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Apresentacao

As racas naturalizadas brasileiras, também denominadas de locais ou
crioulas, sao descendentes dos animais ibéricos, trazidas pelos espanhdis e
portugueses na época da colonizacdo da América. Com o passar do tempo,
elas foram evoluindo, adaptando-se as condicoes ambientais encontradas
nos mais diferentes habitats. No final do séc XIX e inicio do séc XX, racas
consideradas exdticas foram introduzidas no Brasil e, por cruzamentos
absorventes, foram causando erosao genética e uma rapida substituicao
das racas locais. Apesar de as racas locais apresentarem niveis mais baixos
de producao que as racas exdticas, elas sdo muito mais habeis para sobre-
viver e reproduzir em certos ambientes hostis, locais onde foram natural-
mente selecionadas durante séculos.

Nos paises desenvolvidos, por meio de selecdes e aplicacoes de modernas
tecnologias, surgiram racas altamente produtivas que vém substituindo as
locais. Dessa forma, é importante a conservacao genética das caracteristi-
cas desses bovinos, uma vez que sao eles que deverao fornecer dados e
subsidios para o melhoramento genético animal. Ademais, contribuirdo para
evitar que o material genético dessas racas ameacadas de extincao seja
perdido.

O grande interesse no estudo do cromossomo Y e do DNA mitocondrial é
que ambos sao indicadores de ancestralidade paterna e materna, respecti-
vamente. O cromossomo Y também é um valioso recurso na reproducao



animal, j& que nele estao presentes genes importantes para a fertilidade dos
bovinos.

No Brasil, a citogenética bovina tem sido utilizada mais especificamente
para racas exoéticas, podendo ser também usada em pesquisas sobre
caracterizacao genética de animais brasileiros, contribuindo de forma
significativa para o estudo potencial dessas racas nos seus préprios
habitats, bem como para a sua conservacao ou preservacao em bancos de
germoplasma.

Portanto, é com satisfacdo que a Embrapa Cerrados apresenta essa
publicacao para a sociedade brasileira com o objetivo de contribuir com a
ciéncia animal, enfocando a utilizacao e a aplicacao da citogenética e da
andlise molecular do cromossomo Y em bovinos.

Roberto Teixeira Alves
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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Caracterizacao Genética
de Bovinos por meio de
Estudos do Cromossomo
Y e do DNA Mitocondrial

Wilham Jorge

Erica Cunha Issa

Fabiana Tavares Pires de Souza Sereno
José Robson Bezerra Sereno

Introducéao

Nos mamiferos, o mecanismo de determinacao do sexo é do tipo XX/XY,
sendo nos machos o sexo heterogamético, com um cromossomo Y muito
pequeno, heterocromatico, com poucos genes ativos e, em grande parte,
consistindo em seqiéncias altamente repetitivas de DNA nao codificantes.
Entretanto, o cromossomo Y contém genes importantes para a determina-
¢ao do sexo e para a espermatogénese.

O cromossomo Y e o DNA mitocondrial (mtDNA) apresentam algumas
propriedades genéticas em comum. Eles sdao herdados de apenas um dos
pais: o cromossomo Y é transmitido pelo espermatozéide paterno apenas
para filhos homens, e o DNA mitocondrial é transmitido pelo évulo materno
para filhos e filhas. Ademais, ndo sofrem recombinacao, a excecao das
regides pseudo-autossdmicas (PARs) do cromossomo Y, sendo transmitidos
as geracoes seguintes em blocos de genes denominados haplétipos. Os
haplétipos permanecem inalterados até que ocorra uma mutacéao. Tais
mutacoes ocorridas durante a evolucao humana geraram variacoes
(polimorfismos) dos haplétipos que servem como marcadores de linhagem.
A maior parte (mais de 90%) do cromossomo Y humano nao sofre
recombinacao, portanto, os haplétipos sao transmitidos inalterados de pai
para filho por geracoes e geracoes (PENA, 2000).
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O cromossomo Y do género Bos e particularmente das subespécies Bos
taurus taurus e Bos taurus indicus apresentam consideravel polimorfismo. A
primeira possui duas morfologias para esse cromossomo: submetacéntrico e
metacéntrico e a segunda, apenas o cromossomo Y acrocéntrico. Ademais,
tém sido relatadas diferencas de tamanho do cromossomo Y entre racas,
com variacao de tamanho equivalente entre o 22° e 26° pares de
autossomos (HALNAN: WATSON, 1982).

A caracterizacao morfoldgica, padroes de bandamento e a sua possivel
associacao com caracteristicas morfoldgicas, como presenca de cupim ou
giba, bem como os estudos realizados com DNA mitocondrial, sdo muito
promissores para a caracterizacao genética de bovinos. Had também grande
interesse em encontrar no cromossomo Y algum fator que provoque a
infertilidade dos bovinos, tal como genes que, quando ausentes, levem a
azoospermia (auséncia de células espermaticas no ejaculado).

Ainda existem muitas racas de bovinos, principalmente as chamadas racas
nacionais ou naturalizadas, que foram introduzidas na época do descobri-
mento do Brasil hd mais de 500 anos que ainda ndo possuem cariétipo
estudado, como é o caso das racas: Pantaneira, Crioulo Lageano, Mocho
Nacional e Junqueira. O estudo do cromossomo Y de cada uma delas torna-
se necessario para o estabelecimento de estratégias de conservacao in situ,
em razao nao s6 do polimorfismo, mas também da possibilidade de verifica-
cao da ancestralidade dessas racas que possuem genes promissores de
adaptacao a cada regiao onde foram criadas, como caracteristicas Unicas
de rusticidade, prolificidade, resisténcia a endo e a ectoparasitas e doencas
distintas das regides brasileiras. A caracterizacao citogenética desses
bovinos pode fornecer dados e subsidios importantes para o melhoramento
genético animal. Pode contribuir também para identificacao precisa de cada
raca nos dias atuais em face das duas subespécies de bovinos existentes.

O estudo de caracterizacao genética dos bovinos ocupa, na atualidade, um
lugar de destaque, considerando a importancia desses animais como fonte
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de alimentos para a humanidade, além de eles representarem imensa
populacdo de mamiferos da face da terra. Por sua vez, constitui uma
espécie que se caracteriza por sofrer rearranjos no seu cariétipo pelo
processo de translocacao robertsoniana, de facil identificacao citolégica e
com efeitos na reproducao, como acontece com a translocacao dos
autossomos 1 e 29. (Vide detalhes ao longo do texto).

Sistematica do género Bos

Para a classificagao sistematica do género Bos, foi utilizado o trabalho de
Walker (1975). Apesar de esse autor ter proposto nova sistematica do
género em 1999, optou-se por utilizar a classificacdo de 1975, consideran-
do que a grande maioria das bibliografias referidas neste trabalho usou a
classificacao de 1975.

Classe: Mammalia

Ordem: Artiodactyla

Subordem: Ruminantia

Familia: Bovidae

Género: Bos

Espécie: Bos primigenius (extinto) — nome comum: Aurochs
Bos taurus — nome comum: gado Europeu

Bos indicus — nome comum: gado Indiano (Zebu)
Bos grunniens — nome comum: Yak

Bos gaurus — nome comum: Gaur

Bos frontalis — nome comum: Gayal

Bos banteng — nome comum: Bali

Bos sauveli — nome comum: Kouprey

Segundo Machugh (1996), o Yak pertence ao género Poephagus e nao ao
género Bos como relata Walker (1975). Ademais, o Gayal é a espécie
domesticada do Gaur. De acordo com esse autor, a classificacdo segue a

Figura 1.

11
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Group Genus Wild species Domesticated
species
Bo_s taurus
taurine breeds
Bos indicus
Bos primigenius B zcbu breeds
aurochs (extinct)
| | Bos [Bibos] banteng .| Bos [Bibos] banteng
(wild banteng) " (Bali cattle)
Bos
Péephagus | — Bos [Bl-bOS] gaurus > Bos [_Bibos] frontalis
(wild gaur) (Mithan cattle)
| | Bos [Bibos] sauveli
(kouprey)
Bovini —
- Péephagus mutus | Péephagus grunniens
——Pbephagus— (yak) ”| (domesticated yak)
Bison bison
(American bison)
—— Bision
Bison bonasus
(European bison)

Figura 1. Espécies domésticas e selvagens dentro do grupo Bovini.

Fonte: Machugh (1 .
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- Bos primigenius ou Aurochs

De acordo com Epstein e Mason (1984), todo gado doméstico foi originado
do Bos primigenius, que foi extinto em 1627, na Pol6nia (Figura. 2). Entre-
tanto, Machugh (1996) afirma que somente as espécies domésticas Bos
taurus e Bos indicus foram originadas desse animal selvagem.

Figura 2. Bos primigenius ou Aurochs.

Fonte: http://www.prehistory.com/bosprimi.htm

O centro original da evolucdo desse animal foi a Asia, de onde se espalhou
pela Europa e Africa durante o Pleistosceno. Existem trés subespécies do

B. primigenius: a asiatica (B. p. namadicus), a européia (B. p. primigenius) e
a norte-africana (B. p. opisthonomus). Essas trés subespécies ou racas eram
diferenciadas somente pelo tamanho do corpo e pela forma do chifre,
entretanto, atualmente, essa divisdo considera um pouco mais a area
geografica Epstein e Mason (1984) (Eigura. 3). Ademais, tais animais nao
apresentam cupim e nem barbela desenvolvida.
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Bos primigenius primigenius

‘v

Bos primigenius namodicus

Figura 3. Distribuicdo das trés subespécies de Aurochs.

Fonte: Machugh (1996).

- Bos grunniens ou Yak

O Yak caracteriza-se pela presenca de cauda densa e pélos longos (Eigura
4). Vive em altas montanhas da Asia Central e especialmente na peninsula do
Tibet, em nimero de 12,7 milhdes. Embora o Yak selvagem seja oficialmente
protegido na China, sua quantidade e sua larga distribuicdo tém diminuido
drasticamente devido & caca indiscriminada. E adaptado ao frio, tolerando
temperaturas de -40 a -50 °C (NOWAK, 1999).
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Segundo Machugh (1996) o Yak é considerado como um género separado
do Bos, o género Péephagus (Figura 1). Linneu nomeou o Yak doméstico de
Bos grunniens em virtude dos seus grunhidos (BONNEMAIRE, 1984). Esse
animal nao apresenta cupim e o cromossomo Y é submetacéntrico
(MACHUGH, 1996) e, segundo Loftus et al., (1994a), o mtDNA é de Bos
taurus indicus.

Figura 4. Bos grunniens ou Yak.

Fonte: http://www.saudeanimal.com.br/iaque_print.htm

- Bos gaurus ou Gaur

Essa espécie (Figura 5) ainda é encontrada em éareas escassas da india na
Indochina e na Peninsula de Malay. O nimero total restante é estimado em
aproximadamente 1000 (NOWAK, 1999). Segundo Machugh (1996), essa
espécie selvagem deu origem a espécie doméstica Bos (Bibos) frontalis, o
gado Mithan. Possui cupim, mtDNA de Bos taurus indicus (LOFTUS et al.,
1994a) e o cromossomo Y é submetacéntrico (MACHUGH, 1996).

15
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.y
L 8F N

Figura 5. Bos gaurus ou Gaur.
Fonte: http://www.csew.com/cattletag/Cattle % 20Website/
FactSheets/Gaur/gaur.htm

- Bos frontalis ou Gayal

Os termos “Gayal” ou “Mithum” sdo usados para se referirem aos bovinos
domesticados das regides montanhosas do leste da india, Blangadesh e
Burma (SIMOONS, 1984) (Eigura 6). Em Inglés, o nome “Mithan” é mais
comum. A designacéao Bos frontalis € comumente usada para o Mithan que,
as vezes, é chamado de Bos gaurus frontalis e, para quem acredita que
Bibos seja um subgénero de Bos, Bos (Bibos) frontalis (SIMOONS, 1984;
MACHUGH, 1996).

Existem trés hipdteses em relacao a origem do Mithum. A primeira é que
ele seja a forma doméstica do Gaur (SIMOONS, 1984; MACHUGH, 1996),
embora existam vaérias caracteristicas diferentes entre eles. O Mithum
apresenta chifre e forma de cranio (cabeca) diferentes do Gaur, além de
serem animais menores. A segunda hipétese é que ele seja um hibrido
resultante do cruzamento de touro Gaur com vaca Zebu. A terceira é que
ele seja descendente de um bovino Indiano selvagem que esté extinto. O
cromossomo Y é submetacéntrico (MACHUGH, 1996) e nao ha relato de
estudos do DNA mitocondrial.
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Figura 6. Bos frontalis ou Gayal.

