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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1. O CARIOTIPO PADRAO DE Bos taurus taurus E Bos taurus indicus

Os primeiros estudos cromossdmicos em bovinos foram realizados por
BARDELEBEN (1892)*, VAN HOOF (1919), MAUSI (1919) e WODSEDALEK (1920).0
numero diploide de cromossomos encontrado por esses autores, variou entre 16 ¢ 38. Estes
trabalhos apresentaram importéncia apenas historica e evidenciam as dificuldades técnicas da
época. Alguns anos mais tarde, com base em dados de meiose, esse numero foi determinado
como sendo de 60 cromossomos por KRALLINGER (1927, 1931). Esse autor foi o primeiro
a observar a presenga de um cromossomo submetacéntrico. MAKINO (1944), analisando varias
racas, confirmou os achados de KRALLINGER, mas considerou todos os cromossomos ¢omo

acrocéntricos, observagdes estas também feitas por MELANDER & KNUDSEN (1953).

Os trabalhos com células mitéticas de pulmdes de feto realizados por MELANDER
(1959), ndio s6 confirmaram o nimero diploide igual a 60 observado em meiose, como assinalaram
a presenca de dois cromossomos sexuais submetacéntricos, sendo o X um dos maiores do conjunto
eo Y um dos menores. A cultura temporaria de linfocitos de sangue periférico apos estimulo
por fitohemaglutinina, descoberta por NOWELL (1960), por se tratar de método simples, trouxe mais
facilidades para o estudo do cariétipo dos mamiferos. Com o aprimoramento da técnica de culturade
linfécitos para detecgo de cromossomos humanos em metafase por MOORHEAD et alii (1960),

vérios autores, quase que paralelamente, comegaram a introduzir modificages, visando melhor

adequagio metodoldgica ao cultivo de células de bovino.

* BARDELEBEN apud JORGE, W. Cariologia comparada de algumas racas de Bos taurus
taurus (L.), Bos taurus indicus (L.) e de seus cruzamentos. Botucatu, 47 p., 1970 [Tese - Mestrado

- Universidade de Sdo Paulo -].



Desse modo, o esclarecimento completo da morfologia cromossdmica em Bos taurus
taurus com 29 pares de cromossomos de tamanho desigual e o par sexual submetacéntrico sendo
o X um dos maiores cromossomos do cariétipo € o Y um dos menores, foi consolidado em trés
trabalhos que utilizaram sucessivamente células de medula (GIMENEZ-MARTIN & LOPEZ-
SAEZ,1962), cultivo de fibroblastos (SASAKI & MAKINO, 1962) e de linfocitos (CROSSLEY
& CLARKE, 1962). Posteriormente, os resultados foram confirmados por outros autores (NICHOLS
et alii, 1962; BIGGERS & McFEELY, 1963; BASRUR & LIRMAN, 1964; LIN etalii, 1976;
HALNAN, 1977).

JORGE (1970 ;1974), utilizando o método de cultura de linfécitos do sangue periférico,
analisou o cariétipo de vérias ragas com diferentes origens. Estudou ragas taurinas de origem européia
pertencente & subespécie Bos taurus taurus e, ragas zebuinas de origem asidtica pertencente a subespécie
Bos taurus indicus. Em seus resultados, JORGE encontrou uma tnica diferenga entre o cari6tipo
padrio de Bos taurus taurus e o de Bos taurus indicus que afetava a morfologia do cromossomo
sexual Y. Nas racas curopéias o Y sempre era submetacéntrico, enquanto que nas ragas asiaticas o Y
sempre cra acrocéntrico. Desse modo, o autor concluiu que haveria a possibilidade de se distinguir as
racas de Bos taurus taurus das de Bos taurus indicus através da identificagdo morfologica do

cromossomo Y.

O advento das técnicas de bandamento cromossdmico fez com que surgissem duas fases
no estudo citogenético de qualquer espécie pois, ao diferenciarem Jongitudinalmente os cromossomos
permitem uma analise mais precisa do cariétipo, contribuindo nfo s6 na detecgéio de variagdes sutis

dentro dos mesmos, como na identificagio dos pares envolvidos em rearranjos.

O primeiro grande passo no bandamento cromossémico de bovinos foi dado por HANSEN
(1971, 1972) com o emprego da quinacrina mustarda. Quase simultdneamente foram introduzidas as
técnicas de bandamento C (SUMNER, 1972), e logo adaptadas para bovinos. A técnica de banda C
é importante para a observacio de eventuais heteromorfismos da heterocromatina constitutiva dos
autossomos e analise do comportamento da mesma no par sexual (HANSEN, 1973). A técnica de
banda G contribui relevantemente para a analise do caridtipo bovino, por facilitar a identificagdo de

cada par isolado e suas alteragdes.



Em 1976, na Conferéncia de Reading (Inglaterra) foram elaboradas uma classifica¢do e

nomenclatura préprias aos cromossomos de bovinos, quando submetidos a técnica de banda G.

TAMBASCO (1976) trabalhando com 20 bovinos europeus, 5 zebus e 53 mesticos,
procurou relacionar problemas cariotipicos com baixa fertilidade e malformages genitais. Atraves
da técnica de formagio de bandas G foi possivel parear todos os cromossomos homélogos e analisar

casos de aberragdes.

Com relagiio 4 biometria cromossdmica, LEVAN et alii (1964) na tentativa de estabelecer
uma nomenclatura geral para cromossomos, elaboraram mensuragdes e usaram como parametro a

posi¢do relativa do centrdmero no cromossomo.

GUSTAVSSON (1969), analisando adistribuigdo e o efeito fenotipico de uma translocaggo
no gado sueco, mediu o comprimento de cromossomos em 10 metafases. Apoiado nesses dados,
apresentou o idiograma para a subespécie Bos taurus taurus, classificando cada par cromossomico

por ordem decrescente de tamanho.

CRIBIU & POPESCU (1974) mediram os cromossomos das ragas bovinas europ¢ias
Normanda, Maine-Anjou, Charolesa ¢ F.F.P.N. em 92 metafases ¢ determinaram 0s seus
comprimentos relativos. Colocaram o par cromossdmico sexual no extremo do idiograma, apos

o par autossdmico niimero 29.

LUZ & GIANNONI (1978) estudaram seis bovinos machos da subespécie Bos taurus
indicus, através de métodos citogenéticos convencionais e por processos biométricos,
estabelecendo comprimentos médios e relativos para cada par cromossomico. Com base em
seus resultados, apresentaram uma proposta de classificagdo para os cromossomos dessa
subespécie em que os homélogos foram pareados e reunidos em 5 grupos, de A a E. No caso dos
cromossomos sexuais, o X ficou como tnico no grupo A e o Y colocado a parte ap6s o par 29 do

grupo E.



1.2. 0S REARRANJOS CROMOSSOMICOS ESTRUTURAIS NOS BOVINOS

A partir de 1960 o campo das investigagdes cromossdmicas em bovinos sofreu um grande

avango e os estudos foram na grande maioria, em rebanhos de origem européia.

Na maioria das espécies do género Bos, o caridtipo caracteriza-se por apresentar os
centrdmeros dos autossomos em posi¢do apical, peculiaridade esta que, teoricamente, favorece a
ocorréncia maior de rearranjos especificos, como as fusdes céntricas. Na verdade, dentro deste
género, as mesmas aparecem com prevaléncia bem mais elevada quando comparada com as de
outros organismos que apresentam, em seus genomas, cromossomos submetacéntricos ou
metacéntricos. WURSTER & BENIRSCHKE (1968), EVANS et alii (1973), TOLL & HALNAN
(1976) e BUCKLAND & EVANS (1978) sugerem que a especiagdo na familia Bovidae se deu a
partir de um ancestral com 2n = 60 cromossomos, tendo atuado como principal mecanismo as
fusGes céntricas e inversdes. Através destes mecanismos niio hd perda nem ganho apreciaveis de
material genético, surgindo as diferengas que caracterizam as espécies por rearranjos génicos e

pelo isolamento reprodutivo imposto pelo novo cariétipo (WILSON, et alii, 1975; FREDGA, 1977).

As fusdes céntricas promovem uma variabilidade cariotipica intra e interespecifica
e sdo responsaveis pelas principais divergéncias cromossdmicas ocorridas na familia Bovidae.
A evolugdo do cari6tipo nesta familia ao que tudo indica, deve-se mais 4 fusdo do que a fissdo
céntrica, pois encontra-se, entre as espécies, manutengo do nimero fundamental (NF) com redu¢io

do numero dipléide na maioria dos casos (WURSTER & BENIRSCHKE, 1968).

Desse modo, os rearranjos cromossdmicos estruturais descritos até o momento, com
excecdo de alguns casos de translocagdo em tandem, sdo fusdes céntricas sendo a grande maioria

por fusfo do cromossomo 1 com o 29.

A translocac@o robertsoniana envolvendo os pares 1 e 29 foi a primeira anormalidade
do cariotipo descrita em bovinos por GUSTAVSSON (1966) ao estudar animais da raga succa

Vermelha e Branca. GUSTAVSSON em uma analise de 1.134 individuos, reporta que 122 apresentavam



59 cromossomos e quatro 58, hetero e homozigotos respectivamente, para este tipo de translocagdo.
A partir de entdo um grande niimero de investigadores comegou a estudar, sob o ponto de vista
citogenético, a espécie bovina. Em 8.788 individuos estudados pertencentes a diferentes ragas européias,
detectou-se uma prevaléncia média de 4,5% e 0,4%, respectivamente de individuos heterozigotos e

homozigotos para o rearranjo (MORAES & MATTEVI, 1980).

A translocacdo t(1;29) é a alteragio do caridtipo de bovinos que apresenta a mais ampla
distribuigfio geografica nas ragas européias. Porém € importante salientar que a grande maioria dos
animais com esta caracteristica nio apresenta malformages somaticas, embora tenha esta sido descrita
como fator de baixa fertilidade em diversos rebanhos europeus (Suécia, Dinamarca e Franga). Mediante
tais resultados, alguns paises passaram a utilizar, como medida preventiva, o exame citogenético de
touros doadores de sémen ja que na Suécia, a diminuigdo de crias de pais translocados levou a prejuizos

anuais consideraveis (GUSTAVSSON, 1969, 1970).

Varios autores como GUSTAVSSON (1969), BONGSON & BASRUR (1976) e
PINHEIRO et alli (1984) consideram que a translocagfo 1/29 ¢ a mais importante patologia
cromossdmica dos bovinos, por seus efeitos depressivos nas fémeas e machos (DYRENDALL &
GUSTAVSSON, 1979). Nos casos de inseminagdo artificial, o controle desta translocacéo na
amostragem vai propiciar um aumento de 5% na taxa de retorno ao servigo das filhas de touros
portadores, apés a primeira inseminagfio. A queda da fertilidade, observada pelo retorno mais frequente

ao servigo, sugere um aumento de mortalidade embrionaria (GUSTAVSSON, 1969).

