descritas por LIEN et al. (1997).
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As solucdes mix para a PCR (MultiGene — Labnet®) foram preparadas com um
volume final de 20 pL, contendo 3 puLL de DNA (100 ng), 1 uL de cada primer (15 pM), 5 uL
de 4gua gsp e 10 uL de Go Taq® Green Master Mix (Promega).

Para a amplificacdo da regido de interesse, foi utilizado a seguinte clicagem: 94°C por
5 minutos; 94°C por 15 segundos, 58°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto (35 ciclos);
seguido de extensdo final a 72°C por 4 minutos. Apds o ciclo de amplificacdes, as amostras
ficaram armazenadas a 4°C.

Para a realizacdo da PCR-RFLP, utilizou-se uma mistura contendo 10 pL do produto
de PCR, 0,5 pL da enzima de restri¢do BsaAl, 0,5 puL do tampao da enzima 10X e 8,0 uL de
agua, em um volume final de 19 pL. As amostras foram submetidas a 37°C por 3 horas, para a
digestdo do fragmento. Em seguida, foram coradas com Blue Green Loauding Dye (LGC
biotecnologia) e submetidas a eletroforese em gel de agarose (3%), por aproximadamente 90
minutos, a 110 V.

Os produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (3 %) e
visualizados em luz ultravioleta, onde foi possivel identificar trés gendtipos diferentes: AA
(522pb), AG (522, 441 e 81ph) e GG (441 e 81pbh).

Descricdo das variaveis do estudo

No presente estudo foram analisados os dados de producao leiteira de bufalas de duas
fazendas na regido nordeste do Brasil, Pernambuco e Alagoas, tais como: producdo Leiteira,
na qual foi considerada a ultima lactacdo dos animais entre os periodos de junho de 2013 a
junho de 2014, dias de lactacdo (quantos dias as bufalas passaram produzindo leite, na
referida lactagdo) e média diaria de lactacdo (calculada dividindo a producdo leiteira pelos
dias em que os animais passaram em lactacdo). Outras variaveis também foram observadas

durante o estudo como pico da producdo, nimero de lactacGes, peso ao nascer e peso ao
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desmame dos animais. Os dados foram retirados do Programa Prodap Profissional GP,
cedidos pelos proprietarios das fazendas.

Analises estatisticas

As analises foram realizadas no software SPSS (Statistical Package for the Social Science),
versdo 21. Adotou-se margem de erro 5% para significancia (p<0,05). Os resultados foram
expressos em percentuais, medias e desvio-padrdo. Empregou-se teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov, para analisar se a distribuicéo era paramétrica e ndo paramétrica.
Testes de comparacdo e andlise de variancia também foram feitos.

RESULTADOS DE DISCUSSAO

O gene da leptina foi amplificado em todas as 139 amostras, obtendo-se fragmentos de
522pb.

As andlises das frequéncias genotipicas para o polimorfismo LEP 1620 do gene da
leptina dos animais das fazendas de Pernambuco e Alagoas, assim como, dos animais
formando um unico grupo (Grupo total) é mostrada na tabela 1, onde se observou um maior
percentual do genédtipo AG nas duas situacdes (53,8% na fazenda do estado de Pernambuco,
45,2 na fazenda do estado de Alagoas e 50,4% no grupo total). Esses dados corroboram com
os encontrados por AZARI et al (2012) nas trés populacdes por eles estudadas para o
polimorfismo no gene LEP 1620 da Leptina em vacas da raca Holandesa, bovino nativo
(Mazandarani) e bufalos, onde foi obtido, a maior frequéncia para o gendtipo heterozigoto
AG. Dados também encontrados por Zetouni et al (2013) para uma populacédo de budfalas de
Jabuticabal/ S&o Paulo. Entretanto, no presente estudo, ndo se comprova diferenca
significativa entre as fazendas em relagdo a distribuicdo genotipica (p > 0,05).