Fonte: http://www.arkive.org/species/GES/mammals/Bos_frontalis/

- Bos banteng ou Bali

Bali é a forma domesticada do Banteng, Bos javanicus (Figura 7). E sindnimo
de Bos banteng e Bos sondaicus. Embora o Bali seja muito similar ao gado em
caracteristicas gerais, ele é classificado com o Gaur e o Kouprey no subgéne-
ro Bibos, Bos (Bibos) banteng (ROLLINSON, 1984; MACHUGH, 1996).

Figura 7. Bos banteng ou Bali.

Fonte: http://www.csew.com/cattletag/Cattle % 20Website/
Fact_Sheets/Banteng/banteng.htm
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Segundo (ROLLINSON, 1984), a literatura australiana refere-se a esse
animal como gado Banteng. Eles desapareceram em varias dreas por causa

dos danos causados ao seu habitat pela expansao da populacao humana,
caca, comércio e hibridacdo, com a transmissao de doencas de gado
doméstico. Estima-se que 1,5 milhdo de Banteng doméstico seja usado para
o trabalho e sdo animais excelentes na producédo de carne. O Banteng
existe principalmente na Indonésia.

O cromossomo Y é submetacéntrico (HALNAN: WATSON, 1982;
MACHUGH, 1996) e o DNA mitocondrial é de Bos taurus indicus (LOFTUS
etal., 1994).

- Bos sauveli ou Kouprey

E uma espécie em franco declinio, com o nimero total estimado em 1000
individuos em 1940, 500 em 1951 e 100 em 1969. Acredita-se que ja
podem estar extintos (IUCN, 1972). E nativo do Camboja (Indochina) e
habita planicies cobertas por pastagens interrompidas por florestas. Nao héa
relatos de cariotipagem ou anélises de DNA mitocondrial. Segundo
Machugh (1996), nao existe a espécie doméstica desse animal (Figura 8).

Figura 8. Bos sauveli ou
Kouprey.

Fonte: http://
www.csew.com/cattletag/
Cattle%20Website/
Fact_Sheets/Kouprey/
kouprey.htm
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Critérios para classificacao dos
bovinos em Taurus e Indicus

A nomenclatura classica de Linneu distingue a existéncia de duas espécies
do género Bos: Bos indicus (com cupim — Figura 9) e Bos taurus (sem cupim
— Figura 10) (MANWELL; BAKER, 1980 citado por MEIRELLES et al.
1999). Entretanto, a completa interfertilidade entre indicus e taurus levou
varios autores a considerar as duas como subespécies (EPSTEIN: MASON
1984; PAYNE, 1991). Segundo Moraes (1978), a inexisténcia de
isolamento reprodutivo e a producao de descendéncia fértil nao justificam
separa-las em entidades especificas distintas, como normalmente é feito,

mas caracterizd-las como subespécies ou racas geogréficas.

As racas atuais vém sendo separadas em dois grandes grupos: as que
possuem giba ou cupim e barbela abundante (Bos taurus indicus) e as que nao
possuem (Bos taurus taurus). Na linguagem corrente, os primeiros sdo denomi-
nados de Zebuinos ou Zebu e os outros, de gado Europeu ou Taurino. De
acordo com Mariante et al. (1999), os Zebuinos sao considerados exéticos e,
hoje, sao responsaveis pela quase totalidade da carne produzida no Pais.

A\
Figura 9. Nelore (Bos taurus indicus).
Fonte: Sereno (2005), Embrapa Pantanal.
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Figura 10. Curraleiro ou Pé-duro (Bos taurus taurus).

Fonte: Sereno (2006, Embrapa Cerrados).

Epstein (1971) destaca que, tradicionalmente, as racas africanas com giba
tém sido classificadas como Bos indicus, mas que devem ser diferenciadas
em dois tipos: o Zebu com giba toracica e o Sanga (Zebu africano) com giba
cérvico-toracica. Frisch et al. (1997) apéiam a classificacdo dos Sangas do
Sul da Africa como Bos taurus e o Zebu do Leste da Africa como
taurindicus.

Além do cupim (bastante desenvolvido nos machos), outra caracteristica
fenotipica diferencial entre as duas subespécies é o peso adulto. Nos Bos
taurus indicus, os machos pesam de 600 a 700 kg e as fémeas, de 350 a
450 kg. Ja nos Bos taurus taurus, o peso dos machos é de 1000 a 1200 kg
e o das fémeas, de 700 a 800 kg (MARQUES, 1984).

As caracteristicas tipicas dos Zebuinos sao pele com pigmentacao abundan-
te, pélos curtos e lisos; maior tolerancia ao calor; maior resisténcia a ecto e
endoparasitas; maior capacidade de aproveitamento de forrageiras de baixo
valor nutritivo (gramineas tropicais); periodo de gestacao mais longo, com
média de 292 dias. Nos Bos taurus taurus, essa média é de 281 dias.
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Cromossomo Y na identificacdo de
origem das racas e na caracterizacao
genética de bovinos

Primérdios da citogenética dos bovinos

A citogenética é a ciéncia que estuda os cromossomos de plantas e animais
utilizando-se de técnicas citolégicas e, nos ultimos anos, também, de
técnicas moleculares. Os primeiros estudos citogenéticos nos bovinos
foram realizados em 1892, por Bardeleben, que descreveu os bovinos com
2n =16 cromossomos. Nas décadas de 1910 e 1920, vérios autores
descreveram o cariétipo dos bovinos com discrepantes nimeros dipldides:
Schoenfeld (1902) com 2n =20 - 25; Hoof (1919) citado por Postiglioni-
Grimaldi (1956) com 2n =20 - 24; Masui (1919) com 2n=33/34;
Wodsedalek (1920) com 2n =37/38, os dois lltimos sugerindo uma deter-
minacao sexual do tipo X0/XX, respectivamente, para machos e fémeas.
Essas discrepancias foram em razao das precarias técnicas existentes na
época, utilizando-se de cortes histoldgicos.

Na década de 1930, Krallinger (1931) citado por Postiglioni-Grimaldi
(1956) descreveu, pela primeira vez, o nimero correto de cromossomos
dos bovinos europeus, com 2n =60, observando a presenca de apenas um
par de cromossomos submetacéntricos, sendo o restante acrocéntrico. Em
1944, Makino descreve o cariétipo dos zebuinos, ndo observando diferen-
cas com o gado europeu. Melander e Knudsen (1953) também nao
observaram diferencas entre os dois cariétipos.

Com o aprimoramento das técnicas citolégicas, a principio pelo uso de
preparacoes diretas de medula, figado e pulmao de fetos e, posteriormente,
pelo cultivo de leucdcitos e fibroblastos, atingiu-se um preciso
conhecimento do cariétipo desses animais (MORAES, 1984).

Primeiras observacées sobre o polimorfismo do Y no
género Bos

A constituicao cromossémica 60 XY e 60 XX foi encontrada tanto em Bos
taurus taurus quanto em Bos taurus indicus, sendo evidente a diferenca
morfolégica de heteromorfismo do cromossomo Y. Na primeira subespécie,
foi encontrado o Y submetacéntrico e na segunda, o acrocéntrico.
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O dimorfismo do cromossomo Y dos bovinos foi, primeiramente, apresenta-
do por Monnier-Cambon (1964) e logo a seguir por Kieffer e Cartwright
(1968) ao comunicarem a natureza acrocéntrica desse dimorfismo na raca
Zebuina Brahman (Bos taurus indicus).

Encontram-se bem estabelecidas, na literatura, as variacoes inter-raciais na
posicao centromérica e tamanho relativo do Y. Tais variacdes chegam a
ponto de permitir, com certa seguranca, diferenciar alguns grupos de racas
taurinas, de outras, pelo simples exame do cromossomo Y (HALNAN:
WATSON, 1982). De acordo com Rocha (1987), desde que na formacao de
muitas racas ocorreu contribuicdo de outras, seria de interesse averiguar
possiveis diferencas intra-raciais na posicao centromérica e no tamanho
relativo do Y. Kieffer e Cartwright (1968) atribuiram a uma inversao
pericéntrica a possivel origem desse dimorfismo em bovinos. Dessa forma,
o cromossomo Y pode ser considerado um marcador diferencial do cariétipo
das duas subespécies (Figura 11).

.’ n ‘ [ “ n . &
1a 1b 1c 1d

' & l " . A
2a 2b 2c

l & ' & l A ‘ »
3a 3b 3c 3d

Legenda:

1a: X e Y do Holandés Preto e Branco (taurus) 2c: X e Y do Red Sindi (indicus)

1b: X e Y do Charolés (taurus) 3a: X e Y do Canchim (taurus x indicus)
1c: X e Y do Jersey (taurus) 3b: X e Y do 5/8 Charolés/Zebu (taurus x
1d: X e Y do Chianina (taurus) indicus)

2a: X e Y do Gir (indicus) 3c: X e Y do SRD (sem raca definida)

2b: X e Y do Guzerd (indicus) 3d: X e Y do Gir cruzado (taurus x indicus)

Figura 11. Cromossomos X e Y.

Fonte: Jorge, W. (1974).
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Hipotese da inversao pericéntrica como origem do
polimorfismo do cromossomo Y em bovinos

As inversdes sao alteracdes cromossOmicas estruturais que, para aconte-
cer, devem ocorrer os seguintes eventos:

a. Duas quebras cromossdmicas que podem estar localizadas no mesmo
braco cromoss6mico ou uma no bragco curto e outra no longo.

b. Giro de 180° no fragmento localizado entre as duas quebras.

c. Reunido do fragmento invertido nos mesmos locais das quebras.

As inversdes nao envolvem alteracdes na quantidade do material genético
e, como regra, sao viaveis.

Na inverséo pericéntrica, hd envolvimento do centrémero, portanto, as

quebras ocorrem em bracos diferentes, podendo dar origem a um
cromossomo com posicao do centrémero diferenciada (Figura 12).

- B »g
& o

BIN Y BTAY

Figura 12. Representacdo esquematica da inversdo pericéntrica
no cromossomo Y da subespécie Bos taurus indicus (BIN)
resultando o Y submetacéntrico da Bos taurus taurus (BTA).

Fonte: Tambasco (1976).

De acordo com Basrur e Gilman (1964) citados por Schwerin et al. (1992),
a metade distal do cromossomo Y acrocéntrico de Bos indicus é homélogo
ao braco curto do cromossomo Y de Bos taurus, respaldando a idéia de que
os cromossomos Y dessas duas espécies diferiram por uma inversao
pericéntrica. Em contrapartida, Méarki e Robinson (1984) questionaram essa
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hipétese, propondo que a variacdo do cromossomo Y resultou de uma
diferenca na quantidade de heterocromatinano Y.

Kieffer e Cartwright (1968) mostraram em seu trabalho que a origem dos
dois tipos de cromossomos, submetacéntrico e acrocéntrico, pode ser
conseqliéncia de uma inversao pericéntrica, podendo ter ocorrido nos dois
sentidos, tanto da forma acrocéntrica para a submetacéntrica quanto no
sentido inverso, sem perda de material genético. Jorge (1970) e Carvalho
et al. (1994) aventam a mesma hipdtese. Entretanto, Tambasco (1976)
acredita que a inversao pericéntrica ocorreu no Y submetacéntrico da
subespécie Bos taurus taurus, resultando no Y acrocéntrico em Bos taurus
indicus.

Com técnicas de bandas G e C, Moraes (1978) mostrou que a posicao dos
segmentos terminais do cromossomo Y do animal estudado foi alterada,
sendo responsavel pela mudanca na morfologia do cromossomo. O
cromossomo Y da raca Ibagé revelou essas duas formas de Y (PINHEIRO
1977).

Pinheiro et al. (1984), em anélise de 16 animais da raca Ibagé, também
mostraram que os dois tipos de cromossomo Y, encontrados nessa raca,
podem ter sido originados por uma inversao pericéntrica. A partir de
bandamentos G e C, constataram que as bandas cromossémicas eram
idénticas e que as diferencas existentes entre Bos indicus e Bos taurus sao
evidentemente génicas.