O segundo tipo de fusdo céntrica, a translocagdo t (2;4) descrita em bovinos, foi observada
na raca Holandesa por POLLOCK (1972), e envolve os cromossomos 2 ¢ 4 identificados por

bandamento.

Além destes dois tipos j4 bem estabelecidos, foram relatadas ainda as translocagdes t(11;12)
t(15;16) por BRUERE & CHAPMAN (1973), t(5;6) t(15;16) por ELDRIDGE (1974), t (13;21)
por HARVEY (1974) t(1;27) por ELDRIDGE (1975), t(27;29) por BONGSO & BASRUR (1976),
£(1:25) por STRANZINGER & FOSTER (1976) e t (3:4) por POPESCU (1977a).

A ocorréncia de duas quebras em um cromossomo unifilamentoso durante a interfase e a
soldadura em posi¢o invertida do fragmento cromossdmico ao restante do cromossomo ddo origem
ao que se denomina invers&o. Em bovinos, estes rearranjos estruturais apresentam-se em menor

numero quando comparados com as translocagdes. POPESCU (1972, 1976) observou uma possivel



inversdo pericéntrica em um touro da raga normanda. Mas s6 em estudos posteriores, através de
bandamento cromossdmico, o autor concluiu ser o cromossomo 14 o alterado e que na maioria dos

descendentes se manifestou sem anomalia.

1.3. DISTURBIOS DE NUMERO CROMOSSOMICO

Praticamente todos os estudos realizados em bovinos com distirbios de niimero
cromossdmico, mesmo em mosaico com baixa percentagem de células anormais, descrevem
malformagdes somaticas ou alteragdes fenotipicas importantes que geralmente sdo acompanhadas de
efeitos deletérios, como é o caso da bragnatia letal, sindrome da trissomia do par cromossdmico 18.

Como em geral sdo letais, isso explica a baixa frequéncia com que sdo encontrados (ROCHA &

JORGE, 1989).

Nos disturbios de nimero, as trissomias autossémicas ndo letais estdo geralmente
relacionadas com trés grupos principais de malformagdes: agnatismo (MORI et alii, 1969; HERZOG
& HOHN, 1971a e DUNN & JOHNSON, 1972), nanismo (GLUHOVSCHI & BISTRICRANU,
1970) e artropatias em mosaicos com baixa frequéncia de células com 61 cromossomos (HALNAN,

1976a).

Outras anormalidades associadas as aberragdes numéricas dos autossomos sdo: 0
criptoquidismo (70% dos casos), hidrocefalia (50%), defeitos cardiacos (28%), curvatura da coluna
vertebral (17%) e hipoplasia dos rins (17%). Nos bovinos a incidéncia estimada de trissomia autossomica

é daordem de 0,17% e esta particularmente relacionada com deformidades esqueléticas.

Disttrbios numéricos do cromossomo X revelaram num macho (61, XXY)
hipodesenvolvimento geral, hipogonadismo ¢ aplasia dos ductos mesonéfricos, com mosaicismo 60,XX/
60,XY em células da medula (RIECK et alii, 1969; NORBERG et alii, 1976). HALNAN (1976b)

encontroumosaicismo 60, XY/61, XXY em um animal com libido e motilidade espermatica diminuidas.



Em bovinos, ha poucos relatos de poliploidia e estes se referem a condigdo diploide/
poliploide, onde as células normais predominam. A incidéncia de células polipléides em individuos
normais foi estimada em 2 a 6% por DARRE et alii (1970), e em 0,1 a 1,0% dos linfécitos, por
HALNAN (1976a). Niveis anormalmente altos de células polipl6ides foram correlacionados com
hipertrofia muscular na raga Hereford (ZARTMAN & FECHHEIMER, 1967) e com deformidades
neurolégicas, em recém-nascidos (HERZOG & HOHN, 1971).

1.4. OUTRAS ANOMALIAS: QUEBRAS CROMOSSOMICAS E/OU
INTERVALOS ACROMATICOS

A ocorréncia de intervalos acromaticos e quebras cromossdmicas foi descrita em
bovinos por HERZOG & HOHN (1971) como tipicos defeitos autossdmicos de bezerros afetados
pela paraqueratose, distirbio hereditario do metabolismo do zinco. Baseando-se no encontro
desta delecfio autossomica, em 5 a 10 % das células mitéticas de touros com anotagSes de
subfertilidade e infertilidade, HALNAN (1972) sugeriu sua utilizagdo como indicador diagnéstico,

apds confirmag@o desta hipétese.

Novas evidéncias foram acrescentadas por BONGSO & BASRUR (1976) quando
identificaram em touros Guernsey de fertilidade reduzida porcentagens de 10 a 15% de células
com intervalos acromaticos e quebras, em comparagio com 2,8% a 5,8%, naquelas de fertilidade

normal.

Em ovinos subférteis também ja havia sido detectada tal anomalia (BRUERE, 1969).
Através de exame citogenético em 36 vacas com disturbios reprodutivos, foram encontrados em

uma das fémeas os intervalos acromaticos e as quebras cromossdmicas em 31,6% das células

examinadas (MAGARAJA & HEDGE, 1987).

As causas destas aberragdes na estrutura cromossomica foram classificadas por MAYR &
SCHLEGER (1977) em genéticas e ndo-genéticas. Muitas seriam originarias de causas ndo-genética,
por exemplo, as infecgdes por virus oumicoplasmas, problemas alimentares como a deficiéncia de zinco,

radiacdes e numerosas substancias quimicas (FRANCK & ROBERT, 1981).



Numa primeira coleta, realizada em bezerros com nanismo hereditario, HERZOG et alii
(1977) encontraram taxas de 30 a 40% de células com quebras cromossémicas. Em nova cultura,
realizada apos 30 dias, as taxas sofreram dréstica redugfio para 15 a 20% das metéfases. Segundo os
autores, esta eliminagfo espontinea das células com defeitos cromossdmicos langa davida acerca do
papel patogénico das quebras autossdmicas, existindo a possibilidade de serem causadas por uma
intervengdo no processo mitético de um virus contaminante ou por uma infecgdo virética latente.

Infecgdes bacterianas devem também ser consideradas.

A presenca de quebras, intervalos acromaticos ou constri¢des secundarias vem sendo
observada nas populagdes de bovinos normais, tendo variado de 0,028 a 1,4%, na raga Pretae

Branca Alema (NAHASS et alii, 1976).

1.5. AVALIACAO CARIOTIPICA EM ZEBUINOS

As racas zebuinas evoluiram isoladamente no subcontinente asiatico, descendentes
diretamente do Bos mamadicus (Zeuner ), e a idade desta subespécie recua a cerca de 3.000 anos
A.C., como testemunha o Sinete de Mohenjo-Daro, que data dessa antiguidade, e no qual se
visualiza um zebu com chifres em lira alta. O zebu brasileiro, atualmente considerado superior
ao da India, originou-se através do cruzamento absorvente de zebuinos indianos com a populagéo
taurina autéctone, criada ao norte do paralelo 23, e composta, principalmente, pelas ragas Mocha
Nacional, Caracu, Pantaneiro, Franqueiro, Curraleiro ¢ Crioula. Tais ragas evoluiram na faixa
intertropical, a partir de taurinos originarios da Peninsula Ibérica, principalmente derivados das
racas Mirandesa, Alentejana, Minhoto e Brava. Destas, a Alentajana ¢ andloga aquela da qual
derivam as racas Blonde d’ Aquitaine e Limousin, sabidamente portadoras da translocagéo 1/29,
deixando a suspeita da possibilidade de eventuais zebuinos portadores no Brasil. Entretanto,
esta possivel fonte adquire pouca importancia, dada & praticamente completa substituigdo

cromossdmica da populagao taurina original (ROCHA & JORGE 1989).

Diferindo do que ocorre no gado europeu, o estudo citogenético em ragas zebuinas

puras tem sido mais discreto. Em estudos realizados numa amostra de cerca de 419 zebuinos,



predominando a raga Nelore (307), seguida pelas ragas Gir (59), Guzera (36), Indubrasil (12) e
Tabapui (5), ndo foram diagnosticados rearranjos cromossdmicos tais como a fusio céntrica 1/
29, niio havendo também qualquer citagio na literatura (KIEFFER & CARTWRICHT, 1968;
PINHEIRO, 1971; GUPTA et alli, 1974; JORGE, 1974; HALNAN, 1976; TAMBASCO, 1976;
BENJAMIN & BHAT, 1977).

Nos animais estudados nio foram também observadas anormalidades cromossOmicas
numéricas ou estruturais. Estudos com bandamento cromossémico sdo escassos em Bos taurus indicus,

sendo o do tipo C realizado por GUPTA et alii (1974) e 0 G, por TAMBASCO (1976).

Dois casos particulares descritos em individuos zebuinos nio acompanhados por
anormalidades fenotipicas, consistem na ocorréncia de um fragmento cromossdmico heterocromatico

em torno de 50% das metafases examinadas (TAMBASCO, 1976; MORAES et alii, 1980).

1.6. GADO PE-DURO: ORIGEM E PRESERVACAO DE UMA RACA

O gado Pé-duro é uma raga bovina nativa, ainda ndo melhorada e que se originou dos
bovinos introduzidos no Brasil pelos portugueses e espanhois durante a época da colonizagdo. Como
na América do Sul nfio existiam animais da espécie bovina, foi necessario trazer da peninsula ibérica o
gado indispensavel a produgdo de leite e carne durante a longa fase da colonizag¢do. Asragas nativas
importadas deram inicio a0 povoamento dos campos naturais do Brasil e nagdes vizinhas. Adaptaram-
se a0 novo ambiente, formando os grandes rebanhos denominados crioulos, que se diferenciaram em

diversas variedades algumas das quais hoje ja melhoradas (SANTIAGO, 1975; CAMARGO, 1990).

O gado Pé-duro multiplicou-se no Norte e, especialmente no Nordeste do pais, incluindo
o vale do S#o Francisco, de onde desceu para os campos e cerrados de Minas e Goias (SAN TIAGO,
1975). De acordo com ATHANASSOF (1958), a raga Pé-duro ou curraleira € derivada do tronco
Bos taurus ibericus. Dada a sua procedéncia européia admite-se que deva pertencer a subespécie

Bos taurus taurus.

Até 1984 araca Pé-duro sofreu grande perigo de extingio, devido a introduggo de outras

racas, principalmente Zebuinas, no Estado do Piaui. O processo de extingdo se caracterizou
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principalmente pela substituigdo dessa raga por outras e pelos cruzamentos absorventes que, a0s
poucos, foram eliminando as caracteristicas de gado Pé-duro (CARVALHO, 1983). Segundo
CARVALHO (1985), no sistema de criagio extensivo em que o gado Pé-duro € criado, os machos
dessa raga sdo comumente castrados, permitindo a cobrigdo de fémeas por machos zebus. Desse
modo, a raca Pé-duro encontra-se ameagada de extingo, sendo substituida por ragas zebuinas nos

locais onde ainda existe.

