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RESUMO: As ragas zebuinas entraram no Brasil principalmente no século passado atravées de
importa¢des do continente indiano. Com a chegada do gado zebu, o rebanho nacional sofreu
profunda modificacdo pelo processo de cruzamento absorvente e foi sendo gradativamente
“azebuado” com a utilizacdo de touros das racas zebuinas. Com isso, criou-se um polimorfismo
guanto a origem do DNA mitocondrial (mtDNA) nos animais zebuinos visto grande parte serem
oriundos de cruzamentos absorventes a partir de vacas taurinas. Para verificacdo da origem
materna das matrizes do rebanho Gir Leiteiro da APTA, Mococa foram analisadas 60 fémeas
sendo que, 33 apresentaram mtDNA de origem Bos taurus enquanto 27 apresentaram mtDNA de
origem Bos indicus . Nenhum animal apresentou os dois genétipos, comprovando assim a ausén-
cia de heteroplasmia para este marcador.
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CHARACTERIZATION OF A DAIRY GYR HERD WITH RESPECT TO ITS MITOCHONDRIAL
DNA (mt DNA) ORIGIN

ABSTRACT: The Zebu breeds were introduced in Brazil mainly in the last century by imports
from the Indian subcontinent. When the Zebu cattle arrived, the national herd suffered a
significative change by backcrossing the national cows of taurine origin with Zebu sires. These
processes created a polymorphism in the mitochondrial DNA (mtDNA) in the Zebu animals with
are in a major part derived from backcrossing and sharing mtDNA of taurine origin. To verify the
maternal origin of cows belonging to the Dairy Gyr herd of APTA, Mococa 60 females were
analyzed and 33 presented mtDNA from Bos taurus origin and 27 presented mtDNA from Bos
indicus origin. None of these animals presented patterns of both mtDNA origins, indicating
absence of heteroplasmy for these mitochondrial genotypes.
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INTRODUCAO

No Brasil, o rebanho bovino foi formado original-
mente pelo gado de origem taurina trazido da Penin-
sula Ibérica na época da colonizacdo. Com a entrada
do gado zebuino, grande parte do rebanho nacional
passou por um processo de substituicao através de
cruzamentos absorventes com touros zebuinos (SAn-
TiIaco, 1986). Diferentemente do DNA nuclear, o
mtDNA é herdado de maneira quase exclusiva pela
linhagem materna em mamiferos (GiLes et al, 1980); e
como a maioria dos animais zebuinos trazidos nas
importa¢6es eram machos (MacNagosco, 1997), os pro-
dutos resultantes do processo de cruzamentos absor-
ventes por touros zebuinos nas vacas de origem
taurina nacional, conservaram ao longo do tempo e
com o passar das geragdes o mtDNA de origem
taurina. Este processo foi confirmado por MEeIreLLEs et
al (1999) que identificaram 79; 73 e 100% dos animais
analisados das racas Nelore, Gir e Brahman puros de
origem, respectivamente, como portadores de mtDNA
de origem Bos taurus.

O DNA mitocondrial (mtDNA\) esta localizado na
membrana interna da mitocondria, organela presen-
te no citoplasma das células eucariotas, cuja princi-
pal fun¢do ¢ a fosforilagdo oxidativa. O estudo do
mMtDNA, por ser este transmitido apenas através da
linhagem materna, permite distinguir a origem da li-
nhagem.

Vérios trabalhos tém sido realizados em popula-
¢Oes bovinas de leite e corte procurando evidenciar a
heranca mitocondrial como fonte de varia¢do genéti-
ca para caracteristicas de importancia econémica,
porém os resultados ainda séo controversos. Enquan-
to alguns autores encontraram influéncia significati-
va da heranca mitocondrial (RoucHsebce et al, 1999,
SCHNITZENLEHNER € Esst, 1999), outros concluiram que
este efeito é negligenciavel (ALBuQUERQUE et al, 1998,
RoraTo et al, 1999, Mezzapra et al, 2005).