Analisando os cromossomos das duas subespécies, Halnan e Watson (1982)
verificam que a parte terminal do braco longo de Bos taurus indicus é
homdéloga ao braco curto dos Bos taurus taurus.

Segundo Pinheiro (1984), estudos realizados em diferentes partes do
mundo demonstram que do cromossomo Y acrocéntrico originou o
cromossomo Y submetacéntrico por meio de quebras e inversoes
pericéntricas. Entretanto, a existéncia de um animal da raca Gir (Bos taurus
indicus) com Y submetacéntrico é vista como possibilidade remota de ter
ocorrido inversao pericéntrica nas primeiras divisdes mitéticas e menos
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ainda na gametogénese. A explicacao mais plausivel é de que esse animal
seja descendente de um progenitor Bos taurus taurus.

Em Bos taurus, a heterocromatina esta localizada na metade distal do braco
curto, enquanto em Bos indicus, acima da metade distal. A localizacao de
duas sondas na parte distal de Yq em Bos /indicus demonstra que essa
regido é homodloga a Yp em Bos taurus, apoiando a hip6tese de que o
cromossomo Y das duas espécies diferiu por uma inversao pericéntrica
(SCHWERIN et al., 1992; GOLDAMMER et al., 1997).

Mediante técnicas de bandamento e de mapeamento por FISH, Lannuzzi
et al. (2001) encontraram um cromossomo Y anormal que foi originado de
uma inversao pericéntrica no braco Yq (Yg11—+q12,2).

Di Meo et al. (2005), utilizando igualmente técnicas de bandamento e
mapeamento por FISH, concluem que o rearranjo estrutural do cromossomo
Y dos bovinos durante o processo evolutivo foi uma transposicao de
centrdmero ou uma inversao pericéntrica. A transposicao do centrémero
tem sido demonstrada como um mecanismo freqliente de rearranjo
cromossomico.

Cromossomo Y dos taurinos

Melander (1959) descreveu, pela primeira vez, o cariétipo do gado Europeu
sendo o cromossomo X um dos maiores com centrdmero medianoe o Y
como um dos menores com centromero submediano e heteropicnético.
Gimenez-Martin e Lopes-Sez (1962) consideram o X como o maior
cromossomo do cariétipo e o Y entre os cinco menores e com centromero
“mediano-submediano”. Sazaki e Makino (1962) identificaram o Y com
centrdmero submediano e heteropicnético e com tamanho equivalente
entre os 23° e 25° pares de autossomos. Outros trabalhos, referentes ao
cariotipo do gado Europeu, mostraram o dimorfismo cromossémico XX/XY,
nao relatando, todavia, sobre o tamanho relativo dos cromossomos X e Y
(HERSCHLER et al., 1962; BARSUR : STOLTZ, 1966; BHAMBHANI:
KUSPIRA, 1969; DUNN et al., 1968; GUSTAVSSON, 1969; TEPLITZ et
al., 1967).
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Jorge (1974) verificou que linhagens da subespécie Bos taurus taurus
(Charolais, Chianina e Black and White Friesian) apresentam um
cromossomo Y submetacéntrico e relatou, pela primeira vez, a raca Jersey
(Bos taurus taurus) com cromossomo Y metacéntrico. Potter et al. (1979)
examinaram 23 animais da raca Jersey provenientes da Austrdlia com
cromossomo Y metacéntrico. Benjamin e Bhat (1977) relataram que a raca
Holstein-Friesian possui cromossomo Y submetacéntrico.

Em 1975, Cribiu, analisando o cromossomo Y de cinco racas francesas
(Maine-Anjou, Normands, F. F. P. N., Charolais e Montbéliards), observou
que o cromossomo Y (submetacéntrico) ndo variava dentro de uma mesma
raca e que o Y das racas Charolais e Montbéliards era maior que o das
racas Maine-Anjou e Normanda. O autor sugere que as variacdes no
comprimento do cromossomo Y submetacéntrico sejam devidas a diferen-
cas na quantidade de material genético resultantes de remanejamentos
estruturais, tais como duplicacoes, delecbes ou translocacdes. A auséncia
de significativas variacoes inter-raciais no indice centromérico indica que a
variagao no comprimento do cromossomo ocorreu em ambos os bracos.

Halnan e Watson (1982) relatam que o tamanho do Y varia entre as racas
Taurinas. As racas Charolés e Simental tém o maior cromossomo Y, e a
raca Romagnola, um dos menores até entdo analisados. As racas de Bos
taurus puras e as AfriKander e Belmont Red (derivados de Bos taurus)
possuiam pequeno cromossomo Y que variava de metacéntrico a
submetacéntrico, com indice centromérico de 49% e 27 % respectivamente.

Rocha et al. (2000) analisaram 95 touros da raca Chianina em cinco
estados brasileiros. Todos os individuos analisados mostraram o
cromossomo Y de Taurinos, com indice centromérico de 43,91 %, o que
permitiu classificar o centrémero desse cromossomo como localizado na
regidao mediana. Foram utilizadas mensuracdes de comprimento e de indice
centromérico do Y, acrescidas das de comprimento do X. Essa ultima serviu
de padrao para a determinacao do comprimento relativo do Y. A analise de
variancia mostrou diferencas entre touros apenas no tamanho relativo do
Y, sendo que o indice centromérico nao diferiu entre eles. A localizacao do
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centrdbmero no cromossomo € utilizada para identificacao morfolégica dele.
Dessa forma, o indice centromérico é calculado pela relacdo do braco curto
em relacdao ao comprimento total do cromossomo (i = s/c x 100) (Levan et
al., 1964).

O cromossomo Y dos zebuinos

Monnier-Cambon (1964) relatou, pela primeira vez, o cromossomo Y na
raca zebuina Gobra como acrocéntrico e o menor do cariétipo. Kieffer e
Cartwright (1968) descreveram o cromossomo Y acrocéntrico para a raca
Brahman e identificaram o Y como um “pequeno acrocéntrico, mas nao o
menor”, equivalente em tamanho ao cromossomo Y dos taurinos e de dificil
distincdo dos autossomos pequenos. Observaram, também, que no Y a
replicacao do DNA ¢ iniciada pelo menos duas horas mais tarde do que nos
autossomos. Os autores sugeriram, pela primeira vez, que a diferenca na
posicao do centromero pode ter-se originado de uma inversao pericéntrica.
Hsu e Benirschke (1968), em seu “Atlas”, relatam que o gado zebuino e o
europeu tém caridtipo idéntico, a excecao do Y que é um “pequeno
acrocéntrico” nos zebuinos. Hoje se sabe que nao ha variacdo do tamanho
total entre o Y acrocéntrico e o submetacéntrico.

Jorge (1974) verificou o Y acrocéntrico nas linhagens Gir, Guzera e Red
Sindi, todas pertencentes a subespécie Bos taurus indicus. Gupta et al.
(1974) encontraram Y acrocéntrico para a raca Red Sindi, comprovando os
achados de Jorge. Na raca Sahiwal, também foi encontrado Y acrocéntrico
(GUPTA et al., 1974; HALNAN: WATSON, 1982).

Segundo Benjamin e Bhat (1977), o cromossomo Y da raca Hariana,
descrito pela primeira vez pelos autores, é telocéntrico, ndo se observando
os bracos pequenos desses cromossomos. Isso pode ser devido ao fato de
que, em muitas preparacdes, os cromossomos nao se distendem suficiente-
mente, e os bracos curtos ndao podem, assim, ser observados com nitidez.

Halnan e Watson (1982) relatam que o cromossomo Y das racas Bos
indicus puras (Sahiwal e Sindi), Brahman, Santa Gertrudis e Belmont Red
(derivadas de machos Zebus) é acrocéntrico, com um indice centromérico
inferior a 20%.
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Penna et al. (1994) analisaram 25 animais da raca Tabapua e verificaram a
existéncia de um Y acrocéntrico e um polimorfismo de banda C nos
autossomos, provavelmente no cromossomo 8 em dois animais.

Diferentes formas do cromossomo Y em uma mesma
raca

Carvalho et al. (1994) detectaram heteromorfismo do cromossomo Y na
raca Caracu: 75% dos animais tinham o Y acrocéntrico e 25%,
submetacéntrico. Os autores sugerem que o fato poderia ser explicado
pelo fendmeno da inversao pericéntrica ou pelo cruzamento com animais
zebuinos.

Segundo Pinheiro et al. (1984), a explicacdo mais plausivel para o
heteromorfismo é a de que tenha sido introduzido algum animal zebuino
no rebanho e ocorrido erros nos registros, todavia nao fica excluida a
possibilidade de ter ocorrido inversao pericéntrica no cromossomo Y
original que deveria ser submetacéntrico.

Além do varidvel posicionamento do centrdmero acima referido, o
cromossomo Y de bovinos tem sido descrito com apresentacdes também
variaveis no tamanho (JORGE, 1974).

Jaszczak et al. (1998) analisam 12 machos da raca Piemontesa e encon-
tram duas formas morfolégicas de cromossomo Y: submetacéntrico (com
indice centromérico igual a 30%) em sete animais e metacéntrico (com
indice centromérico de 49%) no restante, ambos provenientes de ances-
trais ndo relacionados. No bandamento G, geralmente, ambas as formas
tinham um braco p claro, com uma estreita banda escura na extremidade
distal e um braco q com duas bandas positivas, semelhantes ao
bandamento-padrado do ISCNDA (International System for Cytogenetic
Nomenclature of Domestic Animals). No bandamento C, os cromossomos
eram completamente escuros embora em algumas preparacoes apenas o
braco curto e a regido centromérica coravam-se intensamente. Esses
padroes de bandamento das duas formas de cromossomo Y encontradas
nos machos Piemonteses, assim como seus indices centroméricos, sao
tipicos da espécie Taurina (Bos taurus), o que indica a sua origem.
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Tambasco et al. (1985) verificaram esse dimorfismo em racas
naturalizadas de bovinos existentes no Brasil, como as racas: Caracu,
Mocho Nacional, Curraleiro e Crioulo Lageano. Todos apresentaram
cariétipo normal, porém com o cromossomo Y submetacéntrico ou
acrocéntrico. Concluiram que o cromossomo Y acrocéntrico é mais fre-
qliente nas racas Caracu, Curraleiro e Mocho Nacional do que na raca
Crioulo Lageano.

Em 1999, Britto e Mello estudaram a morfologia do cromossomo Y, ele-

mentos da genitélia externa e outras caracteristicas fenotipicas de touros
“pé-duro”, também conhecido como Curraleiro. A suspeita de contamina-
cao racial por animais zebuinos (Bos taurus indicus), num gado que tem sido
considerado mais préoximo de sua origem européia (Bos taurus taurus), foi
confirmada pela deteccao de ambos os tipos de cromossomo no rebanho
mantido no nucleo de preservacao da Embrapa Meio-Norte. Neste mesmo
trabalho, foi constatado que 68% dos touros apresentavam o cromossomo
Y acrocéntrico e 32%, o Y submetacéntrico, o que confirma resultados de
estudos de Tambasco et al. (1985).

De acordo com Potter et al. (1979), os touros Droughtmaster, provenientes
da raca Brahman, possuem o Y acrocéntrico, enquanto os desenvolvidos a
partir do Afrikander tém Y submetacéntrico. Dados apresentados por
Halnan e Watson (1982) mostram que o cromossomo Y do Belmont Red
(derivado de Bos taurus) foi identificado como pequeno metacéntrico ou
submetacéntrico, enquanto o Belmont Red (derivado de machos Zebu) foi
descrito com cromossomo Y acrocéntrico.

Xin e Lin (1993) encontraram, no gado amarelo da China, trés tipos de
cromossomo Y (metacéntrico, submetacéntrico e acrocéntrico) nas racas
Qiuchuan e Jinnan na China central e dois tipos (metacéntrico e
acrocéntrico) na raca Jinaxian. De acordo com Cungen e Longworth
(1998), até 1949 havia pouco gado leiteiro e ndo havia nenhuma raca
especial de corte na China, e a maioria do gado era destinada ao trabalho.
A partir dessa época, a China introduziu mais de 20 racas especializadas de
corte com propdsito duplo de carne e de leite para o melhoramento do gado
nativo. Todavia, ndo ha estudos de analise cromossémica ou de mtDNA.
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Giovambattista et al. (2000) estudaram a distribuicao geogréfica e a
freqliéncia de haplétipos do cromossomo Y de Bos taurus e Bos indicus
entre as racas crioulas argentinas e bolivianas usando técnicas
citogenéticas e moleculares. O haplétipo taurino (cromossomo Y
submetacéntrico) foi encontrado em 100% dos crioulos argentinos, ja nas
racas bolivianas, foram encontrados tanto cromossomo Y submetacéntrico
quanto acrocéntrico, sendo o primeiro tipo morfolégico em maior
freqUéncia.