Como o gado Pé-duro € uma raga nativa que se desenvolveu em ambientes desfavoraveis,
com pouca interferéncia do homem, e evidencia caracteristicas adaptativas importantes que no sao
facilmente encontradas em ragas exéticas, podera vir a constituir no futuro um banco genético valioso
aser utilizado por criadores e especialistas em melhoramento animal. Para tanto deve ser caracterizada

e preservada (CARVALHO, 1984; BRITTO, 1987).

Através dos esfor¢os da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA) e
por intermédio da Unidade de Execugdo e Pesquisa de Ambito Estadual (UEPAE) de Teresina, esta se
tentando preservar o gado Pé-duro no Estado do Piaui. Para tal, foi necessario que a EMBRAPA
formasse inicialmente o plantel. Os animais foram comprados de oito municipios piauienses e de um
do Maranh#o. A seguir foi instituido um nticleo de preservagdo com apoio financeiro do Fundo de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico, do Banco do Nordeste do Brasil (BNB) e colaboragdo do
Centro Nacional de Recursos Genéticos (CENARGEN), 6rgo da propria EMBRAPA. O rebanho
foi colocado na Fazenda Experimental Octavio Domingues, em S&o Jodo do Piaui, em plena regiéo
semi-arida. A decisdo de instalar o nticleo de preservagiio em uma regifio semi-drida e de manter os
animais na vegetacio natural da caatinga visa colocé-los em condigdes semelhantes aquelas em que a
raga se desenvolveu, propiciando a manutenggo de sua rusticidade (CARVALHO, 1985). No momento,
o projeto da EMBRAPA, coordenado pelo pesquisador José Herculano de Carvalho, atingiu seu
objetivo que era essencialmente a preservagdo da raga. Com o crescimento do rebanho e 0s animais
atingindo a maturidade sexual serfio realizados os trabalhos de colcta de sémen para inseminaggo
artificial. Cumpre enfatizar que a preservagdo do gado Pé-duro ¢ de fundamental importancia, tendo

em vista as suas caracteristicas de grande resisténcia, rusticidade e adaptagdo a regidio Nordestina.
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1.7. IMPORTANCIA DO ESTUDO DO CARIOTIPO DO GADO PE-DURO

O projeto de preservagdo do gado Pé-duro serve de apoio e de desenvolvimento a outros
projetos. Como o gado Pé-duro é umaraga nativa que possue genes preciosos de adapta¢do a regiéo
Nordeste, a caracterizagfio citogenética desses bovinos, devera fornecer dados e subsidios importantes
para a criagdo de um banco de germoplasma o qual serd de grande utilidade para os criadores e
especialistas em melhoramento genético animal. Além disso, contribuird também para uma defini¢ao
mais concreta da situagio do gado Pé-duro nos dias atuais, frente as duas subespécies de bovinos

existentes (Bos taurus taurus e Bos taurus indicus).

POPESCU, por ocasifo da realizagdo do 1° Simpdsio Nacional Sobre Estudos Avangados
em Reprodugio Animal, em 1980, em Jaboticabal, realizou um excelente relato sobre a incidéncia de
aberracdes cromossdmicas em bovinos e seus cfeitos indesejaveis sobre o fenétipo dos animais.
Conforme POPESCU (1980) os progressos alcangados pela citogenética assumem de tal sorte, um
importante papel no desenvolvimento da produgéo animal, pois permitirdo, com extrema rapidez,

afastar da reproducdo individuos potencialmente indesejaveis.

A determinac@o de caracteres indesejaveis pelo cariotipo torna essa tarefa mais fécil do
que a determinagao de individuos portadores de genes indesejaveis porque para estes, sdo necessarias
longas, onerosas € corretas provas de progénie. Desse modo a investigagéo citogenética em gado Pé-

duro, permitiria a eliminago de animais com cariétipo anormais do rebanho.

1.8. ASPECTOS FENOTIPICOS MAIS DISTINTOS DO GADO PE-DURO

Conforme revisio em CARVALHO, (1983) e BRITTO, (1987), os aspectos fenotipicos
mais expressivos do gado Pé-duro, no que diz respeito a sua conformagio, sdo os seguintes:
cabega pequena, perfil sub-cdncavo, érbitas ndo muito salientes; chifres curtos ¢ em forma de

coroa, leves, apresentando secgdo circular, de cor clara na base e extremidade escura; orelhas pequenas,
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revestidas internamente de pélos claros; boca grande e ventas largas; pescogo fino, barbela reduzida;
tronco de conformagcio triangular, caracteristicas das ragas leiteiras; peito profundo, ventre volumoso,
ancas largas, garupa direita; cauda fina, longa e bem inserida, sendo toleravel a inser¢go alta; vassoura

preta, membros delgados e bem proporcionados.

Quanto a pelagem, pode ser ela amarela, amarela avermelhada ou baia com
extremidades escuras até o fusco, no muito carregado; os pélos das entre-nadegas e axilas
devem ser de tonalidade clara ou esbranquigada, bem como do baixo-ventre. A cabega ¢ de
tonalidade escura, acentuando-se no chanfro e em torno dos olhos; focinho preto com barba de
pélos claros. Os membros sdo de cor escura, tonalidade mais pronunciada na regido da canela,
especialmente nos anteriores, onde pode elevar-se até acima dos joelhos, podendo ser mais escura,

nos touros; unhas pretas (Figura 4.8, p. 41).

1.9. RACAS E CARACTERES QUALITATIVOS E QUANTITATIVOS

Dentro de uma espécie podem ser distinguidas diferentes ragas. Sob o ponto de vista
bioldgico pode se definir uma raga como uma populagdo de animais que difcrem dos de outras
populacdes da mesma espécie em determinados caracteres definidos geneticamente. Os atributos
caracteristicos de uma raca podem ser qualitativos - por exemplo: tipo de pélo, cér, tipos de
chifres - ou quantitativos, como tamanho, produgdo de leite e contetido de gordura no leite. E
possivel produzir uma raga que seja homozigota para um ou varios caracteres qualitativos, mas
isto em geral s6 servira para distingui-la das ragas restantes, ja que diversas ragas podem possuir
idénticas caracteristicas externas. Os aspectos da produgdo, que determinam a importancia
econdmica da raga, mostram uma variagfo constante, € ndo se pode estabelecer uma linha diviséria
clara entre as ragas, se bem que as médias raciais mostrem divergéncias bastante amplas. Essas
caracteristicas estdo submetidas a influéncia de um grande nimero de genes, e se verifica em
todas as racas um amplo grau de heterozigose com relagdo a todos os caracteres quantitativos. Por

consequéncia, e falando-se em sentido biolégico, ndo existem ragas puras de animais domésticos, €
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parece que nio € possivel produzir uma (JOHANSSON, 1972). Quando, na pratica, se emprega o
termo raga pura, refere-se aos animais que foram registrados, ou que podem ser registrados no livro
genealégico daraca. Estes animais de raga pura constituem um grupo seleto destinado a reprodugéo.
Os requisitos para que se aceite um animal no livro genealdgico variam com a época e o lugar. Na
prética, o conceito de raga ¢ mais convencional que bioldgico. No entanto, a divisdo em ragas parece
ser justificada porque as populagdes que compdem as ragas estdo especializadas para fins diferentes

para diferentes condigdes locais (JOHANSSON, 1972).

No caso da raga Pé-duro sdo reconhecidas variagdes nos caracteres qualitativos entre os
individuos da populagio. Como na raga inglesa Shorthorn, os padrdes de pelagem na raga Pé-duro
sdo muito variaveis, podendo apresentar as tonalidades: amarela, amarela avermelhada ou baia, ou
ainda, suas formas intermediérias de mistura. Essas variagdes, no entanto, podem ser admitidas até
numa mesma raga, pois existem animais genealogicamente puros cuja pelagem varia para além dos

limites permitidos pelo padréo de umaraga (TORRES, 1981).
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1.10. OBJETIVOS

Frente ao relato exposto acima, pretendemos neste trabalho:

a) estudar os cromossomos dos bovinos da raga Pé-duro e classifica-los
morfologicamente de acordo com a nomenclatura proposta por LEVAN, FREDGA & SANDBERG

(1964) para os cromossomos de mamiferos;

b) distinguir animais pés-duros, comprovadamente de origem européia (Bos taurus
taurus, presenga de cromossomo Y submetacéntrico), de mesticos com animais zebuinos (Bos
taurus indicus, presenga de cromossomo Y acrocéntrico), dada a intengéo de se manter um
nucleo de preservagao da raga Pé-duro, de grande adaptabilidade as condi¢des indspitas do interior

do Nordeste.

¢) investigar no caritipo dos animais, alteragdes cromossomicas que possam estar

correlacionadas com disturbios reprodutivos, malformagdes genitais e diversas doengas;

d) determinar a prevaléncia de anomalias cromossomicas e verificar com que

frequéncia ocorrem nestes animais;

e) introduzir esta linha de pesquisa no Estado do Piaui, integrando de forma substancial
trés instituicdes de pesquisa, a EMBRAPA, a Universidade Federal do Piaui e a Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), criando assim condi¢des ao desenvolvimento de futuros

trabalhos cientificos, na area de citogenética animal e humana.



2. MATERIAL

2.1. ESCOLHA DOS ANIMAIS

Os cromossomos de bovinos da raga “Pé-duro” foram analisados através de métodos
citogenéticos convencionais. Frente as dificuldades encontradas, decidiu-se por estudar apenas
animais machos do rebanho. As amostras de sangue para as analises citogenéticas foram obtidas
somente dos animais pertencentes ao Nucleo de Preservagio do Gado “Pé-duro” localizado na

Fazenda Experimental Octavio Domingues, municipio de Sdo Jodo do Piaui, criado pela Unidade

de Execucdo e Pesquisa de Ambito Estadual (UEPAE) de Teresinas/EMBRAPA.

Os animais foram escolhidos de acordo com a facilidade de captura, pelo fato de
serem criados em regime extensivo, em uma vasta extenso territorial de 6.000 m* onde ficam
espalhados dentro da caatinga. Desse modo, ndo foram empregados critérios seletivos como
idade e/ou maturidade sexual para a coleta das amostras de sangue. No inverno, se tornava mais
dificil prender os animais para a coleta de sangue, porque a vegetagio crescia e como havia agua
e alimento facil, os animais se espalhavam na chapada. Por outro lado, na seca, ficava mais facil
a captura, porque isolava-se o bebedouro ¢ 0 pogo € como, a 4gua ¢ o alimento se tornavam

escassos, 0s animais se concentravam na regido do bebedouro.

No Porfirio, regifio da fazenda onde os animais ficam soltos, ndo existe o brete.
Assim, os animais tinham que ser deslocados para a entrada da fazenda onde existem o curral € 0

brete para viabilizar a coleta do sangue.