A raca Gir entrou no Brasil provavelmente no ano
de 1906, porém as importa¢des mais importantes acon-
teceram em 1930, 1960 e 1962 com grande contribui-
¢éo para a formacéo do pool génico da raga nos dias
atuais. A raca é nativa da india onde é explorada para
leite e é predominante na regido da peninsula de
Kathiawar (SanTiaco, 1986). No Brasil a raca foi utili-
zada inicialmente paracorte, porém a selecdo visan-
do a producao de leite foi iniciada ja na década de
1930. Nos dias atuais, a raca Gir é utilizada princi-
palmente para producéo de leite, embora haja um gru-

po de criadores que a utilizem também para produ-
¢éo de carne.

O rebanho Gir Leiteiro da Estacdo Experimental
de Zootecnia de Ribeirdo Preto, do Instituto de
Zootecnia (atual Polo Regional Centro Leste) foi for-
mado no inicio da década de 1960 por 50 matrizes
registradas e pelo reprodutor Xopoto, oriundo do re-
banho da Fazenda Experimental Getalio Vargas
(EPAMIG). Este rebanho foi mantido sob selecéo lei-
teirano referido Polo até 1998, quando foi deslocado
para o Polo de Pindamonhangaba e o programa de
selecdo interrompido. A partir do ano de 2006 o reba-
nho foi transferido para o Polo Regional do Nordeste
Paulista, APTA, Mococa, SP, onde esti sendo
reestruturado visando a retomada do programa de
melhoramento genético para fins de producéo de lei-
te.

O objetivo deste trabalho foi analisar a origem ma-
terna de matrizes Gir Leiteiro pertencentes ao reba-
nho leiteiro do Polo Regional do Nordeste Paulista,
APTA, SP.

MATERIAL E METODOS
Extracdo do DNA

Foram utilizadas 60 fémeas da racga Gir Leiteiro
pertencentes ao rebanho da APTA, Mococa. Foram
coletados 5 mL de sangue periférico em tubos a va-
cuo, contendo 54 pL. de EDTA e mantidos sob refrige-
racéo até serem processados. A extracdo do DNA foi
realizada a partir de 1 mL de sangue como descrito
por SamBrook € RusseL (2001). As hemaécias foram
lisadas com uma solugdo de Lise de Hemécias
(12mMTris-HCL pH 8.2;0,32M Sacarose; 5mM EDTA
e 1% de Triton 100X) e os glébulos brancos foram di-
geridos com proteinase K por 3 horas. As proteinas
foram entdo precipitadas com solugdo de NaCl 5M e
0 sobrenadante transferido para outro tubo. O DNA
total foi precipitado com adicéo de 3 volumes de etanol
absoluto, desidratado e rediluido em 50 uL. de H,O
ultrafiltrada.

DNA Mitocondrial (IMtDNA)

A amplificacdo do mtDNA foi realizada utilizan-
do-se os primers BosmtF15"- cccaacgaggaaaatatacc-
3" e BosmtR1 5 -aaccgcaaacaacctcttce-3’, sintetizados
para amplificar uma regido do gene ND5 do genoma
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mitocondrial dos nucleotideos 11.770 ao 12.525 de
acordo com ANDersoN et al (1982). Para a reagdo de
PCR utilizaram-se 100ng de DNA para uma reacao
de 50uL, em condic¢oes de tampao determinadas pelo
fabricante, 200 uM de dATP; dTTP; dCTP; Dgtp; 1,25U
de Taqg DNA polimerase e 0,2uM de cada
oligonucleotideo iniciador (primer) em 35 ciclos de
30 segundos a 94°C, 45 segundos a 58 °C e 45 segun-
dosa72°C. O mtDNA amplificado foi entdo digerido
com a enzima de restricdo Hind Ill, corado com
Brometo de etideo e submetido a eletroforese em gel
deagarose 1,5% em TBE 1X.

O mtDNA foi analisado e, de acordo com a pre-
senca ou auséncia do sitio de restricdo daenzimaHind
I11, os individuos foram classificados como portado-
res de mtDNA de B. taurus ou portadores de mtDNA
deB. indicus.