A presenca dos dois tipos de Y (submetacéntrico e acrocéntrico) numa
mesma raca deve ser atribuida aos cruzamentos direcionados que

originaram as racas (PINHEIRO, 1979).

O cromossomo Y dos animais provenientes de cruza-
mentos entre taurus e indicus

A existéncia de duas apresentacdes morfolégicas do cromossomo Y
(acrocéntrico para as racas asiaticas e submetacéntrico para as européias)
permite verificar se determinado animal, com suspeita de ser resultante de
cruzamentos entre essas duas subespécies, apresenta progenitor paterno
taurino ou zebuino. No cruzamento classico como foi utilizado, por exemplo,
na formacao do gado Canchim com formacéao de animais 5/8 taurinos 3/8
zebuinos, utilizaram-se Bos taurus e Bos indicus em trés cruzamentos em
sistema alternado, sendo que no uUltimo acasalamento foram usados machos
taurinos (Eigura 13). Dessa forma, obrigatoriamente o Canchim devera ter seu
cromossomo Y submetacéntrico, como foi demonstrado por Jorge (1974). Em
outros cruzamentos (com menor freqliéncia na pratica), o produto com a
mesma fracdo gendmica (5/8 taurino e 3/8 zebuino) pode apresentar o
cromossomo Y acrocéntrico, quando se utilizam ancestrais paternos zebuinos
na ultima geracao (Eigura 14).

Examinando preparacoes cromossdmicas de animais da raca Afrikander
(resultantes do cruzamento de Bos taurus e Bos indicus e considerados
como “taurindicus” ), Halnan e Francis (1976) verificaram que o
cromossomo Y desses animais é similar ao das espécies taurinas. Observan-
do a anatomia e o comportamento dos animais, concluiram que podem ser
resultantes de uma mistura de 3/4 Bos indicus e 1/4 Bos taurus.
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Pinheiro et al. (1977) encontram coexisténcia de Y submetacéntrico e
acrocéntrico na raca Ibagé (5/8 Aberdeen Angus e 3/8 Nelore) devido a

trés diferentes esquemas de cruzamentos nao relatados no trabalho. Essa
foi a primeira raca descrita com polimorfismo do cromossomo Y.

Benjamin e Bhat (1977) relataram que os animais provenientes do cruza-
mento das racas Hariana e Holstein possuem cromossomo Y
submetacéntrico, tipico da raca Holstein. J& a raca Santa Gertrudis, 5/8
Shorthorn (taurino) e 3/8 Brahman (zebuino), foi descrita como tendo o
cromossomo Y acrocéntrico (KIEFFER: CARTWRIGHt, 1968; HALNAN:
FRANCIS, 1976; ISSA et al., 2004).

Charolés Zebu

Charolés Zebu Charolés

O

1/2 Charolés - Zebu

1/2 Charolés - Zebu 3/4 Charolés

5/8 Charolés

Machos com cromossomo
Y submetacéntrico

Figura 13. Cruzamento entre Bos taurus e Bos indicus originando machos

com cromossomo Y submetacéntrico.
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Zebu Charolés

Zebu Charolés Charolés

O

1/2 Charolés - Zebu

1/2 Charolés - Zebu 3/4 Charolés

5/8 Charolés

Machos com cromossomo
Y acrocéntrico

Figura 14. Cruzamento entre Bos taurus e Bos indicus originando
machos com cromossomo Y acrocéntrico.

Cromossomo Y das racas africanas
As racas africanas, bem como a morfologia do Y delas, apresentam algu-
mas peculiaridades que serao detalhadas a seguir.

Frisch et al. (1997) classificam o gado africano em sangas africanos do sul
ou Tuli como Bos taurus e o zebu africano do leste como taurindicus. A
classificacao é baseada no cariétipo, na freqiiéncia de marcadores de DNA
e no polimorfismo de proteinas. O Boran, um tipo de zebu africano do leste,
tem um cromossomo Y acrocéntrico tipico de Bos indicus. As ragas sangas
africanas do sul tém um cromossomo Y submetacéntrico tipico de Bos
taurus. Freqliéncias de quatro marcadores de DNA apdiam a hip6tese de
que o Tuli, sanga africano do sul, teve um ancestral taurino e o Boran teve
dois ancestrais: um taurino e outro /indicus. FreqUéncias de varios
polimorfismos de proteinas sugerem fortemente que os sangas africanos do
sul tém mais em comum com taurinos do que com as racas indianas,
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enquanto os zebus africanos do leste sdo uma mistura de taurinos africanos
e racas indianas asiaticas. Na Figura 15, ilustra-se o descrito.

A presenca de Y de indicus no Boran e em outras racas zebu africanas é
uma clara evidéncia de que machos Bos indicus estavam presentes na
Africa, e ndo ha evidéncia de mtDNA indicus em outras racas africanas
classificadas como Bos indicus (LOFTUS et al., 1994b). Isso indica que
fémeas indicus nao sao suas progenitoras. Esses dois fatores sugerem que a
ingressao de genes /indicus nas populacoes africanas foi predominantemen-
te, se ndo exclusiva, por meio de machos indicus. (MEGHEN et al., 1994;
LOFTUS et al., 1994b).

SaR?r?Cg(zTSuTil)da > Y submetacéntrico

. Zebu do leste da > .
Africa (Boran) ¥ acrocéntrico

Figura 15. As morfologias do cromossomo Y das racas africanas.

A presenca dos dois tipos de Y acrocéntrico e submetacéntrico em Zebu
Malawi e a diferente proporcao de alelos zebu no oeste da Africa e racas
Sudano-Sahelian (MEGHEN et al., 1994) provam de forma clara e evidente
que vdrias racas africanas, presentemente classificadas como zebu, sédo
misturas de taurus e indicus. Igualmente, vérias racas classificadas como
Sanga, particularmente as préximas do centro de introducao dos zebus
indianos, sdo também provavelmente misturas.

Segundo Frisch et al. (1997), o Tuli € morfologicamente intermediario entre
racas européias e indianas devido ao cruzamento de racas. As freqliéncias
de bandas similares no Tuli e nas racas européias e as maiores diferencas
com as correspondentes freqliéncias no Brahman sugerem que o Tuli se
originou principal ou exclusivamente de ancestrais taurinos, e a separacao
temporal entre o Tuli e as racas européias é muito recente se comparada
com a separacao de racas indianas. A diferenca entre o Tuli e as racas
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européias nas freqliéncias de marcadores é tao pequena que ele pode ser
mais considerado como Bos taurus do que como um taxon separado. A
similaridade do Boran com o Brahman sugere que sdao mais préoximos que
50%. Foi sugerido que o Boran tenha sido originado de cruzamento entre
taurinos e indicus, com os pais taurinos contribuindo pelo menos com 50%
do total do material genético. Dessa forma, o Boran pode ser classificado
como “taurindicus” em vez de um indicus verdadeiro.

As racas Bos taurus do oeste da Africa possuem uma capacidade inata de
resistir aos efeitos das infec¢oes da Tripanossomiase. Por sua vez, geralmente
conferem improdutividade nas ragas zebuinas ou mesmo os excluem total-
mente de grandes areas (TEALE et al., 1995). A raca N'Dama (EPSTEIN
1971) é a mais conhecida e a mais numerosa raca de gado tripanotolerante
do oeste da Africa. Como as décadas mais recentes t&m sido muito secas, a
mosca africana tsé-tsé, vetor da Tripanossomiase Africana, tem recuado
permitindo aos animais zebus migrarem para regides que antes eram inviaveis
para eles, possibilitando o cruzamento das racas sem nenhuma restricao. Nas
anélises de metéfases de cromossomos de animais N'Dama examinadas, o
cromossomo Y foi caracteristico de Bos indicus. A deteccao do cromossomo
Y zebu no gado africano oferece uma prova significativa da introducao de
genes zebuinos nas populacoes de gado taurino (BRADLEY et al., 1994).

O exame de preparacdes de cromossomos do gado Afrikander feito por
Halnan e Francis (1976) mostrou que o cromossomo Y dessa raca € do tipo
de Bos taurus. Baseando na anatomia e no comportamento do gado
Afrikander, verifica-se que ele é derivado de ancestrais Bos taurus e Bos
indicus, talvez na proporcao de aproximadamentels €% respectivamente.

Hanotte et al. (2000) analisaram 69 populacdes de bovinos africanos de 22
paises para um lécus marcador (INRA 124) do cromossomo Y. Dos 984
machos estudados, 693 (70%) apresentaram o alelo para indicus e apenas
291 (30%) para taurus.

Identificacao e caracterizacado do Y pelas técnicas de
bandamento

As técnicas de coloracao convencional sao utilizadas para contagem total
dos cromossomos e identificacao de sua morfologia, entretanto nao
permitem a identificagcao precisa e individual dos cromossomos. Isso é
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particularmente verdade para os cromossomos dos bovinos nos quais ha
uma ordem decrescente de tamanho dos autossomos com pequena diferen-
ca entre os pares, dificultando também a identificacdo dos homaélogos.

Devido a morfologia dos cromossomos dos bovinos, todos acrocéntricos, a
excecao do X e do Y em Bos taurus taurus, o pareamento cromossémico é
dificil e bastante falho. Com o desenvolvimento de técnicas de formacao de
bandas cromossémicas, essas passaram a ser sistematicamente utilizadas
nos estudos citogenéticos em bovinos, tais como: bandas Q, G, C, T, R,
NOR e Brdu (PINHEIRO, 1979). Os bandamentos mais utilizados s&o os
bandamentos G e C.

As técnicas de bandamento G, Q e R permitem uma inequivoca identifica-
cao dos homoélogos pela diferenciacao longitudinal dos cromossomos com a
formacao de regides mais forte e levemente coradas (bandas e interbandas
no bandamento G e o reverso no bandamento R). Essas regies represen-
tam o DNA de forma mais espiralizado (banda positiva) e menos
espiralizado (banda negativa).

Bandamento G (GTG)

O bandamento G consiste basicamente no pré-tratamento dos
cromossomos nas metafases com tripsina seguida de coloracdao com
Giemsa. E mais utilizada em bovinos por causa das maiores facilidades na
sua obtencao e por exigir apenas equipamento comum de microscopia
Gtica. Por sua vez, permite definir os homdlogos, o que ndao acontece
utilizando coloragcao convencional.

Schnedl (1972) utilizou, pela primeira vez, a técnica de bandas G nos
bovinos, tendo conseguido o pareamento de todos os cromossomos. Mostra
também que os centrémeros dos cromossomos autossdmicos apresenta-
vam-se palidos contrastando com as bandas fortemente coradas que
correspondem as regides heterocroméaticas. Para o autor, o DNA altamente
repetitivo do centromero seria removido pela Giemsa. Ja o par sexual
apresenta regido centromérica fortemente corada, indicando que, nesses
cromossomos, nao haveria remocao do DNA.
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A Segunda Conferéncia para Padronizacdo do Cariétipo dos Animais
Domeésticos, realizada na Franca em 1989 e publicada em 1990

(DI BERARDINO et al., 1990), criou o sistema denominado International
System for Cytogenetic Nomenclature of Domestic Animals (ISCNDA). De

acordo com a nomenclatura internacional (nos humanos e nos animais), os
cromossomos sao divididos em regides e sub-regides. Tanto em uma quanto
na outra, a numeragcao comeca do centromero. Assim, pode-se constatar
que aregiao 2.1 é mais préxima do centrémero do que a regido 2.5.
Conforme esse sistema, o cromossomo Y submetacéntrico dos bovinos
caracteriza-se por apresentar pela técnica de bandas G (GTG):

a) Uma banda larga negativa no braco curto (1.2) e uma banda estreita positiva,
telomérica (1.3).
b) Uma banda estreita negativa no meio do braco longo (2.2) e mais trés

bandas positivas estreitas (2.1, 2.3 e 2.5).