Foram utilizados 75 animais para as andlises efetuadas neste trabalho.
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2.2. RELACAO DAS VIAGENS REALIZADAS PARA OBTENCAO DE

MATERIAL

N° da viagem

Data da coleta

Codigo dos animais examinados

12
Ha
30
4a
5a
6°
7a
g2
9a
10°
11°

127

08/06/91
19/06/92
03/09/92
29/10/92
11/12/92
16/09/93
03/11/93
17/01/94
21/02/94
09/03/94
30/11/94
15/12/94

77,104, 188, 207, 216, 222, 239, 270
72,189, 224,92, 103

14, 59, 81, 84, 89, 185, 245

193, 100, 94, 42, 137

276, 240

333,361,217, 295, 350, 339

55, 313, 328, 362, 225, 318, 326
334,228,299, 269, 275, 274, 309, 258
202, 209, 281, 292, 294, 314

364, 368, 369, 374, 380

249,383,370, 365,397,359, 360, 308, 391, 392
390, 401, 403, 405, 409, 415




3.METODOS

3.1. COLETA DE SANGUE

Inicialmente, procedeu-se a uma lavagem e depilagdo da regido do pescogo do animal
onde se localiza a veia jugular, seguida de desinfecgfio dessa regido com dlcool iodado.
Pressionou-se contra a veia uma agulha com seringa encaixada, previamente esterilizada e
heparinizada (liquemine Roche - 5.000u/ml), colhendo-se aproximadamente Sml de sangue. A
seguir, a agulha foi dobrada e envolvida com esparadrapo para evitar contaminagdo. O material
foi etiquetado com o cédigo dos animais e transportado em isopor com gelo para o Laboratdrio

de Citogenética para ser semeado em meio de cultura.

3.2. TECNICA DE OBTENCAO DE METAFASES A PARTIR DE LINFOCITOS
DO SANGUE PERIFERICO

Foi cmpregada a técnica de cultura de linfocitos de MOORHEAD et alii (1960),
modificada para o estudo cromossdmico de bovinos, pelo Laboratério de Citogenética Humana
da Faculdade de Medicina de Ribeirfo Preto, USP, onde também foi estabelecida a técnica de obtengdo

de bandas G.

a) Cultura de linfécitos - Com pipeta Pasteur, foram adicionadas 10 gotas de sangue total

de cada amostra, em 2 frascos de cultura etiquetados para cada animal, contendo Sml de meio MEM
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(Minimal Eagle Medium) com 15% de soro fetal bovino mais fitohemaglutinina. Todaa operagéo foi
efetuada em cAmara asséptica, proximo a um bico de Bunsen, e com material estéril. Os frascos de
cultura foram colocados em estufa a 37°C por 72 horas. Faltando 1 hora e 30 minutos para o tempo
final de encubagio foram adicionados 0,2ml de colchicina a 0,016M em cada frasco de cultura,
homogeneizando-se delicadamente. Apds 72 horas, os frascos foram retirados da estufa e agitados
levemente para desprender as células aderidas ao fundo. A seguir, o contetido de cada frasco foi
transportado para tubos de centrifuga de 15ml. O material foi centrifugado a 1000 rpm durante 5

minutos, sendo retirado e desprezado o sobrenadante.

b) Hipotonia - Foram adicionados as células 8ml de solugdo hipotonica de KCla 0,075M,
o material foi ressuspendido ¢ colocado em estufa a 37°C por 5 minutos, centrifugado a 1000 rpm
durante 5 minutos, sendo novamente retirado e desprezado o sobrenadante, deixando-se Iml em cada

frasco.

¢) Fixag#o - Usou-se metanol-acido acético na propor¢do de 3:1 (v/v). Para a fixac@o das
células, foram adicionados aos tubos de centrifuga, Sml do fixador recém-preparado. O material foi
ressuspendido com movimentos rapidos e suaves e centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos. Ao se
retirar o sobrenadante, teve-se o cuidado de se deixar em cada frasco cerca de 0,5 a 1 ml de material.
Esta operag#o foi repetida por trés vezes seguidas, sendo que na tltima etapa da fixa¢do usou-se

apenas 3ml de fixador para cada tubo.

d) Preparo das laminas - LAminas novas foram passadas em alcool-éter, bem lavadas e

estocadas em geladeira, em um becker contendo dgua destilada.

Durante o preparo das ldminas, cada ldmina era retirada do becker com pinga e colocada
em posi¢do inclinada, em seguida eram pingadas 3 gotas do material fixado. Deixava-se escorrer 0
excesso de 4gua e as 1aminas eram passadas rapidamente na chama de alcool, identificadas e colocadas

em estante para a secagem total em meio ambiente.

e) Coloragio - Usou-se Giemsa na proporgdo 1:30, ou seja: 1 ml do corante em 30 ml de
tampéo fosfato apH 6,8. Apds a secagem das laminas procedeu-se a coloragio sem bandamento. O

tempo de coloragdio foi de 15 minutos, apds o que as laminas foram lavadas com 4gua e secadas ao ar.
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3.3. ANALISE DAS METAFASES E MONTAGEM DO CARIOGRAMA

A determinagio do nimero ¢ a observagdo da morfologia dos cromossomos foram
realizadas em ldminas submetidas & colorago usual, tendo sido selecionadas de cada animal 25
metafases que, aparentemente, ndo eram rompidas e cujos cromossomos eram identificaveis.
As metéfases foram analisadas microscopicamente através de desenhos esquematicos em folha
de papel flor-post. Para cada metafase analisada era dado o diagndstico com respeito ao nimero
de cromossomos, aberragdes € morfologia do cromossomo Y. Duas dessas metafases de cada
animal foram escolhidas para fotomicrografia em fotomicroscopio Zeiss; com ocular 10; objetiva
Neofluar 100X e filme Kodak Plus-X-Pan de 35 mm. Estas fotografias foram utilizadas para a
montagem dos caridtipos dos animais. Os cromossomos foram dispostos em ordem decrescente
de tamanho em 5 fileiras de 6 pares, ficando os cromossomos X e Y no pentltimo e ultimo lugar

respectivamente, conforme HSU & BENIRSCHKE (1967, 1968).

3.4. LEVANTAMENTO DE DADOS PARA O ESTABELECIMENTO DE

PARAMETROS BIOLOGICOS

Para a realizagio de uma analise comparativa dos pardmetros bioldgicos entre os
animais com Y acrocéntrico e Y submetacéntrico foram considerados: 1. Obtengdo de medidas
das estruturas da genitalia externa de cada animal e 2. Levantamento das caracteristicas fenotipicas

de cada animal, incluindo grau de contaminag#io racial aparente.

Paratal foi elaborada uma ficha técnica com o registro de dados para cada animal (modelo

anexo).



FICHA TECNICA PARA AVALIAGCAO ANDROLOGICA DA GENITALIA
EXTERNA E ASPECTOS FENOTIPICOS DE CADA ANIMAL

1 - CODIGO DO ANIMAL:

2 - RACA: CARIOTIPO:

3 - MORFOLOGIA DO CROMOSSOMO Y:

4 - ABERRACOES:

4.1 - Numéricas:

4.2 - Estruturais:

5 - CONTAGEM DE METAFASES

5.1 - Namero de Metafases Analisado:

5.2 - Células com 2N = 60:

5.3 - Células com 2N # 60:

5.4 - Frequéncia de Metafases com Alteragdes:

6 - CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DO ANIMAL
6.1 - Pelagem:

6.2 - Barbela:

6.3 - Orelhas:

6.4 - Chifres:

6.5 - Chanfro:

6.6 - Extremidades:

7 - MEDIDAS DA GENITALIA EXTERNA

7.1 - Largura escrotal:

7.2 - Comprimento escrotal:

7.3 - Perimetro escrotal:

7.4 - Testiculo direito: Esquerdo:

7.5 - Bainha:

7.6 - Prepicio:

8 - GRAU DE CONTAMINACAO RACIAL APARENTE
8.1 - Nenhum [ ]

8.2-Baixo [ ]

83-Alto [ ]

9-DATA DE NASCIMENTO: / /

10 - PESO DO ANIMAL:
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3.5.METODOS ESTATISTICOS

Foram realizados testes estatisticos para se testar hipoteses referentes a igualdade de

duas médias, ou seja,
Hy,pul-p2=0
H,ul-p2#0

Pressupondo-se a normalidade da distribuigdo amostral da varidvel de teste e ndo
sendo conhecidos os desvios padrdes das duas populagdes, supostas ndo correlacionadas (néo-
emparelhadas), admitiu-se que esses desvios-padrdes eram iguais, ou seja, '1 =12 =1". O
desvio padrio I" desconhecido foi substituido por sua estimativa Sp que, no caso de diversas
amostras, é a raiz quadrada da média ponderada das varidncias amostrais, usando como pesos 0s

graus de liberdade de cada uma. No caso de duas amostras, a variancia S*p € dada por:

Szp:(nl—1)5f+(nz-1)52

m+mn-—2

onde:
S2 e S$? sdo as variancias das duas amostras disponiveis.
1 2

O teste foi realizado através da estatistica:

l‘n]+n2_2=M_

Spv%’ll+ %12

onde: Y, ¢ ¥, sdo as médias amostrais;
m € n» os tamanhos das amostras.

Este teste comparou as médias das medidas da genitalia dos animais com cromossomo

Y acrocéntrico com os de cromossomo Y submetacéntrico conforme COSTANETO, (1977).

. . N (o 2 . N
Realizou-se ainda um teste nfio paramétrico (testede % ) paraindagar-se se duas variaveis
qualitativas envolvidas eram ou ndo independentes, ou seja, se elas apresentavam ou ndo algum grau

de associag#o entre si. Tal teste foi feito utilizando-se:
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2
A ca estatistica de teste, com y graus de liberdade;
r o nimero de linhas do corpo da tabela;

s o nimero de colunas do corpo da tabela;
Oy afreqiiéncia observada da intersegdo da linha Q5 comacoluna j;

Ej afreqiiéncia esperada da intersegfio da linha ; comacoluna j ;
n o numero de elementos da amostra.

v=(r=-D(s-1)

Com este teste verificou-se se as variaveis grau de contaminagio racial e o tipo de

cromossomo Y apresentavam ou ndo algum grau de associagdo conforme COSTANETO, (1977).



4. RESULTADOS

4.1. MORFOLOGIA DOS CROMOSSOMOS AUTOSSOMICOS E SEXUAIS

O cariétipo padrdo dos animais estudados apresentou nimero dipléide 2n = 60
cromossomos € niimero haploide n=30. Em todos os animais do rebanho estudado, os cromossomos
autossdmicos, do par 1 ao 29 sfo acrocéntricos. A diferenga encontrada foi somente no tamanho
dos mesmos, sendo o par n° 1 o maior e o par 29 o menor deles. Com relagdo aos cromossomos
sexuais, em todos os animais, o cromossomo sexual X se apresentou com forma submetacéntrica
e com comprimento aproximado ao dos cromossomos autossémicos do par n° 1, sendo muito mais
facil a sua identifica¢@o. Por outro lado, houve uma diferenga entre os animais com respeito ao
cromossomo sexual Y, existindo no rebanho animais com cromossomo Y - submetacéntrico, € animais

com cromossomo Y - acrocéntrico (polimorfismo do cromossomo Y) (Figura 4.1).