Quando foram analisadas as possiveis associaces existentes entre 0s genotipos e as

varidveis do estudo (producdo leiteira, dias de lactacdo e producdo média diéria), por
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gendtipo, independente da fazenda, verificou-se que as médias de producéo leiteira e dias de
lactacdo foram mais elevadas entre os animais que apresentavam o genétipo GG e menos
elevadas nos que apresentavam gendtipo AG. Contudo esta diferenca ndo foi estatisticamente
significativa (p=0,093) (Tabela 2). Estes dados ndo estdo de acordo com os dados
encontrados por ZETOUNI et al. (2013), que estudando o mesmo polimorfismo em bufalas,
observou que o gendtipo AA apresentou uma maior média de producéo de leite. Ao analisar a
variavel producdo média diaria, observou-se que 0s animais com genotipo AA tiveram a
maior média (média= 5,62). Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os genotipos
para as trés variaveis (p> 0,05), conforme os resultados apresentados (Tabela 2). Estas
diferencas entre os estudos podem ser justificadas por diferentes razdes, como, por exemplo,
as diferentes frequéncias dos gendtipos entre as populacbes estudadas, ou mesmo devido a
interacdo entre gendtipo e ambiente.

A comparacdo entre as fazendas por tipo de gendtipo para as variaveis, producdo
leiteira e dias de lactacdo (tabela 3), demonstrou que as media de producédo leiteira foram mais
elevadas nos animais da fazenda Alagoas (médias para os gendtipos AA, GA, GG
respectivamente 2.090,80; 2.229,25; 2.218,56), do que na Pernambuco (médias para 0s
gendtipos AA, GA, GG respectivamente 1.624,57; 1.434,28; 1.734,90) para cada um dos
gendtipos estudados, enquanto que na variavel dias de lactacdo, quase todas as médias foram
mais elevadas na fazenda Pernambuco (médias para os gendétipos AA, GA, GG foram
respectivamente 294,71; 276,27; 309,59) do que na Alagoas ( médias para 0s gendtipos AA,
GA, GG foram respectivamente 266,90; 277,30; 293,44 ). Entretanto, a Unica diferenga
significativa (p<0,05) ocorreu na variavel producdo leiteira, através do teste de comparacdes

maultiplas para os genétipos AG (p=0,001) e GG (p=0,017).
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Mesmo a fazenda do estado de Pernambuco possuindo animais com médias de dias de
lactacdo um pouco mais elevadas do que a fazenda Alagoas, esta Ultima possui uma maior
producdo leiteira. 1sso pode ser justificado pela forma com a qual é feito o manejo dos
animais nas fazendas.

De acordo com PETERS et al (2008), ocorre influéncia do manejo em relacdo a
producdo do leite. Eles concluiram que o estresse no manejo aversivo provoca a diminuicao
da producéo e para atender as necessidades do bem estar animal é necessario que 0 manejo do
produtor seja de otima qualidade. Por isso, a aquisicdo de conhecimentos por parte dos
produtores/tratadores, adocdo de novas tecnologias, melhoria na qualidade do manejo,
priorizando o bem estar animal garantem a qualidade na producdo (JACINTO, 2011;
COUTO, 2012).

As fazendas dos estados de Pernambuco e Alagoas apresentaram dados em comum,
entretanto a fazenda de Pernambuco, apresentou outras variaveis, como pico de producéo,
peso ao nascer e peso ao desmame. Nesse caso, ndo encontramos diferencas significativas
entre essas variaveis e 0s genotipos estudados . SOUZA et al, 2009 estudando bovinos da raca
Nelore, encontraram associacdo entre 0 SNP LEP 1620 (A/G) com o0 peso ao nascer. As
diferencas encontradas entre os estudos podem ser justificada pela diferenca entre as espécies.
CONCLUSAO

Diante do exposto, concluiu-se que bufalos da raca Murrah apresentam polimorfismo da
leptina, com predominancia do gendtipo AG, porém sem relacBes significativas com as
varidveis de producdo estudadas. Nesse estudo pode-se observar também, que o polimorfismo
da leptina, somente os genotipos AG e GG determinam maior producdo de leite, quando

associados a boas préaticas de manejo em detrimento de estabelecimento sem essa condicao. Isto
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provavelmente se deve a adogcdo de novas tecnologias, melhoria na qualidade do manejo,
priorizando o bem estar animal o que pode garantir uma melhor producao leiteira das bufalas.
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Tabela 1 — Distribuicdo genotipica do polimorfismo do gene da leptina 1620 (A/G) em bufalas
da raca Murrah de duas fazendas da regido nordeste de Brasil (Pernambuco - PE e Alagoas -