De acordo com o novo sistema, especifico para a familia Bovidae, publicado
em 2001, ISCNDB (International System for Chromossome Nomenclature
of Domestic Bovids) (CRIBUI et al., 2001), o cromossomo Y dos bovinos

pelo bandamento G apresenta diferencas marcantes com o sistema de
1990 (Figuras 16 e 17):

a) Uma banda larga negativa no braco curto (2.2), uma banda estreita
telomérica (1.3) e uma banda larga positiva préxima ao centromero (esta
dltima inexistente no sistema de 1990).

b) Duas bandas largas e escuras no braco longo com uma estreita interbanda

entre ambas. Aqui ha diferencas marcantes com relacédo ao sistema de 1990.

Quanto ao bandamento R, o padrao de bandas, dos dois sistemas, é muito
proximo a uma banda larga positiva no braco curto nos dois sistemas e uma
banda larga negativa em todo braco longo, a excecao de que, na Conferén-
cia de 2000, discutiu-se a existéncia de uma banda fina positiva no meio do
braco longo.
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3 3
1 ? 21
1 1
1
2.1 1 Figura 16. Idiograma do cromossomo Y
1 %% 23 2 discutido na Conferéncia Internacional
25 25 de 1989 (esquerda). A) Bandamento G;
Y B) Bandamento R.
A B Fonte: Di Berardino et al., 1990, p. 73.
3
2.3
1
1
1
2.1

T 22 —

Figura 17. ldiograma do Cromossomo Y, discutido 23

na Conferéncia Internacional de 2000 (direita).

A) Bandamento G; B) Bandamento R. Y
Fonte: Cribui et al. (2001). C

D

A técnica de producao de bandas G permitiu visualizar que todas as linha-
gens de Bos indicus (Brahman, Sahiwal e Sindhi) estudadas possuiam um
cromossomo Y acrocéntrico com o centrdbmero e a metade proximal do
braco longo intensamente corada, enquanto a metade distal do braco longo
estava descorada, exceto em sua porcdo terminal. Os bracos curtos foram
moderadamente corados. Em linhagens de Bos taurus, Sanga e Banteng
(Bibos banteng), o Y era submetacéntrico e um dos menores cromossomos
(HALNAN, 1989). Na raca Jersey, foi encontrado um Y metacéntrico em
todos os animais analisados, confirmando resultados de pesquisas de Jorge

(1974). Todos os animais Bos indicus tinham um Y acrocéntrico,
morfologicamente idéntico aos autossémicos. Somente foi possivel
identifica-lo pelo bandamento C e G. Uma pequena variacao na morfologia
do cromossomo Y dentro de cada linhagem foi constatada.
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Bandamento C

As bandas C sado produzidas pela coloracdo de heterocromatina constitutiva
que esté localizada, em grande parte, na regidao centromérica e dai o nome
decorrente. Tém sido consideradas como método para distinguir o
cromossomo Y acrocéntrico de outros pequenos autossomos nos zebuinos
com coloracao escura uniforme em todo o cromossomo (Figura 18).

Evans et al. (1973) citados por Pinheiro (1979) determinaram, pela primeira
vez, os padroes de bandas C nos bovinos. Eles demonstraram que o
centrdmero dos autossomos corava-se fortemente. Entretanto, o
cromossomo X e 0 Y submetacéntrico eram palidamente corados na regiao
centromérica, e alguns cromossomos apresentavam bandas na regiao
correspondente ao braco curto, deixando claro tratar-se de cromossomos
acrocéntricos. Popescu (1977) encontrou, também, as mesmas particulari-
dades, anotando, ainda, que o cromossomo Y submetacéntrico apresenta o
braco curto marcado.

Schnedl e Czaker (1974), analisando o comportamento dos cromossomos
dos bovinos em relacéo as técnicas de bandas C e G, concluiram que a
regiao centromérica desses animais é composta de DNA repetitivo (seqién-
cias de bases G-C), o que ja era admitido por outros autores.

Utilizando técnicas de producao de bandas C, Potter et al. (1979) verifica-
ram que o cromossomo Y tanto metacéntrico como submetacéntrico de
Bos taurus corou-se intensamente por inteiro. Todavia, em algumas prepa-
racoes, o braco longo corou-se pouco, enquanto o braco curto e a regiao
centromérica coraram-se com uma intensidade intermedidria entre a regiao
centromérica e os bracos dos cromossomos autossémicos. O Y
acrocéntrico de Bos indicus corou-se, na maioria das vezes, intensamente
por inteiro. Em algumas preparacdes, a regido distal do braco corou-se
fracamente, em comparacao ao restante do braco e a regido centromérica
que apresentava uma coloracao intermediaria entre a coloracao fraca dos
bracos e a coloracao intensa da regiao centromérica dos cromossomos
autossdmicos. Essa coloracao foi caracteristica e possibilitou a identifica-
cao facil e precisa do cromossomo Y.

Segundo Halnan e Watson (1982), o bandamento C foi mais eficaz para a
identificacdo do cromossomo Y do que o bandamento G.
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Figura 18. Detalhes dos bandamentos CBA (acima) e

RBA (abaixo) no cromossomo Y (seta) de Bos taurus
(BTA) e Bos indicus (BIN). As bandas tipicas positivas C

e R estdo localizadas distalmente em todos os

Cromossomos.
Fonte: Di_ M . (2 .

Hibridizacao in situ

A hibridizacao /in situ é uma técnica empregada em preparacdes celulares
para visualizacao de seqiiéncias definidas de acidos nucléicos por meio de
hibridizacdo de seqliéncias complementares ou sondas (ROGATTO:;
RAINHO, 2000).

A marcacao de acidos nucléicos por fluorescéncia foi desenvolvida na
década de 1980 e provou ser extremamente Util em muitas aplicacdes
diferentes, incluindo a hibridizacao in situ de cromossomos, a hibridizacao in
situ de tecidos e o seqlienciamento automatico de DNA (STRACHAN:
READ, 2002).
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A técnica é baseada no fato de o DNA ser formado por duas fitas comple-
mentares, unidas por pontes de hidrogénio, ou seja, ligacoes fracas que
podem ser rompidas com facilidade (desnaturacao), originando duas fitas
simples. Em condi¢des adequadas, o DNA pode ser renaturado, voltando ao
estado de fita dupla. Quando sondas sado adicionadas (anteriormente a
renaturacao), essas competirdo com a fita original e ocorre a hibridizacao in
situ (HIS). A técnica FISH (fluorescence in situ hybridization) substitui os
métodos isotépicos com ampliacdo de fluorocromos na marcacao de
sondas. Os cromossomos submetidos a FISH aparecem marcados com
diferentes intensidades de cores, contrastando com o fundo escuro (Figura
19).

As técnicas de hibridizacao in situ em bovinos tém sido utilizadas para o
mapeamento do cromossomo Y, particularmente da SRY (Regido
Determinante do Sexo no cromossomo Y) mostradas nos trabalhos de Cui
et al. (1995); Solinas-Toldo et al. (1995); Cui et al. (1998); lannuzzi et al.
(2001); Clawson et al. (2004) e Di Meo et al. (2005).

Figura 19. Detalhes do mapeamento por FISH no
cromossomo Y de Bos taurus (BTA) e Bos indicus
(BIN) mostrando as visualizacdes de bandamento RBH
contendo SRY.

Fonte: Di Meo et al. (2005).
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O cromossomo Y e a fertilidade dos bovinos

Machos da maioria das espécies de mamiferos tém um cromossomo X e um
cromossomo Y, diferente da fémea que tem dois cromossomos X. Na
espécie humana, o cromossomo Y é muito menor que o cromossomo X. O
cromossomo Y possui 65 megabases (Mb) de tamanho, o que representa
2% do genoma hapléide, ao passo que o X contém 160 Mb ou 5% do
genoma. Os cromossomos X e Y ndo se recombinam na maior parte do seu
comprimento, exceto nas regides pseudo-autossémicas (PARs) localizadas
nas extremidades.

A regiao distal do braco longo do Y é quase inteiramente heterocromatica,
composta de seqléncias repetitivas de DNA. No braco curto, préximo a
PAR, localiza-se a Regiao Determinante do Sexo no cromossomo Y (SRY),
introdutora da formacao de testiculo que, por meio de testosterona e do
horménio antimuleriano, regula o desenvolvimento da genitélia e do fenétipo
sexual. Segundo Nussbaum et al. (2002), a SRY codifica uma proteina de
ligacao ao DNA que, provavelmente, seja fator de transcricdo, embora os
genes especificos que ela regula sejam desconhecidos. A SRY é equivalente
ao gene TDF (Fator Determinante Testicular) no cromossomo Y. A auséncia
desse gene leva a formacao da via ovariana. O desenvolvimento de um
ovario ou de um testiculo é determinado pela acdao de uma seqiiéncia de
genes que normalmente leva ao desenvolvimento do ovario quando o
cromossomo Y ndo esta presente ou ao desenvolvimento de testiculo
quando o Y esta presente. Di Meo et al. (2005), com base em estudos de
mapeamento utilizando a técnica de FISH, observaram que a SRY nos
taurinos esté localizada na porcao distal do braco longo do Y e nos
zebuinos, na porcéo distal do braco curto (Eigura 20). Segundo Cui et al.
(1995), a posicado da SRY nos bovinos, Yq12, é diferente da posicdo da
SRY nos humanos, a qual esta no braco curto.

Pouco se conhece sobre a relacdo entre o Y e a fertilidade dos bovinos.
Estudos mais aprofundados com técnicas de citogenética e biologia
molecular sdo necessarios para o reconhecimento de regiées no Y respon-
saveis pela producao dos espermatozoides, como existe na espécie humana
(regides AZF do braco longo). A informacao de que um ou mais genes,
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chamados de fatores de azoospermia (AZF), que controlam a
espermatogénese, estao localizados no braco longo do Y (Yq) nos humanos
é conhecida desde a década de 1970 com o trabalho de Tiepolo e Zuffardi
(1976). Nesse trabalho, os autores analisaram seis homens azoospérmicos
e postularam que fatores que controlam a espermatogénese estariam na
porcao distal do braco longo do Y (Yqg11). Utilizando técnicas da biologia
molecular, demonstrou-se que o l6cus da espermatogénese estaria na
regidao Yq 11.23, que ficou conhecida como Azoospermia Factor (AZF) ou
Fator de Azoospermia. Centenas de trabalhos sobre o assunto foram
publicados a partir de 1974 e hoje se sabe da existéncia de mais trés
regioes de AZFs (VOGT, 1997), todas localizadas no braco longodo Y e
cujas microdelecoes sdo responsaveis pela auséncia de células de Sertoli

(AZFa); auséncia de espermatogénese (AZFb) e auséncia do processo de
maturacao pés-meidtico (AZFc). Em 1999, foi identificada uma quarta
regido (AZFd) localizada entre b e ¢ (KENT-FIRST et al., 1999). Situados
dentro da regido de delecao AZFc, os genes deletados na azoospermia

(DAZ) codificam proteinas de ligacao ao RNA expressas apenas nas células
germinativas pré-meidéticas dos testiculos (Eigura 21).

Cerca de 3% dos homens sao inférteis, tanto em funcao de fatores
ambientais quanto genéticos, este Ultimo ainda pouco entendido. Os
defeitos ligados a producao de espermatozdides estdo, muitas vezes,
relacionados com as mutacdes ou delecdes de novo, entretanto, a freqiién-
cia desses fatores ainda é desconhecida na populagao masculina
(NUSSBAUM et al., 2002).

Entre os casos de infertilidade nos bovinos relacionados com o cromossomo
Y, Murakami et al. (1989) fizeram andlises cromossOmicas de 18 novilhas
estéreis e dessas, trés (16,7 %) possuiam diferentes anormalidades
cromossdmicas. Uma novilha com cariétipo 60, XY, uma com mosaicismo
60, XX /60, XY e outra com trissomia do 20 (61, XX + 20). No primeiro
caso, a novilha mostrou caracteristicas de fémea tipica, com ovario, Utero
e vagina, entretanto possuia cromossomo Y. Tanto as génadas quanto a
genitélia externa desenvolveram como as de uma fémea tipica na presenca
do cromossomo Y.
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Figura 20. Mapas citogenéticos em ideogramas de bandamento
R do cromossomo Y de Bos taurus e Bos indicus.
Fonte: Di Meo et al. (2005).
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Figura 21. Cromossomo Y humano.