Bos Bos
indicus

taurus

406 pb
349 pb

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 60 fémeas analisadas, 33 (55%) apre-
sentaram mtDNA de origem Bos taurus enquanto 27
(45%) apresentaram mtDNA de origem Bos indicus .
Nenhum animal apresentou os dois genétipos, com-
provando assim a auséncia de heteroplasmia para
este marcador no rebanho estudado.

Na Figura 1 s&o mostrados os fragmentos de DNA
mitocondrial amplificados por PCR e digeridos com
aenzimade restricdo Hind 111, corados com brometo
de etideo e vizualizados em gel de agarose 1,5 de
animais com mtDNA Bos indicus e com mtDNA Bos
taurus.

Figura 1. Fragmentos de DNA mitocondrial amplificados por PCR e digeridos com a enzima de restri¢do Hind IlI,
corados com brometo de etideo e vizualizados em gel de agarose 1,5%. As duas primeiras linhas mostram
mtDNA amplificado de animais previamente conhecidos; linhas 1, 2, 3 e 5 mostram animais com mtDNA
Bos indicus; linhas 4 e 6 mostram animais com mtDNA Bos taurus

A presenca de 55% de matrizes com mtDNA de
origem taurina corrobora com a hipétese do rebanho
zebuino nacional ter sido formado principalmente
através do cruzamento absorvente de touros zebus
em fémeas de origem taurina. MeireLLEs et al. (1999)
apresentaram resultados semelhantes, encontrando,

em média, 58% de animais das racas Gir e Nelore com
mtDNA de origem taurina. No referido trabalho, os
autores relataram ainda que 25% dos animais POI
(puros de origem importada) de ambas as ragas tam-
bém apresentaram mtDNA de origem taurina, o que
pode refletir erros de pedigree desses animais. Nos
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animais da raca Brahman (23 animais), os autores
encontraram 100% dos animais com mtDNA de ori-
gem taurina e também reportaram a auséncia de ani-
mais com os dois gendtipos de mtDNA.

Vérios estudos tém sido realizados no intuito de
se verificar a existéncia de efeito da linhagem mater-
naem caracteristicas de importéncia econdmica tan-
to em gado de leite quanto em gado de corte. Embora
os resultados ainda sejam controversos, alguns acha-
dos séo bastante interessantes. BoeTtcHer et al (1996)
concluiram que o efeito citoplasmatico esta mais as-
sociado com_acomposicdo do leite do que com o vo-
lume. Os autores argumentam que agordura € o com-
ponente com maior densidade energética no leite e
gue praticamente toda energia proveniente dos ali-
mentos é transformada em ATP nas mitocondrias.
Sendo assim, seria bastante racional se esperar uma
relacdo mais forte entre gordura, energia do leite e
mtDNA.

ScHuLTz et al (1993) agruparam vacas leiteiras da
raca Holandesa em linhagens maternas de acordo com
sequéncias especificas de mtDNA e observaram que
os grupos diferiram significativamente para produ-
cdo e porcentagem de gordura e para a quantidade de
energia estimada no leite.

Biase et al, (2008) estudando polimorfismos no
mtDNA em animais da raca Nelore, concluiram que
0os mesmos afetam caracteristicas ponderais e que
podem ser uma fonte de variagdo genética em caracte-
risticas quantitativas. Os autores comentaram ainda
gue o efeito da variacdo do genoma do mtDNA na
producéo de leite e carne pode ser uma consequiéncia
de alteracgdes de rotas metabolicas ou de energia dis-
ponivel para produgdo de leite e desenvolvimento do
tecido muscular.

CONCLUSOES

Existe no rebanho Gir Leiteiro da APTA, Mococa
polimorfismo quanto a origem do mtDNA , sendo que
55% das matrizes séo de origem Bos taurus, o que au-
xilia na comprovacgdo da tese de que o rebanho
zebuino nacional tém na sua formacgdo importante
influéncia de cruzamentos absorventes de touros
zebuinos em matrizes de origem taurina.

Estudos necessitam ser realizados para identifi-
cacéo de possivel influéncia do mtDNA em caracte-
risticas de producao de leite na raga Gir.
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