AL).
Fazenda
Genotipo PE AL Grupo total Valor de p
N % N % N %
1) —
AA 18 231 11 180 29 209 P 7=0240
1) —
AG 42 538 28 452 70 504 PT=0224
1) —
GG 18 231 22 361 40 288 P =0068
Total 78 100 61 1000 139 100

(1): Através do teste Qui-quadrado de Pearson.
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Tabela 2 — Analise das variaveis de lactacéo relacionados com polimorfismo no gene da leptina
1620 (A/G) em bufalas de raca Murrah em de duas fazendas da regido nordeste de Brasil (
Pernambuco e Alagoas) (n=139)

Genotipos
Variavel AA AG GG Valor de p
Média + DP Média + DP Média + DP
(Mediana) (Mediana) (Mediana)

o=
Produgo leiteira (1) 1.803,89 + 628,02 1.694,93 + 546,78 1.969,41+594,12 p*’=0,093

(1.708,90) (1.577,40) (1.875,00)
Dias de lactacio 284,41 + 74,40 276,61 + 63,05 301,76 + 70,36 p® = 0,214
(Dias)
(271,00) (269,00) (294,00)
2) —
Producdo média diaria 562+2,54 540£2,65 5,44+ 2,92 p =0,786
(5,47) (5,60) (5,60)

(1): Através do teste F (ANOVA).
(2): Através do teste de Kruskal-Wallis.
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Tabela 3 — Andlise entre as varidveis: quantidade de lactacdo e dias de lactagdo com o

polimorfismo no gene da leptina entre bdfalas de ragca Murrah duas fazendas do Nordeste do

Brasil (Pernambuco — PE e Alagoas — AL).

Fazendas
Variavel Gendtipo PE AL Valor de p
Média + DP Média + DP
(Mediana) (Mediana)
1) —
Produgao leiteira AA 1.624,57 +501,91  2.090,80 + 726,02  p¥ = 0,060
(1.595,22) (2.096,50)
GA 1.434,28 362,45  2.229,25+469,46 p¥<0,001*
(1.398,97) (2.190,00)
GG 1.734,90 + 505,30 2.218,56 +593,41 p@=0,017*
(1.803,14) (2.118,00)
Dias de lactacdo AA 294,71 +79,16 266,90 + 65,63 p® = 0,227
(Dias)
(277,00) (240,50)
GA 276,27 + 70,10 277,30 + 46,99 p® = 0,953
(269,00) (268,50)
GG 309,59 + 72,98 293,44 + 68,83 p? =0,519
(294,00) (289,50)

(*): Diferenca significativa a 5,0%.

(1): Atraves do teste de Mann-Whitney. (2): Através do teste t-Student com variancias

iguais.
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Tabela 4 — Andlise das variaveis: pico da producdo, peso ao nascer na fazenda e peso ao desmame

na fazenda de Pernambuco por genétipo.

Genotipo
Variavel AA AG GG Valor de p
Meédia £ DP Meédia £ DP Média £ DP
(Mediana) (Mediana) (Mediana)

Pico da producéo 1.020,89 + 419,75 928,05 +298,82 987,61 +257,73 p“=0,873
(L
(988,50) (913,00) (960,00)
Peso ao nascer (kg) 78,63 £ 96,91 82,95 + 122,93 4522+3421 p@=0,084
(39,00) (40,00) (36,50)
Peso no desmame 558,61 + 54,69 547,64 +6493  559,06+7289 p®=0,382
(kg)
(541,00) (565,00) (580,00)

(*): Diferenca significativa a 5%.

(1): Através do teste F (ANOVA) com comparacdes de Tukey.

(2): Através do teste de Kruskal-Wallis.

Obs. Se as letras entre paréntesis sdo distintas comprova-se diferencas significativas entre os

genotipos correspondentes.