Fonte: Nussbaum et al. (2002).
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Kondoh et al. (1992) examinaram, citogenética e molecularmente, uma
novilha XY da raca Holstein Friesian que possuia Utero e ovarios, entretan-
to, ndo entrava no cio até os 23 meses de idade. Como resultado das
andlises cromossémicas, provenientes de leucécitos, fibroblastos de pele,
baco e rim, sé foi encontrado o cariétipo 60, XY. Os genes ZFYs (responséa-
veis pela proliferacdao e migracao das células germinativas para a crista
gonadal) e o gene AMG (amelogenin) foram localizados no braco curto do
cromossomo Y (Yp), na fémea XY e também em touros normais, mas nao
foram encontrados em vacas normais e na progenitora.

O primeiro caso estudado de SRY em bovinos foi reportado por Kawakura
et al. (1996) ao analisarem seis novilhas estéreis, porém, aparentemente,
normais. Os autores encontraram um Unico tipo de cariétipo: 60,XY.
Embora a SRY tenha sido detectada por PCR em touros normais, esta nao
foi detectada em vacas normais e nos casos estudados de fémeas 60,XY.
Essas fémeas 60,XY nao possuiam a SRY e, devido a esse fato,
mostraram-se aparentemente fémeas, embora nao tivessem entrado no
cio até os dois anos de idade.

Ja em 1997, Kawakura et al. (1997) verificaram a estrutura do
cromossomo Y por FISH e bandamento G em trés casos de fémeas bovinas
XY. Foi feita uma comparacao entre um touro normal e essas fémeas. A
hibridizacao ocorreu no braco curto do cromossomo Y do touro normal e
nos dois bragos do cromossomo Y das fémeas XY. Por bandamento G, no Y
das fémeas XY, apenas a regido centromérica mostrou-se corada, ja no
cromossomo Y do touro normal, o braco longo ficou todo escuro. O resulta-
do mostrou que o cromossomo Y das fémeas estéreis parecia um
isocromossomo com dois bragos curtos. Segundo os autores, essa andlise
sugere que a SRY esteja localizada no braco longo do cromossomo Y do
touro normal e ausente nas fémeas XY.

Translocacdes e a fertilidade nos bovinos

A translocacao robertsoniana é um rearranjo estrutural de cromossomos,
envolvendo a fusado céntrica de dois cromossomos acro(telo)céntricos para
formar um Unico cromossomo meta(sub)metacéntrico. Essa designacao foi
dada em homenagem a Robertson que, pela primeira vez, em 1916, deu
énfase a esse tipo de translocacao ao estudar o significado evolutivo das
alteracdes cromossémicas em insetos.
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As translocacgdes robertsonianas foram chamadas por Beiguelman (1982)
de translocacoes por fusado céntrica. Elas constituem um tipo especial de
translocacao que ocorre entre cromossomos acrocéntricos e pode iniciar-se
pela fratura dos cromossomos em regidoes muito proximas ao centrémero,
sendo que, em um dos cromossomos, a quebra ocorre no braco superior,
enguanto no outro, no inferior. Em conseqiiéncia disso, os segmentos
trocados entre eles constituem bracos cromossémicos praticamente
completos. O cromossomo pequeno que resulta dessa translocacao, com-
posto de bracos menores dos cromossomos €, quase sempre, perdido
durante as divisoes mitéticas (Figura 22). Dessa forma, ao invés de o
cariétipo de um bovino apresentar 60 cromossomos, vai apresentar 59.

AL

perde-se

LI T L.
<

clc c
|

Figura 22. Esquema de uma translocacdo robertsoniana.

Esse cariétipo anémalo, contudo, ndo provoca, em regra geral, alteracdes
fenotipicas detectaveis. Ao que tudo indica, essa auséncia de alteracoes
decorre do fato de os bracos curtos de todos os acrocéntricos
autossdmicos terem estrutura idéntica, ja que sdo constituidas por DNA
repetido e ndo-codificante, de modo que a perda de duas dessas regides
cromossOmicas nao faria falta as células. O cromossomo translocado possui
a maior parte dos dois cromossomos que lhe deram origem e, assim, esse
animal pode ser chamado de balanceado.
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As translocacodes por fusdo céntrica sao as mais freqlentes entre os
bovinos. Essas translocacdes envolvendo os pares autossémicos 1 e 29
foram descritas em bovinos pela primeira vez por Gustavsson e Rockborn
(1964) citados por Moraes (1984) e sao denominadas de translocacao 1/29
(Figuras 23 e 24).

Os dados existentes sobre a formacao de gametas de um animal com
translocacao 1/29, embora escassos, parecem indicar a existéncia de
selecao contraria a formacao dos gametas aneupldéides, ou seja, gametas
com cromossomos a mais ou a menos. Essa possivel selecao implicaria
freqliéncia menor de zigotos aneupldides. Como pode ser verificado por
meio dos relatos sobre estudos em portadores de translocacéao 1/29, a
reducao de fertilidade tem sido discutida perante as possiveis perdas
embriondarias causadas pela formacao de zigotos aneupléides. E importante
salientar que a grande maioria dos animais balanceados que possui essa
translocacao nao apresenta malformacoes somaticas e, nos casos em que
essas ocorrem, nao foi possivel correlaciona-las especificamente com esse
defeito cromossdmico.

Figura 23. Translocacédo 1/29 por FISH.

Fonte: http://www.cambio.co.uk.
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Figura 24. Cariétipo em coloracdo convencional com Giemsa

de um macho (XY) (superior) e uma fémea (XX) (inferior)

portadores da translocacdo 1/29. A setas indicam a auséncia

de um cromossomo no par nimero 1 e o cromossomo

translocado no par 29.
Fonte: Rocha (1987).
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A translocacéao robertsoniana 1/29 é a mais freqliente entre os bovinos,
todavia ha ainda, em menor freqtiéncia, fusdo céntrica na raca Holandesa
envolvendo os cromossomos 2 e 4. Além desses dois tipos bem estudados,
ja foram relatadas as translocacodes: t(11/12 e 15/16) descobertas pelos
autores: Bruere e Chapman (1973) citado por Moraes (1984); t(5 ou

6 /15 ou 16), Eldridge (1974) citado por Moraes (1984); t(13/21), Harvey
(1974) citado por Moraes (1984); t(1/27), Eldridge (1975) citado por
Moraes (1984); t(27/29), Bongso e Basrur (1976) citado por Moraes
(1984); t(1/25), Stranzinger e Foster (1976); t(3/4), Popescu (1977); t(14/
20), Logue e Harvey (1978) citado por Schumutz et al. (1997); t(8/23),
Biltueva et al. (1994); t(7/21), Geshi et al. (1996) e t1(16/20 e 14/20).
Rubes et al. (1999) examinaram machos da raca Montbéliarde que exibiam
dados de fertilidade mais baixos que 30% em mais de 400 inseminacdes
artificiais e verificaram a presenca da translocacao reciproca (12; 17)
(022; q14).

DNA mitocondrial na identificacédo
de origem das racas e
caracterizacdo genética dos
bovinos

Mitocondria

As mitocondrias sao organelas existentes no citoplasma dos eucariotos e
acredita-se que sejam vestigios de bactérias aerdbicas as quais se tornaram
simbidticas e foram incorporadas a procariotos anaerébicos ha cerca de
1,5 bilhdao de anos, evoluindo assim para as células eucariotas atuais
(GRAY et al., 1999).

A quantidade de mitocondrias existente nos diferentes tecidos é em
resposta a demanda energética de cada um deles (CUMMINS, 1998). Essas
organelas atuam na sintese de ATP e o seu DNA é uma molécula fita dupla

circular que contém alguns genes envolvidos no processo de fosforilagao
oxidativa, necessérios a sobrevivéncia e ao crescimento celular. O DNA
mitocondrial contém os genes denominados extranucleares e tem sido
muito utilizado em estudos de genética e filogenia.
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DNA mitocondrial

Os eucariotos possuem células que contém dois genomas distintos. O
genoma que esta localizado no nucleo (hDNA) e o que esta localizado nas
mitocondrias (MtDNA). O nDNA é transmitido de acordo com a teoria
mendeliana, enquanto o mtDNA é transmitido por heranca materna.
Mudancas na seqliéncia de nucleotideos do mtDNA ocorrem muito mais
rapidamente do que no nDNA.

O genoma mitocondrial é bastante distinto do genoma nuclear. O mtDNA
nao é transmitido de acordo com os principios mendelianos (diploidia ou
reproducao assexuada). Ele é passando de uma geracao a outra através do
citoplasma do odcito, sendo entdao, o mtDNA de um individuo inteiramente
derivado de sua mae.

Os machos herdam seu mtDNA de suas maes, mas nao podem transmiti-lo
para sua prole, pois os espermatozéides s6 possuem algumas moléculas de
mtDNA que nao entram no ovécito. Dessa forma, a heranga mitocondrial
em animais superiores é uniparental ou, mais precisamente, maternal. O
ovécito humano contém mais de 100.000 cépias de mtDNA, o que repre-
senta cerca de um terco do contelido total de DNA dessas células
(NUSSBAUM et al., 2002).

Embora a heranca mitocondrial seja considerada estritamente materna em
mamiferos, ha relatos de vazamento de mtDNA paterno em cruzamentos
interespecificos de murinos. Vdrias hipdteses surgiram para explicar esse
fato. Uma delas é que a simples diluicao de cerca de 75 mitocondrias
espermaticas em 100.000 ou mais mitocéndrias oocitarias torna muito
dificil a deteccao da contribuicao paterna pelas técnicas de PCR atuais
(GYLLENSTEN et al., 1991). Segundo Cummins (2000), ha outra hipdtese:
a de que o mtDNA paterno seria danificado por espécies reativas de
oxigénio (ROS) e a contribuicao desse mtDNA poderia ser prejudicial ao
zigoto ou mesmo estaria inapto a competir com mitocéndrias oocitérias

mais viaveis.

Dentro de uma Unica célula e, mesmo dentro de uma sé mitocondria,
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podem existir moléculas de DNA que diferem uma da outra em seqiiéncia
de pares de bases. Chama-se de homoplasmia quando uma célula contém
mtDNA todo normal ou todo mutante e de heteroplasmia quando ha presen-
ca tanto de mtDNAs normais quanto mutantes na mesma célula. A expres-
sao fenotipica de uma mutacao no mtDNA depende das proporgcoes de
mtDNA normal ou mutante nas células. Dessa forma, a penetrancia reduzi-
da, a expressividade varidvel e a pleiotropia sao caracteristicas de disturbi-
os mitocondriais (NUSSBAUM et al., 2002).

Uma das caracteristicas da heranca mitocondrial € que a heteroplasmia
pode reverter-se em homoplasmia dentro de poucas geracoes. Ha experi-
mentos que demonstraram um fendmeno conhecido como “gargalo genéti-
co”, segundo o qual uma molécula mutada de mtDNA pode ser selecionada
e predominar em poucas ou em apenas uma geracao (MEIRELLES et al.
2001).

As mitocondrias ndo contém DNA repetitivo ou introns. A auséncia de
sequliéncias intron (exceto em fungos) leva a uma maior chance de ocorre-
rem mutacoes de substituicdo nas regioes codificantes e nas partes cruciais
de um gene, aumentando, assim, a possibilidade de que uma Unica mudanca
de base leve a um fenétipo mutante (HOFFEE, 1998).

O mtDNA humano possui duas regides com propriedades evolutivas diferen-
tes. A maior regiao (mais de 90% do total) é codificante, ou seja, é usada
como molde para a sintese de RNA. A taxa de mutacao nessa regiao €
aproximadamente cinco vezes maior do que do nDNA (PENA, 2000). Isso é
causado por uma falha dos mecanismos de reparo do DNA no mtDNA e
também, provavelmente, pelos danos causados pelos radicais livres de

oxigénio liberados durante o processo de fosforilacdo oxidativa (JORDE et
al., 1999).

A Unica regiao nao-codificadora, denominada d-loop (displacement loop),
contém elementos para o inicio da fita principal de replicacao, as origens de
transcricao para as duas fitas de DNA e regides regulatérias para a
replicacdo e transcricdo (LARSSON;: CLAYTON, 1995).
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A alca D tem em torno de 1222 pares de bases e evolui cinco vezes mais
réapido que o resto da molécula, portanto, 25 vezes mais rapido que o nDNA
(PENA, 2000). Essa regiao contém duas outras regioes hipervariaveis, HV1
e HV2 que, segundo lvanov et al. (1996), sao freqlientemente utilizadas
para DNA fingerprinting em medicina forense devido ao alto grau de
polimorfismo. De acordo com Evans et al. (1999), as regides hipervariaveis
também sao usadas para a andlise de padroes de heranca mitocondrial em
modelos experimentais com animais.