Nas figuras 4.2 e 4.3 os cromossomos foram ordenados pela ordem decrescente de

tamanho de acordo com a classifica¢@o proposta por LEVAN et alii (1964).
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Figura 4.1. Célula em metéafase de linfécito de gado Pé-duro (aumento 960 X).
Painel A - Cromossomo Y acrocéntrico (Touro 216).

Painel B - Cromossomo Y submetacéntrico (Touro 72).
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Figura 4.2. Cari6tipo de gado Pé-duro exibindo cromossomo Y acrocéntrico, tipico de

Bos taurus indicus. Constitui¢do 2n=60,XY (Touro 239).
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Figura 4.3. Cari6tipo de gado Pé-duro exibindo cromossomo Y submetacéntrico, tipico

de Bos taurus taurus. Constitui¢do 2n=60,XY (Touro 103).
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4.2. POLIMORFISMO DO CROMOSSOMO Y

Constatada a existéncia de polimorfismo do cromossomo Y no plantel de gado Pé-
duro estudado ficou comprovada no mesmo a existéncia de animais com caridtipo tipico da
subespécie Bos taurus indicus (gado Zebu) (Figura 4.2), bem como da subespécie Bos taurus
taurus (gado europeu) (Figura 4.3). Devido a problematica do polimorfismo do cromossomo Y

e de diferencas de idade entre os animais, dividiu-se a amostragem em dois grupos:

Grupo I - Abrange os animais com idade de 37 a 96 meses. Neste grupo foram
incluidos 30 animais com Y acrocéntrico € 7 animais com Y submetacéntrico. O numero baixo
de animais com Y submetacéntrico possivelmente ocorra porque fazem parte deste grupo os

animais mais velhos, na grande maioria mestigos.

Grupo II - Abrange os animais mais jovens, com idade de 12 a 36 meses. Neste grupo
estdo incluidos 21 animais com Y acrocéntrico e 17 animais com Y submetacéntrico. O numero de
animais com Y submetacéntrico é maior do que no grupo I porque 4 medida em que o trabalho ia

sendo realizado, os animais mesti¢os foram sendo descartados do rebanho.

Os Quadros 1 e 2 relacionam os animais que apresentaram o cromossomo sexual Y

acrocéntrico e submetacéntrico, grupo I e Il respectivamente.
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Quadro 1 - Touros do plantel de gado Pé-duro da EMBRAPA/PI com cromossomo Y acrocéntrico

Grupol

Cadigo dos Animais

55,42,59, 77, 81, 84, 89, 92, 94, 100, 104,
137, 185, 188, 202, 209, 217, 224, 225, 228, 240,

249,258, 269,274,275, 276,281, 292, 294.

Grupoll

Codigo dos Animais

207, 216, 222, 239, 245, 309, 326, 328, 334, 339,

350, 364, 362, 368, 370, 374, 383, 390, 403, 405, 409.

Quadro 2 - Touros do plantel de gado Pé-duro da EMBRAPA/PI com cromossomo Y submetacéntrico

Grupol

Caédigo dos Animais

14,72, 103, 189, 193,308, 314

GrupoIl

Coédigo dos Animais

270, 295, 299, 313, 318, 333, 359, 360, 361,

365, 369, 380, 391, 392, 397, 401, 415
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A Tabela 1 apresenta o percentual de animais com Y acrocéntrico e Y submetacéntrico

presentes no total da amostra examinada.

Tabela 1 - Tipos de cromossomo sexual Y em touros do rebanho Pé-duro.

Cromossomo Y N° de Animais Observados Cariétipo
Acrocéntrico 51 (30+21) 68% 60,XY
Submetacéntrico 24 (7+17) 32% 60,XY

Os dados da Tabela 1 mostram que na amostra examinada a maioria dos touros (68%)

apresentam o cromossomo Y acrocéntrico.

4.3. MEDIDAS DAS ESTRUTURAS EXTERNAS DA GENITALIA DE
MACHOS COM Y ACROCENTRICO E Y SUBMETACENTRICO E
COMPARACOES ESTATISTICAS

As medidas das estruturas externas da genitélia de cada animal: escroto (comprimento,
perimetro e largura), largura do testiculo (direito e esquerdo), prepucio (comprimento e bainha)
foram comparadas entre os animais do Grupo I, entre os animais do Grupo Il e no total da amostra.
Para as comparagdes os dados foram tabulados e analisados estatisticamente, utilizando-se o teste t

de Student.

A constituigio biométrica da genitalia dos animais esta representada por considerago de

grupos e morfologia do cromossomo Y nas tabelas 2, 3 e 4.
Os resultados para os animais do grupo I indicaram que:

- Nio existe diferenca significativa ao nivel de 5% entre as médias do comprimento, do

perimetro e da largura do escroto dos animais com Y acrocéntrico e Y submetacéntrico (Tabela 2).
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- Quanto a comparagdo entre as larguras médias dos testiculos dos animais com
cromossomo Y acrocéntrico e dos animais com cromossomo Y submetacéntrico, também ndo

se observou diferenca significativa ao nivel de 5% (Tabela 2).

Também nio se observou diferenca significativa, ao nivel de 5% entre as médias do
comprimento e bainha do prepucio dos animais com cromossomo Y acrocéntrico e dos animais

com cromossomo Y submetacéntrico (Tabela 2).

Os resultados para os animais do Grupo II também nio indicaram diferenga

significativa ao nivel de 5% entre as médias das medidas realizadas (Tabela 3).

Quando se reuniram as amostras dos Grupos I e II numa so6, desconsiderando-se
portanto o fator idade dos animais, ndio se constatou diferenga significativa entre as médias do
comprimento, do perimetro e da largura do escroto dos animais com cromossomo Y acrocéntrico
e as médias dos animais com cromossomo Y submetacéntrico, ao nivel de 5% (Tabela 4). O
mesmo se comprovou para a largura dos testiculos e os comprimentos médios do prepucio. Por
outro lado, no que se refere as bainhas dos prepicios, observou-se diferenga significativa ao
nivel de 5% (Tabela 4). Uma vez que observou-se haver contaminag8o racial nos animais com Y
acrocéntrico, realizou-se o teste unilateralmente, ¢ ao nivel de significancia de 5%, temos razoes
para aceitar a hipotese de que a média da bainha do prepucio dos animais com Y acrocéntrico ¢

maior que a média da bainha do prepiicio dos animais com Y submetacéntrico.
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4.4. CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DOS ANIMAIS, GRAU DE CON-
TAMINACAO RACIAL APARENTE E RESULTADOS ESTATISTICOS

Para se estabelecer pardmetros bioldgicos e comparar o grau de contaminagio
racial aparente entre os animais com Y acrocéntrico e Y submetacéntrico com relagdo ao
padrio fenotipico do gado Pé-duro, foi realizado o levantamento das seguintes caracteristicas
fenotipicas dos animais: tipo de pelagem, tamanho das orelhas, formato dos chifres, barbela e

chanfro.

Os animais que apresentaram algumas caracteristicas tais como, chifres abertos,
orelhas médias e barbela descolada sfo os que possuem grau de contaminagéo racial aparente,
fugindo das caracteristicas fenotipicas do gado Pé-duro tipico (revisdo em CARVALHO, 1983b;
BRITTO, 1987).

A Tabela 5 apresenta a proporgdo de animais segundo a caracteristica fenotipica. A
maioria dos animais apresentou chifres abertos (64,0%), barbela reduzida (61,3%), orelhas

curtas (82,7%) e chanfro escuro (50,7%), conforme ilustrado no grafico 1.

A caracteristica chanfro claro ou escuro, embora conste na Tabela, ndo indica graude

contaminag#o racial aparente, pois esta caracteristica varia muito com o tipo de pelagem dos animais.

Tabela 5 - Proporgdo de Animais segundo a caracteristica fenotipica

Caracteristica CHIFRES BARBELA ORELHAS CHANFRO
Fenotlplca Arqueados Abertos Reduzida  Descolada Curtas Médias Claro Escuro
N°de Animais 27 48 46 29 62 13 37 38

% 36,0 64,0 61,3 38,7 82,7 17,3 49,3 50,7
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Grifico 1 - Caracteristicas Fenotipicas dos Animais Examinados do Plantel de Gado Pé-duro da
EMBRAPA/PIL

ORELHAS CURTAS

ORELHAS MEDIAS

CHIFRES ABERTOS

CHIFRES ARQUEADOS

BARBELA REDUZIDA

BARBELA DESCOLADA

CHANFRO ESCURO

CHANFRO CLARO

0 10 20 30 40 50 60  Animais

—
|
|

-

J Caracteristica dos animais sem contaminagao racial aparente

- Caracteristica dos animais com contaminagao racial aparente

Caracteristica nao indicativa de contaminagao racial aparente

Com respeito ao tipo de pelagem dos animais, a Tabela 6 apresenta a proporgdo de
animais segundo o tipo de pelagem observada, dentre as quais houve predominéncia da pelagem
amarelo liso (41,3%). Os mesmos dados sdo apresentados no grafico 2. Diferengas em pelagem
identificadas nesse rebanho podem ser observadas nas Figuras 4.4 - 4.7. Do mesmo modo, obser-

vando-se as figuras 4.8 € 4.9 algumas caracteristicas de contaminag@o racial podem ser identificadas.



Tabela 6 - Propor¢o de animais segundo o tipo de pelagem observada

36

TIPO DE PELAGEM N° de Animais %
Amarelo liso 31 41,3
Amarelo com fusco 17 22,7
Fusco 11 14,7

Vermelho liso 7 9,3

Alvaca 6 8,0

Preto 3 4,0
TOTAL 75 100,0

Grifico 2 - Tipo de Pelagem dos Animais Examinados do Plantel de Gado Pé-duro da

EMBRAPA/PIL.

22,70%

Legenda:

EOOR OO

14,70%

Amarelo liso

Amarelo com fusco

Fusco

Vermelho liso

Alvaga

Preto

41,30%

4,00%
8,00%

9,30%
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Fig. 4.4 - Touro do plantel de gado Pé-duro da EMBRAPA/PI com pelagem AMARELO LISO
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Fig. 4.5 - Touro do plantel de gado Pé-duro da EMBRAPA/PI com pelagem VERMELHO LISO



Fig. 4.6 - Touro do plantel de gado Pé-duro da EMBRAPA/PI com pelagem ALVACA

39



Fig. 4.7 - Touro do plantel de gado Pé-duro da EMBRAPA/PI com pelagem PRETO

40
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Fig. 4.8 - Exemplar de gado Pé-duro tipico com aproximadamente 04 anos de idade.
Pelagem Amarelo liso.

Fig. 4.9 - Touro mesti¢o de Pé-duro com Zebu. Caracteristicas de contaminagao racial aparente: orelhas
médias, bainha descolada (a), prepticio penduloso (b) e barbela descolada (c).
Pelagem Amarelo com fusco.
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Foi realizado o teste de quiquadrado para investigar se as variaveis grau de contamina-

¢do racial e tipo de cromossomo Y apresentavam algum grau de associagdo entre si. Para tanto,

.. 2 . . A s
calculou-se o valor da estatistica Xy, conforme descrito na metodologia, com base nas freqiiéncias

observadas e no célculo das freqiiéncias esperadas, constantes na (Tabela 7).