O genoma das mitocondrias varia grandemente em tamanho, de 16kb nos
mamiferos a 570kb em plantas superiores. Em mamiferos, o genoma
mitocondrial tem cerca de 16,5Kb (ALBERTS et al., 1997), correspondendo
a pouco mais que 1% do DNA celular total. Segundo Jorde et al. (1999), as
doencas mitocondriais humanas tém expressividade variavel: quanto maior

a proporcao de moléculas mutantes de mtDNA, mais grave sera a expres-
sdo da doenca. Entretanto, de acordo com Cummins (2001), a anélise
molecular do mtDNA é complicada pela presenca de genes nucleares
existentes na mitocondria denominados pseuddginos (Numts) que podem ser
erroneamente amplificados pela técnica de PCR.

A técnica de caracterizacao de haplétipo DNA mitocondrial é feita em
cinco etapas: extracao de DNA de sangue periférico; eletroforese em gel
de agarose; amplificacao; digestdo e nova eletroforese em gel de agarose
para visualizacdo da amplificacao.

DNA mitocondrial dos bovinos

O DNA mitocondrial bovino contém 16.338 nucleotideos que codificam 13
polipeptideos essenciais a cadeia respiratéria, além de 22 RNAs transporta-
dores e dois RNAs ribossémicos (GIBSON et al., 1997). Devido ao fato de
as mitocéndrias desempenharem papel fundamental no processo de

fosforilacdo oxidativa, pode-se esperar que alteracdes no genoma
mitocondrial tenham reflexos sobre o metabolismo celular e, conseqliente-
mente, no desempenho produtivo.

Segundo Anderson et al. (1982), a seqliiéncia de nucleotideos do mtDNA
bovino é homéloga a do genoma mitocondrial humano, e os genes sao
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organizados de maneira virtualmente idéntica. Os genes mitocondriais
bovinos sdo 63% a 79% homdlogos aos genes mitocondriais humanos, e a
maioria das diferencas nos nucleotideos ocorrem na terceira posicao dos
cédons.

Bell et al. (1985) estudaram, em bovinos de leite, a possibilidade de a
heranca citoplasmatica contribuir para diferencas no desempenho e verifi-
caram que houve uma variacao significativa. Os efeitos citoplasmaticos
maternalmente transmitidos influenciaram em 2% na producéo de leite e
em 3,5% para porcentagem de gordura.

De acordo com Schutz et al. (1993), a substituicdo do par de base (adenina
por guanina) na posicao 169 do nucleotideo do mtDNA de gado definiu dois
grupos de linhagem maternal que diferem significativamente pela porcenta-
gem de gordura produzida e energia concentrada no leite. A maioria dessas
mutacoes ocorre na regiao hipervaridvel da d-/loop. Boettcher et al. (1996)
mostraram significante relacao entre linhagem materna e porcentagem de
gordura e linhagem materna e concentracao da energia do leite.

Em contrapartida, Pelicioni e Queiréz (2001), estudando a influéncia da
linhagem citoplasmatica sobre as caracteristicas peso ao nascer e ganho
médio diario de peso na pré-desmama em bovinos da raca Caracu, observa-
ram que, para as duas caracteristicas, o efeito linhagem citoplasmatica
mostrou-se muito baixo. Dessa forma, faz-se necessario mais estudo
visando a identificacdo da existéncia do efeito de linhagem citoplasmatica
sobre caracteristicas produtivas nos rebanhos leiteiros e de corte. Esses
estudos sao de grande importancia para programas de melhoramento em
bovinos, pois linhagens citoplasmaticas superiores aumentariam a cotacao
comercial das vacas tanto para transferéncias de embrides quanto para
racas maternas usadas em cruzamentos terminais ou fundadoras na
formacao de novas racas.

O mtDNA, além de influenciar nas caracteristicas produtivas dos bovinos,
tem sido utilizado, também, para detectar a origem materna desses
animais. Watanabe et al. (1989) observaram, por meio da anélise dos
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padrdes de quebra do mtDNA por endonuclease de restricdo, em nove
individuos da populacéo nativa de gado filipino, a existéncia de dois tipos de
mtDNA, muito diferentes um do outro. Considerando que o gado nativo
filipino é reconhecido como sendo uma mistura do gado europeu com
indiano, os dois tipos de mtDNA devem ser derivados dessas duas varieda-
des.

Analisando o mtDNA de duas racas de gado, Hariana (Bos indicus do norte
da india) e Holstein Friesan, (Bos taurus, importado da Australia) e o bufalo
indiano (Bubalus bubalis), usando treze endonucleases de restricao, Bhat et
al. (1990) mostraram que os animais Holstein diferiram em seis sitios de
restricdo, enquanto a raca Hariana ndo mostrou nenhum local de
polimorfismo. Surpreendentemente, o tipo Hariana difere em apenas um
sitio de restricdo em relacao a um dos tipos de Holstein. Quase nenhum dos
fragmentos de restricao do mtDNA do bufalo relacionou-se com o mtDNA
do gado.

Loftus et al. (1994b) estudaram as seqiiéncias de mtDNA e verificaram que
as linhagens geograficas (Bos taurus e Bos indicus) nao correspondem a
dicotomia taurina-zebuina, porque todas as racas européias e africanas
estdo em uma linhagem e as indianas, em outra. Foram encontrados genes
do Zebu asiatico nos africanos que, provavelmente, foram introduzidos
durante as invasdes arabes na Africa, originando a tipica raca Zebu do leste
africano (BOYNS, 1947 citado por LOFTUS et al., 1994a; MAULE, 1990).
Segundo Machugh (1996), nao foi encontrado haplétipo mitocondrial de
Zebu nas populacdes do gado africano. A aparente falta de mtDNA de Bos
indicus asiatico nesse gado pode ser entendida como forte evidéncia para
sua origem cruzada, sugerindo que a transmissao do gene de muitos Zebus

deve ter ocorrido através do macho, e a presenca do cromossomo Y de Bos
indicus asiatico na populacao do gado africano apdia essa evidéncia
(BRADLEY et al., 1994).

Meirelles et al. (1999) evidenciaram a participacdao de fémeas de origem
taurina na formacao das racas puras de Zebu das Américas. Esses autores
utilizaram o polimorfismo de mtDNA (vide o mapa de restricao na Figura
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25). De acordo com os autores, em relacdo aos zebuinos do Brasil (Nelore e
Gir) analisados, em média, 58% possuiam mtDNA de origem taurina,
indicando forte influéncia das racas taurinas na formacao do Zebu da América
do Sul. Os animais da raca Brahman (Zebu dos EUA) apresentavam
exclusivamente mtDNA de Bos taurus taurus indicando que a participacao de
Bos indicus na formacao dos animais era inteiramente de origem paterna.
Esse estudo sobre heranca mitocondrial revelou informagdes sobre a
formacao de racas bovinas e erros em registros genealédgicos. O gado Zebu foi
o primeiro trazido da india para o continente americano. A maioria dos Zebus
trazidos da india era macho que foram cruzados com fémeas Bos taurus
taurus provenientes da Peninsula Ibérica, originando o Zebu Americano.

B. taurus B. indicus mtDNA
16,338 kb

Scale x 1000

HindIIl

Figura 25. Mapa de restricdo do DNA mitocondrial de bovinos.

Fonte: Meirell . (1 .
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O estudo do mtDNA de clones possibilitou a informacao sobre a origem
mitocondrial de animais derivados de odcitos reconstituidos por
transferéncia nuclear (MEIRELLES et al., 2001). A anélise do mtDNA da
primeira ovelha clonada de uma célula somatica, a Dolly, mostrou que seu

haplétipo diferiu do mtDNA da linha celular progenitora, indicando que as
mitocondrias foram provenientes da ovelha doadora do odécito receptor.

Em um estudo das mitocdndrias em bovinos verificou-se, em uma bezerra
clonada a partir de células de um animal adulto (em que a célula doadora do
ndcleo foi uma célula soméatica com mtDNA de uma vaca Bos indicus) e o
6vulo de Bos taurus, que o clone possuia apenas 3% de mtDNA de Bos
indicus, mostrando que prevalecem as mitocéndrias do évulo, apesar de ela
ser um clone de Zebu. Ainda ndo se sabe como serdo os gametas da bezerra
clonada, se eles terdo mitocéndrias das células doadoras do nucleo ou do
6vulo.

Outro aspecto importante no estudo do mtDNA envolve a preservacao de
espécies em risco de extincao pela utilizacao de citoplasma receptor de
espécies proximas. Existem fatores epigenéticos préprios da raca ou
espécie dos odcitos receptores que podem levar a incompatibilidades
nucleo-citoplasmaticas tanto imediatamente quanto em estégios
avancados. Por sua vez, foi demonstrado que a transferéncia nuclear
envolvendo subespécies é uma alternativa vidvel para a criacdo de novas
racas de gado e na preservacao de espécies em vias de extincao, ja que
permite o acoplamento dos genomas mitocondrial e nuclear. Ademais, é
possivel que polimorfismos do mtDNA tenham papel significativo no que diz
respeito a selecao natural para adaptacao de diferentes racas bovinas em
condicdes ambientais distintas (MEIRELLES et al., 2001).

Os mesmos autores mostraram a grande variacdo entre os modelos inter e
intra-especificos em bovinos. No modelo interespecifico, foram utilizados
blastbmeros doadores de embrides de vacas puras Nelore (mtDNA Bos
taurus indicus) e os odcitos derivados de vacas Holandesas (mtDNA Bos
taurus taurus). Logo apés a fusao, a taxa de mtDNA Bos indicus:Bos taurus
foi de aproximadamente 4%, decrescendo para 1% no estadio de mérula.
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Ao nascimento, nao havia nenhum traco de mtDNA de Bos taurus indicus.
Esse mtDNA foi gradualmente removido do embrido reconstituido e deve
ter desaparecido completamente no final da gestacao.

Ferreira (2002), visando obter embrides heteroplasmicos, usou a técnica de
transferéncia nuclear utilizando blastdmeros de embrides em estadio de 16
células e fibroblastos Bos taurus indicus como células doadoras de nicleo e
citoplasma receptor contendo mtDNA Bos taurus taurus. Avaliou-se o com-
portamento dos mtDNAs heterélogos nos embrides reconstituidos durante os
estagios embriondrios de pré-implantacao e foram relatados tanto padroes
répidos de segregacao do mtDNA como heteroplasmias persistentes.

Domesticacdo e origem das
subespécies

Domesticacao

A domesticacao dos animais pelo homem ocorreu hé varios anos em
funcao, primeiramente, de ser uma maneira de o homem assegurar comida.
Os homens capturavam os animais e guardavam-os em currais, matando-os
de acordo com a necessidade de alimento e de utilizacao da pele (ZEUNER
1963). Somente com o passar do tempo que o homem compreendeu a

importancia dos animais e passou a guarda-los em cativeiros e criando-os
em condicdes controladas. Segundo Ferreira (1986), domesticar significa
tornar doméstico, amansar, domar, civilizar e colonizar. Naik (1978) traduz
a domesticacao como sendo a interferéncia deliberada na vida dos animais
pelo homem.

A domesticacao aconteceu independentemente em varios lugares e em
épocas diferentes. O cachorro foi o primeiro animal a ser domesticado.
Esse animal invadia o habitat dos humanos para comer sobras de comidas.
Depois do cachorro, foram domesticados o carneiro e a cabra, nao estando
claro, ainda, qual foi domesticado primeiro. Somente durante o inicio da
agricultura que o gado, o bufalo e o porco também foram domesticados.
N&o ha relatos de domesticacdo do gado antes de 5000 a.C. (NAIK, 1978).
Nos tempos da Pré-Histéria, e até hoje, os bovinos sao considerados a
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maior fonte de carne e de leite e, na india, lembrados como riqueza e graca
divina.

Segundo Athanassof (1946), como a maioria dos animais domésticos
provém da época pré-histérica, torna-se impossivel datar com exatidao a
data da domesticacdo. O autor fala que parece ter sido primeiro na Asia,
durante o periodo neolitico (Idade da Pedra Polida), possivelmente, na india,
que se realizou a domesticacao do Zebu. Dessa época, existem vérios
documentos que mostram os bois e as vacas prestando servico, pinturas
em tumulos de egipcios e vasos furados que arquedlogos julgam ser destina-
dos para o leite a fim de separar o coagulo do soro para fabricar queijo. Os
indo-arianos, ao emigrarem do Oriente para o Ocidente, além de outras
coisas, ensinaram ao europeu a arte de domesticar animais. Nao se sabe
com precisao onde e quando a domesticacao dos bovinos na Europa teve
inicio. Ainda que iniciada na Asia, essa préatica sé foi terminada na Europa,
onde novas formas autéctones de bovinos selvagens foram domesticadas.
Os bovinos espalharam-se por toda parte, exceto em regides onde o clima
nao permitia sua exploracao, ja que provinham de regioes de clima tempe-
rado.

Segundo Naik (1978), as diferencas morfoldgicas, arqueoldgicas e genéti-
cas encontradas entre as racas de gado Zebu do norte e do sul e a suas
existéncias contemporaneas indicam a possibilidade de dois diferentes
centros de domesticacao do Zebu indiano. Entretanto, ainda ha necessidade
de mais estudos que comprovem esse fato.

De acordo com Mazza et al. (1994), a domesticacao dos bovinos selvagens
ocorreu em varias partes da Europa entre 4000 e 2600 a.C. aproximada-
mente. Quando cessou o retrocruzamento com os Auroques, e os rebanhos
domeésticos se fixaram, provavelmente, a diferenciacao entre as populacdes
tornou-se mais rapida, originando tipos locais distintos. No inicio da era
Crista, as migracoes humanas assumiram valioso papel na distribuicdo dos
animais domésticos. Os celtas, romanos e arabes foram de grande impor-
tancia para o deslocamento dos bovinos na direcao do oeste da Europa e,
dessa forma, na formacao das racas da Peninsula Ibérica.

57
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De acordo com alguns autores, existe apenas um evento de domesticacao
para as racas de bovinos, sendo os zebuinos, Bos taurus indicus, derivados
dos europeus, Bos taurus taurus, domesticados. Esse evento Unico data de
8000 a 10.000 anos atrads. Em contrapartida, Loftus et al. (1994a)
mostraram por meio de estudos do mtDNA dois eventos distintos de
domesticacao das subespécies Bos taurus taurus e Bos taurus indicus com
inicio entre 200.000 e 1 milhdo de anos atras.

Loftus et al. (1994a) analisaram seqliéncias de mtDNA e perceberam que
essas cairam entre duas linhagens geogréaficas que ndo correspondem a
dicotomia taurina-zebuina: todas as racas européias (taurinas) e africanas
(trés zebuinas e uma taurina) estdo em uma linhagem e todas as racas
indianas (zebu), em outra. H& pequena indicacao de um agrupamento de
racas dentro de cada linhagem. Aplicacdes da Biologia Molecular sugerem
que os dois maiores grupos de mtDNA divergiram, pelo menos, ha 200.000
e possivelmente hd um milhdo de anos. Essa divergéncia relativamente
grande é interpretada simplesmente como evidéncia de dois eventos de
domesticacao separados, presumivelmente de subespécies diferentes do
Bos primigenius. O agrupamento de todas as seqUéncias de mtDNA do Zebu
africano dentro da linhagem taurina é atribuido ao ancestral cruzamento da
raca com o antigo Bos taurus habitante do continente. Ja que foi achado
gene (cromossomo Y) do Zebu asiatico nos africanos, isso indica que os
indicus asiaticos foram introduzidos durante as invasdes Arabes na Africa
originando a tipica raca Zebu do leste africano (BOYNS, 1947 citado por
LOFTUS et al., 1994a; MAULE, 1990). A aparente falta de mtDNA indicus
asiatico nesse gado pode ser entendido como forte evidéncia para sua

origem cruzada, sugerindo que a transmissao do gene de zebus deve ter
sido pelo macho.

Dessa forma, segundo os autores, fica evidenciada a domesticacao
independente do Bos indicus e, juntamente com estudos arqueolégicos,
esses dados apontam em direcdo a origem e ao desenvolvimento da
domesticacao do gado em duas localizacGes separadas. Esse dado também
demonstra a presenca exclusiva de mitocondria taurina na origem do zebu
da Africa Bos indicus, ilustrando uma notavel discordancia entre as
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relacoes filogenéticas baseadas na morfologia e no mtDNA e reforcando a
necessidade de cautela quando os estudos baseiam-se em um Unico
marcador genético. Machugh (1996) também fornece evidéncias de que os
dois tipos de gado foram domesticados independentemente por duas
culturas separadas no Neolitico.

Miyamoto e Boyle (1989) afirmam que o mtDNA de mamiferos é altamente
conservado no que se refere ao seu conteddo génico, a estrutura e a
funcao. Apesar de a taxa de mutacao no mtDNA ser alta, esse ritmo rapido
de substituicdo de bases conduz a um acimulo de mutacgdes principalmente
entre faxa mais distantes. Em conseqliéncia desse efeito, grupos
relativamente pouco distanciados apresentam percentual semelhante de
divergéncia de seqliiéncia. Dessa forma, o mtDNA é considerado
instrumento Util para a investigacdao de fendmenos evolutivos ocorridos nos
Ultimos 20 milhdes de anos.

Origem

Segundo Athanassof (1946), o grande nimero de teorias e divergéncias de
varios autores sobre a origem dos bovinos deve ser atribuido a deficiéncia
de dados histéricos e de material paleontolégico. Ademais, um mesmo
bovino pode sofrer variacdes em decorréncia da regidao onde se encontra e
ainda esté sujeito a cruzamentos aleatorios.

Naik (1978) revelou que, em diferentes partes da india, existiam ossadas
de gado com cupim (Bos taurus indicus) e somente no Norte foi encontrado
material arqueolégico do gado sem cupim (Bos taurus taurus). Esse fato
mostra que esses animais sem cupim devem ter sido levados por pessoas
que foram do Ocidente para a india. Esse gado ndo conseguiu sobreviver ao
clima tropical indiano. O autor mostrou, ainda, que o centro de origem do
gado Zebu com cupim é a india e que estes se estenderam para o Sudeste
da Asia e para a Africa. Entretanto, ndo se sabe o momento e o lugar
exatos da origem desse gado na india.

Todo o gado doméstico (exceto Bali e Mithan) pode ser derivado do extinto
boi selvagem Aurochs ou Bos primigenius (EPSTEIN, 1971; GRIGSON,
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1980 citado por LOFTUS et al., 1994a; MACHUGH, 1996). De acordo com
Loftus et al. (1994a), trés racas continentais foram identificadas: Bos
primigenius namadicus (Asia), Bos primigenius opisthonomus (Norte da

Africa) e Bos primigenius primigenius (Europa). O Ultimo provavelmente
tenha sido extinto por volta de 1627 na Pol6nia.

Naik (1978) mostra que o gado Primigenius foi provavelmente levado para
a India por um grupo de pessoas do Oeste da Asia. A evidéncia da presenca
desse gado foi observada apenas no periodo inicial de uma das civilizagcdes
da india. Eles devem ter morrido devido a sua inabilidade para se adaptar ao
clima tropical e também por causa de sua alta susceptibilidade a doencas
tropicais. Dessa forma, nao puderam alcancar o Sul, onde nédo ha evidéncia
de sua presenca. O autor ndo tem duivida de que a origem do Zebu foi tao
primitiva quanto a do Primigenius.

Ha vérias teorias propostas para explicar a origem do gado Zebu.
Entretanto, para Naik (1978), a sugerida por Zeuner (1963) é a mais
aceitavel. De acordo com ele, o Zebu descendeu do Bos namadicus que foi
um gado selvagem encontrado por toda parte da india no Pleistoceno. A
hipétese de que o Zebu tenha sido originado na Africa ndo pode ser mantida
devido a falta de evidéncias pré-histéricas e paleontolégicas para provar a
existéncia de uma raca selvagem de Bos na Africa tropical no Pleistoceno.
A presenca de Zebu em varios lugares da india na Pré-Histéria confirma sua
origem indiana. Hoje, o Zebu é encontrado somente em paises tropicais
como o subcontinente indiano, a Africa, o Sudeste da Asia e a América do
Sul. Eles ndo prosperaram em paises nao-tropicais, assim como os Bos
taurus taurus, em tropicais.

Naik (1978), com base em pesquisas arqueoldgicas, na presenca de
antigenos e no polimorfismo do cromossomo Y, afirma que as duas
subespécies (taurus e indicus) tém origens independentes. E vélido ressaltar
que o autor ndo os considera como subespécies e sim como espécies. Ja o
gado Zebu da Africa e o do Sudeste da Asia mostraram uma relaco
genética préxima com o Zebu da india e, portanto, o autor acredita que
eles possam ter a mesma origem.
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Pinheiro et al. (1979) mostram que a maioria das diferencas existentes
entre Bos taurus indicus e Bos taurus taurus é génica. Os padrdes de
bandas cromossémicas evidenciaram uma identidade entre todos os
cromossomos das duas subespécies. Ademais, o autor alerta para o fato de
que os cruzamentos entre as duas subespécies produzem sempre
descendentes férteis, 0 que nao ocorre nos cruzamentos entre Bos taurus e
Bos bison (2n =60). Véarios autores, entretanto, sugerem que a
especializacao da familia Bovidae deu-se a partir de um ancestral com

2n =60 cromossomos, tendo atuado como principais mecanismos as fusoes
céntricas e inversdes. Por meio desses mecanismos, ndao ha perda nem
ganho de material genético, surgindo as diferencas que caracterizam as
espécies por rearranjos génicos e pelo isolamento reprodutivo imposto pelo
novo cariétipo. Dessa forma, o autor acredita que no nico cromossomo
diferente entre os cariétipos das duas subespécies (cromossomo Y) ha o
mesmo material genético. Esse fato juntamente com os referentes aos
padrdes de bandas cromossémicas e a total compatibilidade reprodutiva
evidenciam uma origem comum para as duas subespécies, contrariando os
resultados obtidos por Naik (1978).

Vérios autores concluiram que as racas zebuinas desenvolveram-se das
taurinas, posteriormente, ao Unico evento de domesticacao. Entretanto,
Loftus et al. (1994a) e Machugh (1996), mediante estudos do mtDNA,
apontam para eventos independentes para as duas subespécies de bovinos.
Segundo Machugh (1996), por meio de andlises filogenéticas, ficou
comprovado que os Bos taurus e Bos indicus divergiram pelo menos ha
600.000 anos. Esse fato estd em consonancia com as andlises prévias da
variacao das sequiiéncias do mtDNA. Assim, de acordo com os autores, a
separacao das duas subespécies aconteceu primeiramente entre 200.000 e
1.000.000 anos atras e a domesticacao ocorreu como conseqiiéncia ha
7.000 anos.

Conclusao

Os estudos do cromossomo Y e do DNA mitocondrial sdo de grande impor-
tancia para caracterizacao das racas bovinas e, além disso, para estudos de
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filogenia. A grande maioria das racas ainda nao foi identificada genetica-
mente. Este trabalho mostra, igualmente, que nem sempre é perfeita a
associacdo: presenca de cupim ® Y acrocéntrico ® mtDNA zebuino ou
auséncia de cupim ® Y sub ou metacéntrico ® mtDNA taurino.
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Bovine Genetic
Characterization Through
the Y Chromosome and
Mitochondrial DNA

Abstract — Domestic cattle breeds are classified in two subspecies: Bos
taurus taurus, which have an european origin and Bos taurus indicus, the
zebuines, originated in India. The main phenotypic difference between them
is the presence of the hump, observed in the zebuines and absent in
taurines. In addition, the sexual Y chromosome has been considered as a
marker for these subspecies. Animals that have a submetacentric or
metacéntrico Y chromosome are considered as Bos taurus taurus and those
with acrocentric Y chromosome are typically zebuine animals (Bos taurus
indicus). On the other hand it is known that the Y-chromosome possesses
genes related to spermatogenesis and consequently to reproductive fitness.
The objective of this review was the Y-chromosome morphological type
especially concerning to those subspecies. This document emphasized the
Y-chromosome morphology from breeds of cattle showing that the
association of presence of hump ®acrocentric Y ®zebuine mitochondrial
DNA, or absence of hump ®sub or metacentric Y ®taurine mitochondrial
DNA, is not always perfect.

Index terms: Bos taurus taurus, Bos taurus indicus, Y chromosome,
mitochondrial DNA.
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