Tabela 7 - Freqiiéncias observadas e esperadas do grau de contaminagéo racial conforme tipo
de cromossomo Y.

GRAU DE CONTA-

MINACAO NENHUM BAIXO ALTO COTAL
TIPO DE RACIAL [* 0 hcrr. OBSER- OBSER-

CROMOSSOMO Y VADA ESPERADA VADA ESPERADA VADA ESPERADA
ACROCENTRICO 13 14,28 24 24,48 14 12,24 51
SUBMETACENTRICO 8 6,72 12 11,52 4 5,76 24
TOTAL 21 36 18 75

2
Xcélculo 1,1 8*

* comparavel com o valor tabelado 13 = 5,99 ao nivel de probabilidade de 5%.

Foi considerada grau de contaminagfo racial baixo para os animais que tinham ape-

nas uma caracteristica e grau de contaminagdo racial alto para os animais que apresentavam duas

ou mais.

Concluiu-se, ap6s a realizagdo do referido teste, a um nivel de significancia de 5%,

que as variaveis estudadas sdo independentes, ou seja, ndo apresentam nenhum tipo de associacdo

entre si.
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4.5.PREVALENCIA DE ALTERACOES CROMOSSOMICAS ESTRUTURAIS

NO TOTAL DA AMOSTRA

As anomalias do tipo estruturais e que envolvem rearranjo cromossémico, ndo foram
observadas nos animais analisados com a metodologia utilizada neste trabalho. No total da
amostra, foram identificadas apenas altera¢des estruturais conhecidas como quebras cromossémicas
ou intervalos acromaticos (I.A.) (Figuras 4.10 - 4.11), tendo sido também detectado em metafases

de alguns animais, um fragmento heterocromatico arredondado.

As tabelas 8, 9 e 10 mostram os dados de anomalias estruturais analisados por

consideragdo de grupos e morfologia do cromossomo Y.

No grupo I, os animais com Y acrocéntrico apresentaram uma prevaléncia maxima
de 12% de quebras cromossOmicas ou intervalos acromaticos, incluindo quebras no cromossomo
sexual X e em cromossomo autossdmico, contudo a freqiiéncia de quebras foi mais altaem cromossomo
autossdmico (12%) e mais baixa em cromossomo X (4%) (Tabelas 8 ¢ 9). Foi detectado também a
ocorréncia de um fragmento heterocromatico nas metafases de alguns animais. No caso do touro 89,
a prevaléncia foi alta em relagio aos demais, atingindo 32% e no touro 209 em uma unica metafase,
existiam trés fragmentos heterocromaticos. Com respeito ainda ao grupo I, nos cromossomos dos

animais com Y submetacéntrico ndo foram detectadas tais alteragdes.

No grupo II, os animais com Y acrocéntrico apresentaram uma prevaléncia maxima de
8% para quebras cromossdmicas (Touro 380) e de 8% para presenga de fragmento heterocromatico
nas metafases examinadas. (Touro 299) (Tabela 9). Nos animais com Y submetacéntrico a prevaléncia

maxima para as duas alteragdes foi a mesma (8%) (Touros 309 e 364 respectivamente) (Tabela 10).
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Figura 4.10 - Célula em metéfase apresentando cromossomo com intervalo acromatico em cromossomo

autossomico e detalhe da quebra.
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Figura 4.11 - Célulaem metafase apresentando cromossomo com intervalo acromatico em cromossomo

sexual X e detalhe da quebra.
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4.6. PREVALENCIA DE DISTURBIOS DE NUMERO CROMOSSOMICO NO
TOTAL DA AMOSTRA

Tendo em vista que os bovinos apresentam c¢lulas dipléides com 2n=60 cromossomos,
os resultados observados nas culturas de linfécitos pdem em evidéncia a existéncia de um numero de
células que néio possuem o niimero modal de cromossomos. Estas metafases néio habituais apresentam

nimero cromossomico que varia de uma hipodiploidia a uma tetraploidia (Figuras 4.12 - 4.15).

Nos dois grupos de animais, as metéfases examinadas apresentaram uma variagdo no

nimero modal de cromossomos, 2n=60, com o seguinte intervalo 57 <2n<120.

A Tabela 11 apresenta os animais do Grupo I (animais com Y acrocéntrico) que
apresentaram metafases com variagdo no niimero de cromossomos. O percentual de metafases
com alteragio variou de 4 a 32% por considera¢do individual. Os animais que apresentaram
maiores indices de metafases com distirbios de mimero foram os touros 209 (24%) € 269 (32%)
(Tabela 11). Com respeito aos animais com Y submetacéntrico a freqiiéncia total de variagdo
cromossdmica foi 16% refletida somente pela presenca de células tetrapléides ou poliploides

(Tabela 12).

A Tabela 13 apresenta os animais do Grupo II (com Y acrocéntrico) que apresentam
metafases com variagfo no nimero de cromossomos. O percentual de metafases com alteragio variou
de 4 a20% entre os animais. Sendo o indice maximo de variagdo verificado no touro 409 (Tabela 13).
Com rela¢do aos animais com Y submetacéntricos, alguns apresentaram indices altos de metafases
com distirbios de niimero cromossdmico: 16 % (Touro 401), 24% (Touros 318 e 359), 32% (Touro

391) (Tabela 14).

A presenga de metéfases com 4n cromossomos (células polipléides) detectada em 19
animais com uma incidéncia de 4 a 16% (Tabelas 11, 12, 13 e 14) pode ser ilustrada através da

figura4.15.

A Tabela 15 apresenta a comparagdo do percentual de células hipodipléides, hiperdiploides

e polipléides nos animais do Grupo I, Grupo Il e no total da amostra.
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Dentre as células hipodiploides observadas, a maioria (2,35%), quando analisou-se 0
total de individuos, apresentou alteragdes do tipo monossomia (2n-1) que no caso dos bovinos

corresponde a um cariétipo do tipo 59,XY.

No caso das células hiperdiploides encontradas a maioria delas (0,64%) apresentou
trissomia pelo ganho de um cromossomo (2n+1) que no caso dos animais estudados corresponde a
um cari6tipo do tipo 61,XY. O Grupo I apresentou um maior percentual de células com este tipo de

alteracfio (0,86%) em relagdo ao Grupo II (0,42%).

O percentual de células polipléides foi baixo quando se analisaram os animais por
consideraco de Grupos (2,38 ¢ 1,47% para o Grupo I ¢ I1, respectivamente) e no total de individuos

(1,92%).

Metafases com 2n+2 cromossomos foram mais dificeis de serem detectadas, sendo o

percentual de 0,26% para o total da amostra.
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Fig. 4.12 - Cari6tipo com cromossomos corados com Giemsa, evidenciando a constituigéo 57,XY

de macho do rebanho de gado Pé-duro (Touro 239).
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Fig. 4.13 - Cari6tipo com cromossomos corados com Giemsa, evidenciando a constituigdo 59,XY

de macho do rebanho de gado Pé-duro (Touro 318).
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Fig. 4.14 - Cari6tipo com cromossomos corados com Giemsa, evidenciando a constituicdo 61,XY de

macho do rebanho de gado Pé-duro (Touro 77).
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Fig. 4.15 - Célula em metafase apresentando o fenomeno de poliploidia (Touro 189).
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5. DISCUSSAQ

5.1. MORFOLOGIA DOS CROMOSSOMOS AUTOSSOMICOS E SEXUAIS

Como ja é bem conhecido, o numero dipléide de cromossomos de bovinos, tanto para
animais da subespécie Bos taurus taurus, como da subespécie Bos taurus indicus ¢ 2n= 60. Este
numero, ja havia sido determinado por KRALLINGER (1927; 1931), ha mais de 60 anos. Desse
modo, o nimero de cromossomos encontrado neste trabalho para os bovinos do rebanho Pé-duro (2n
= 60), esta de acordo com o esperado, considerando que o niimero de cromossomos € uma caracteristica
constante dentro das espécies. Do mesmo modo, a morfologia dos cromossomos autossomicos dos
animais ndo se apresentou diferente da esperada para os bovinos, sendo todos os autossdmicos com

centrOmero terminal e acrocéntricos.

Com respeito aos cromossomos sexuais, o cromossomo X, de tamanho comparavel ao
primeiro par de autossomos nfo apresentou variagdo morfolégica em todos os animais analisados,
sendo de centrémero subterminal ¢ submetacéntrico o que também ja era esperado, pois ndo existe
nenhuma citagdo na literatura sugerindo a existéncia de alguma diferenga morfologica no cromossomo
X, entre 0s bovinos. Ja no caso do cromossomo sexual Y foi constatado heteromorfismo e os resultados
mostraram que a maioria dos animais apresentam cromossomos Y acrocéntrico numa proporgdo de

68% acrocéntricos para 32% submetacéntricos no total da amostra.
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5.2. POLIMORFISMO DO CROMOSSOMO Y

A existéncia de duas apresentagdes morfologicas do cromossomo Y em bovinos ¢ fato
conhecido desde 1968 por KIEFFER & CARTWIGHT e WURSTER & BENIRSCHKE. Harelatos
de caridtipos similares, para diferentes ragas bovinas, com unica diferen¢a no cromossomo Y, que nas
racas de origem européia € submetacéntrico (HALNAN, 1975; POPESCU, 1976) e nas de origem
asiatica ¢ acrocéntrico, (ex., ragas Brahman, Gyr, Guzera, Hariana, Nelore, Sahival, Shindi ¢ Red
Shindi) (JORGE, 1974; GUPTA et alii, 1974; HALNAN, 1976; TAMBASCO, 1976; BENJAMIM
& BHAT, 1977). Além do posicionamento variavel do centrdmero acima referido, o cromossomo Y
de bovinos tem sido descrito com apresentagdes também variaveis de tamanho (FECHHEIMER,

1973; JORGE, 1974).

TAMBASCO (1976) comparando os cariétipos de duas subespécies concluiu que a
diferenga morfoldgica existente entre os cromossomos Y desses animais poderia ser explicada
através de uma inversdo pericéntrica. Embora considere mais provavel que o cromossomo Y
acrocéntrico tenha se originado do submetacéntrico, nio despreza a possibilidade do inverso ter

ocorrido.

LUZ & GIANNONI (1978) consideram maior a possibilidade do cromossomo Y de
Bos taurus indicus ter se originado, por invers3o pericéntrica, do Y de Bos taurus taurus, levando-
se em conta o porte deste cromossomo na primeira subespécie. A biometria do cromossomo Y
dos zebuinos indica que este corresponde a 57,39% do cromossomo Y dos taurinos e que €
aproximadamente 0,98 um menos longo (taurinos - Y = 2,30 pm, zebuinos - Y = 1,32
pm). Consideram ainda a possibilidade do Y submetacéntrico possuir DNA repetitivo. Mas
apesar disto, julgam mais provavel que o Y acrocéntrico tenha perdido DNA inativo durante o
processo de sua formagdo por inversdo pericéntrica a partir de um cromossomo maior
submetacéntrico. Assim, descrevem o mecanismo provavel de evolugdo do Zebu, que deve ter
sido o seguinte: a) quebras no cromossomo Y submetacéntrico; b) inverso pericéntrica; c) fusdo
com perda de material genético. Esta linha de pensamento tem apoio nas observagdes feitas por

BLAZAK & ELDRIDGE (1977) sobre o menor tamanho do cromossomo translocado 1/29 em
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relacdo a soma dos comprimentos dos cromossomos pertencentes aos pares 1 e 29. Neste caso foi
verificada a perda de aproximadamente 10% de heterocromatina centromérica, durante o processo de

fusdo dos cromossomos acrocéntricos envolvidos na translocag@o.

Em nove cruzamentos entre zebuinos e gado europeu, com 92 individuos testados,
encontrou-se Y acrocéntrico quando o pai era zebuino e Y submetacéntrico quando o progenitor
paterno tinha origem européia (KIEFFER & CARTWRIGHT, 1968; JORGE, 1974; HALNAN
& FRANCIS, 1976; TAMBASCO, 1976; BENJAMIM & BHAT, 1977; ELDRIDGE &
BLAZAK, 1977).

Na raga Ibagé, produto de cruzamento entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus
(5/8 Aberdeen Angus e 3/8 Nelore), PINHEIRO et alii, (1979) encontraram uma situago peculiar,
caracterizada pela coexisténcia do Y submetacéntrico e acrocéntrico no rebanho, devido a trés
diferentes esquemas de acasalamento. De 40 machos analisados quanto ao tipo de cromossomo
Y, 62,50% apresentaram o tipo acrocéntrico. A respeito deste polimorfismo do cromossomo Y
foi concluido que se tratava de uma heranca devida ao uso simulténeo de reprodutores Bos

taurus taurus e Bos taurus indicus.

Na raca Pé-duro, encontramos uma situagdo semelhante a dos descendentes da raga
Ibagé, e acreditamos que a presenga de Y acrocéntrico, em maior proporgao (68%), se deva aos
cruzamentos absorventes, que foram mais intensos com o gado Zebu, tornando assim a raga mestiga.
Considerando a origem Bos taurus taurus do gado Pé-duro, ¢ a identificagdo de Y submetacéntrico
em 32% dos animais associada as caracteristicas fenotipicas da raga podemos supor que esses animais,
s0 os mais proximos de sua ancestralidade européia, ou seja, representam dentro do rebanho, os

exemplares mais tipicos do gado Pé-duro.

Por outro lado, o dimorfismo do cromossomo Y no gado Pé-duro podera indicar a

participagdo das duas subespécies de bovinos na formag#o desta raca.

TAMBASCO (1985) realizando estudo cromossdmico em ragas naturalizadas de
bovinos existentes no Brasil analisou metafases de linfocitos de 42 animais pertencentes as
ragas Caracu, Mocho Nacional, Curraleiro (ancestral do gado Pé-duro) e Crioulo Lageano. Em
termos qualitativos 3 ragas (Caracu, Mocho Nacional e Curraleiro) apresentaram dimorfismo

para o cromossomo Y, o que indica a participagdo das subespécies Bos taurus taurus (Y

submetacéntrico) e Bos taurus indicus (Y acrocéntrico) na formagéo destas ragas. Para analise
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quantitativa do dimorfismo do cromossomo Y, através do teste de X* com corregdo de continuidade,
as 4 racas estudadas foram agrupadas, de acordo com a semelhanga das freqiiéncias relativas do
cromossomo Y acrocéntrico, em 2 tratamentos: Crioulo Lageano (CL) e Caracu-Curraleiro-Mocho
Nacional (CCMN). O valor de X obtido, com 1 grau de liberdade foi significativo ao nivel de
5% de probabilidade. Desse modo foi concluido que existia diferenca significativa entre os dois
grupos raciais quanto a freqiiéncia dos cromossomos Y acrocéntrico e submetacéntrico. O
cromossomo Y acrocéntrico foi mais freqiiente nas racas Caracu, Curraleiro e Mocho Nacional

(0,92%) do que na raga Crioulo Lageano (0,43%).

Considerando que as ragas heteromérficas quanto ao cromossomo Y (submetacéntrico
e acrocéntrico) recebem contribuigdes para a sua formagdo de machos das duas subespécies
existentes (PINHEIRO et alii.,1976b; PINHEIRO, 1979¢; TAMBASCO, 1985), com respeito a
raga Pé-duro podemos fazer as seguintes suposigdes: ser a raga heteromorfica pelo fato dequeo
gado Curraleiro (ancestral do gado Pé-duro) apresenta o heteromorfismo do cromossomo Y; ser
uma raga de origem européia e pertencente a subespécie Bos taurus taurus; neste caso, os animais
representantes tipicos da raga, seriam os que apresentam o Y submetacéntrico; serem os animais
com Y acrocéntrico, animais mesticos, com contaminago racial aparente. Neste tiltimo caso, 0s animais
com Y acrocéntrico certamente possuitiam progenitores de origem diversa, sendo o macho Zebu e a
matriz Pé-duro. Como ja foi bem relatado por CARVALHO (1985), no caso do gado Pé-duro, os
machos vinham sendo castrados e colocados para o corte enquanto a matriz Pé--duro era usada nos
cruzamentos absorventes, 0 que provocou o processo de extingdo parcial ou quase total do gado Pé-

duro no Estado do Piaui.

Conforme TAMBASCO (1976) o cruzamento de Bos taurus taurus com Bos taurus
indicus, associa certas qualidades do primeiro como maturidade precoce e produtividade a

rusticidade e resisténcia a doengas do segundo.

Os animais formados pelo cruzamento das duas subespécies retinem qualidades como:
maiores indices de desenvolvimento ponderal, maior rendimento em carne, reduzida taxa de
perdas, marcante capacidade de adaptagéo a diferentes condigdes de meio e elevados padrGes de
produtividade e fertilidade. Esse fato explica a importancia dos cruzamentos do gado Pé-duro

com o gado zebu.
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5.3. MEDIDAS DAS ESTRUTURAS EXTERNAS DA GENITALIA DE
MACHOS COM Y ACROCENTRICO E Y SUBMETACENTRICO E
COMPARACOES ESTATISTICAS.

As diferengas entre as duas subespécies de bovinos sdo muito evidentes, seja na
origem e distribuigdo geografica das ragas, na morfologia do cromossomo Y e no padréo fenotipico
dos animais. Contudo, a maioria das diferengas existentes entre o Bos taurus taurus e o Bos
taurus indicus ¢ evidentemente génica, uma vez que os padrdes de bandas cromossomicas t€ém
evidenciado uma identidade entre todos os cromossomos das duas subespécies (GUPTA et alii,

1974, TOLL & HALNAN, 1976).

As analises conduzidas para os dados biométricos referentes as medidas da genitalia
externa dos touros ndo demonstraram no presente estudo diferenca estatistica entre as variaveis
enfocadas. A unica diferenga significativa ao nivel de 5% foi para as médias das bainhas do prepucio
dos animais com cromossomo Y acrocéntrico comparadas com as médias das bainhas do prepucio
dos animais com cromossomo Y submetacéntrico quando os dois grupos de idade foram reunidos

(Tabela 4).

Segundo PINHEIRO et alii, 1979 uma das diferen¢as mais marcantes entre as subespécies
Bos taurus taurus e Bos taurus indicus esta na conformag8o prepucial. Os animais Bos taurus
indicus possuem prepucio longo, enquanto os animais Bos taurus taurus possuem prepucio curto,
sendo esta uma caracteristica da conformagio genética normal dentro de cada subespécie. Com base
nos resultados obtidos para as médias das bainhas do prepucio no total da amostra e na diferenca da
conformagdo prepucial entre as duas subespécies, € possivel a suposicao de que os animais com Y
acrocéntrico sejam os animais que apresentam conformagdo prepucial maior, pois quanto maior a
bainha, maior o preptcio. Embora sejam do rebanho de gado Pé-duro, apresentam grau de

contaminag¢do racial de Zebu.
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5.4. CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DOS ANIMAIS, GRAU DE CON-
TAMINACAO RACIAL APARENTE E RESULTADOS ESTATISTICOS

Conforme descrito em resultados a maioria dos animais estudados apresentou as
caracteristicas tipicas do gado Pé-duro que sfo orelhas curtas (82,7%) e barbela reduzida (61,3%),
0 que ja era esperado para os animais do rebanho Pé-duro, que se caracterizam por pequeno

porte.

Do mesmo modo, a maioria dos animais apresentou o tipo de pelagem amarelo
liso (41,3%), que é a pelagem predominante no rebanho Pé-duro, seguido do tipo amarelo
com fusco (22,7%) o que esta de acordo com descrigdes de CARVALHO, (1983) e BRITTO,
(1987).

A contaminago racial é a presenga "indesejada”, em uma raga, de genes de outras
ragas que néo contribuiram para sua formagao. Assim, podemos determinar o grau de contamina-
¢do racial observando as caracteristicas qualitativas da raga (fenotipo) ou quantitativamente, durante
os processos de acasalamento. Para o rebanho Pé-duro, de acordo com critérios pré-estabelecidos
foi observada contaminac@o racial nos animais, sendo esta mais nitida nos animais portadores de
cromossomos Y acrocéntrico (apresentavam duas ou mais caracteristicas de contaminagdo racial
simultaneamente). Embora essas informagdes sejam verdadeiras, ndo tém suporte estatistico, pois
conforme os resultados dos teste de quiquadrado, as variaveis grau de contaminagdo racial e tipo
de cromossomo Y sdo duas variaveis independentes ao nivel de 5% de significancia. Assim, o fato
do animal ter o cromossomo Y do tipo acrocéntrico ou submetacéntrico independe do grau de
contaminagcio racial e vice-versa. Desse modo, podemos afirmar que o tipo de cromossomo Y

funciona apenas como indicador da subespécie de bovino a que pertence o animal e da diferenciagéo

sexual do mesmo (formag#o de testiculo), néo influenciando nas demais caracteristicas fenotipicas.

A pureza bioldgica seria a ocorréncia, em uma raga, de homozigose com relagéo a
todos os caracteres qualitativos e quantitativos. Na realidade ndo existe uma raga biologicamen-
te pura com relagdio a todos esses caracteres. No caso do gado Pé-duro que ¢ uma raga nativa-

derivada e que sofreu cruzamentos absorventes com o gado zebu, visando melhorias para essa
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raga (aquisig¢@o da resisténcia do Zebu), apresenta, embora néo passivel de célculo, grau de conta-
minagdo racial de gado Zebu, como foi bem constatado no levantamento das caracteristicas
fenotipicas. Além disso, é possivel supor, teoricamente, frente aos diferentes tipos de cor da pelagem,
diferenciag@o no porte dos animais, e de outras caracteristicas que a raga apresente variedade o
que seria uma subdivisdo daraga, como ocorreu com araga de gado holandésa que aprsenta duas
variedades, a preta e branca e a vermelha e branca. Como as analises conduzidas no material de
estudo ndo demostraram dependéncia entre as variaveis enfocadas (Tabela 7), tal resultado permite
pensar que no Unico cromossomo diferente no caridtipo das duas subespécies, haja o0 mesmo

material genético.

5.5. PREVALENCIA DE ALTERACOES ESTRUTURAIS CROMOSSOMICAS
NOTOTAL DA AMOSTRA

No total da amostra os animais com alteragdes cromossomicas estruturais do tipo quebras
cromossdmicas ou intervalos acromaticos apresentaram uma frequéncia baixa para este tipo de alterag@o.

Fazem excegfo os touros 89 e 104 com frequéncia de 12% de quebras cromossdmicas.

Existem condi¢des de patologia humana que sdo acompanhadas de quebras
cromossdmicas, como na Sindrome de Fanconi, Sindrome de Bloom, Ataxia e Telangiectasia
(SCHROEDER et alii, 1964; GERMAN, 1964; HECHT et alii, 1966). Ainda no xeroderma
pigmentoso, um defeito enzimatico de reparo de DNA leva ao aparecimento de multiplas quebras
cromossOmicas nas culturas. Todos estes casos, entretanto, sdo acompanhados de patologias

variadas nos afetados.

No caso dos bovinos, os intervalos acromaticos sdo alteragdes estruturais identificadas
tanto em animais normais como em animais com disturbios diversos como: paraqueratose,
subfertilidade e infertilidade, infecgéo por virus ou micoplasmas e nanismo hereditario (HERZOG
& HOHN, 1971; HALNAN, 1975; BONGSO & BASRUR, 1976; MAGARAJA & HEDGE,
1987; HERZOG et alii, 1977). HALNAN (1976a), encontrou esta alteragdo autossomicaem 5 €

10% das células mitdticas de touros com anotagdes de sub-fertilidade e infertilidade. BONGSO &

BASRUS (1976), identificaram em touros Guernsey de fertilidade reduzida, 10 a 15% de células com
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intervalos acromaticos e quebras, em comparacéo com 2,8 a 5,8%, naqueles de fertilidade normal.
Desse modo, os 12% de células com intervalos acromaticos ou quebras encontrados para os touros
89 e 104 sdo indicativos de que estes animais possam ter alteragdes de fertilidade, considerando que
afrequéncia de quebras esta na faixa considerada indesejavel e o fato de que os animais ndo apresentam

outras patologias.

Como jadescrito em resultados, além das quebras cromossomicas, nas células mitoticas
dos animais, foi identificado a presenca de um fragmento arredondado heterocromatico em metafases

com nimero diploide (2n=60) normal.

TAMBASCO, (1976) e MORAES, (1978) descreveram a presen¢a do fragmento
heterocromatico em dois casos particulares de zebuinos sem anormalidades fenotipicas.

Detectaram a presenga do fragmento arredondado em 50% das metafases examinadas.

MORAES & MATTEVI (1980) observaram a mesma estrutura em um touro normando
que apresentou uma linhagem celular com a presenga de um fragmento céntrico extra, em nove das
vinte metafases examinadas. O cari6tipo desta linhagem, tratado para banda C, evidenciou claramente

anatureza heterocromatica do referido fragmento.

No caso dos animais em estudo a frequéncia de 32% de c€lulas com essa alteragéo para
o touro 89 (Tabela 8) se aproxima dos achados da literatura. Contudo, nio foi possivel ainda

correlacionar a presenga do fragmento heterocromatico com alguma anormalidade nos animais.

A existéncia de trés fragmentos heterocromaticos em uma unica metafase, como foi
encontrado para o touro 209 (Tabela 8) ¢ um dado que foge do padréo normal descrito. Em
decorréncia disso descartamos a hipétese inicial de que o fragmento heterocromatico possa ser
uma cromossomo marcador, como foi sugerido por TAMBASCO (1976) em um touro Canchim,
que apresentou em 9 células analisadas, 4 com cariotipo 61, XY + mar e 5 células 60,XY. O
cromossomo marcador, conforme TAMBASCO (1976), era menor do que 0 menor acrocéntrico
de todo o caridtipo, o que dificultou aidentificagdo de sua origem mesmo com técnicas de formacéo
de bandas G e nas células em que o marcador néo era encontrado ou mesmo nas metafases onde

estava presente, o estudo dos cromossomos ndo mostrou qualquer anormalidade estrutural.
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Devido a falta de aparente efeito fenotipico deste segmento cromossomico, MORAES
(1978) sugeriu que sua origem poderia ser, teoricamente, atribuida como proveniente dos
cromossomos X e¢ Y cuja duplicagdo ndo levaria a distirbios neste nivel ou de porgdes
autossdbmicas de DNA repetitivo. Neste caso, como em bovinos os cromossomos X ¢ Y mostram
apenas tragos de heterocromatina centromérica e, tendo em vista a natureza heterocromatica
deste fragmento, é facil supor ser 0 mesmo um resquicio de uma regido pericentromérica

autossomica.

Com base em nossas observagdes acreditamos que o fragmento heterocromatico
represente pedagos de cromossomos espalhados, provenientes de outras metafases vizinhas onde
existiam quebras cromossdmicas. Supomos ainda que esse espalhamento possa ter sido provocado

pela centrifugagio, etapa da técnica de cultura, anterior a fixagdo.

5.6. PREVALENCIA DE DISTURBIOS DE NUMERO CROMOSSOMICO NO
TOTAL DA AMOSTRA

As alteracdes no nimero de cromossomos sdo classificadas em termos de adigdes ou
eliminacdes de partes de cromossomos, de todo 0 cromossomo, ou de todo o conjunto de
cromossomos (genomas). Estas alteragdes podem ser refletidas em variages fenotipicas, as
quais constituem um dado valioso para identificar a influéncia de cada cromossomo no individuo.
As aneuploidias sdo distirbios de niimero em que o organismo apresenta um nimero cromossomico
que nfio é multiplo exato do nimero haploide (n). Desse modo, existem as monossomias que se
caracterizam pela perda de um cromossomo no genoma (2n-1) ¢ as trissomias pelo ganho de um

cromossomo (2n+1) (BEIGUELMAN, 1982).

Nas aneuploidias em que hd diminuigdo do nimero cromossdmico (hipodiploidias), diz-se
que uma célula somatica apresenta monossomia de um determinado autossomo, quando esse
cromossomo ndo possui homélogo na célula. Nas aneuploidias em que existe aumento do niimero de

cromossomos homélogos (hiperdiploidia), a célula é dita polissdmica do cromossomo afetado e, nesse



69

caso, ela sera especificada como trissdmica, tetrassdmica, pentassdmica, etc., conforme existam na
célula trés, quatro, cinco etc. homélogos. Nas situagdes em que mais de um par cromossomico de uma
mesma célula apresentam aberragdes numéricas, tais células sio referidas como apresentando
aneuploidia dupla, tripla ou multipla, conforme o nimero de pares afetados (BEIGUELMAN, 1982;
BURNS & BOTTINO, 1991; THOMPSON et alii, 1993).

Quanto as euploidias, que dizem respeito ao aumento de pelo menos um ou a diminui¢ao
de um conjunto cromossdmico haploide, as células podem ser classificadas como tripléides, tetraploides,
octoploides etc., de acordo com o grau de ploidia multipla que apresentam, isto €, conforme mostrem

um niimero cromossdmico 3n, 4n, 8netc. (BEIGUELMAN, 1982).

Conforme descri¢do neste trabalho, foram detectados niveis de aneuploidia e euploidia

nas metafases dos animais examinados.

De acordo com as tabelas 11, 12, 13 e 14, que relacionam os niveis de aneuploidia e
euploidia por consideragdo individual e de grupo, a maioria dos animais apresentou
simultdneamente metafases com variagio numérica que abrangia a perda de um cromossomo
(monossomia), ganho de um cromossomo (trissomia) e até de todo o conjunto de cromossomo

(poliploidia).

Em funcdio dos dados encontrados, para as células hipodipléides com o seguinte
intervalo 57 <2n<59 e hiperdiploides com 61 <2n<62 cromossomos, ndo foi possivel
correlacionar um tipo especifico de problemética nos animais, considerando que as variagdes

numeéricas nas metafases ndo sfo constantes nem de um mesmo nivel.

Duas hipéteses permitem explicar a existéncia de tais células: as condigbes de

tratamento ou uma néo disjung¢io dos cromossomos durante a anafase.

Dois fatores podem ter ocasionado perdas de cromossomos durante o tratamento das
culturas de linfécitos: um choque hipoténico demasiado violento, estourando a célula e induzindo
uma dispersdo importante nas metafases; uma exposi¢ao das Iaminas a um choque calérico muito
intenso. Esses dois fatores podem resultar em células hiperdiploides ou com cromossomos supra-
numerarios, que possivelmente, poderiam ter vindo de uma outra célula (CRIBIU & POPESCU,

1977). Entretanto, esta possibilidade frequentemente pode ser descartada, porque 0s cromossomos
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de tais células so facilmente identificaveis, em razdo da diferenga na espiralizagdo dos mesmos entre
as duas metafases. Uma n#o disjungo de um cromossomo durante a anafase traz por consequéncia,
segundo HAMERTON et alii, (1965) e HANSMANN et alii, (1984), a formagao de duas células

filhas, onde uma possui um cromossomo em excesso € a outra um a menos.

Como a frequéncia de células com 57, 58 € 59 cromossomos por consideragdo individual
(Tabelas 11, 12, 13 ¢ 14) e por consideragéo de grupo (Tabela 15) é muito maior em relagdo a
freqiiéneia para as células com 61 e 62 cromossomos, podemos admitir que essa diferenca deva estar
calcada nas condi¢des de tratamento das culturas, evidenciando assim efeitos drasticos do tratamento
hipotdnico nos linfécitos destes organismos ou mais provavelmente, uma exposigéo das ldminas a um

choque caldrico muito intenso (CRIBIU & POPESCU, 1977).

Em geral, os distirbios de numero, descrevem malformagdes somaticas variaveis
associadas. Para os animais que apresentaram metéfases com cari6tipo do tipo 61,XY (trissomia),
as alteragBes podem ser supostamente indicadoras de produtos ndo-disjuncionais decorrentes de divisdes
celulares anormais, que por sua vez, para o caso dos animais pés-duros, podem estar associadas com
ligeiro nanismo, identificado pelo pequeno porte dos animais e que também pode ser visto por uma
redu¢do no peso do animal, que se traduz numa deficiéncia corporal (GLUHOVSCHI &

BISTRICRANU, 1970; DARRE, et alii, 1970).

Ainda com respeito as células hiperdipléides com 61 cromossomos, 0 maior percentual
de células com este tipo de alteragfio nos animais do grupo I (0,86%) pode ser atribuido ao fator idade
dos animais em relagio ao grupo 11 (0,42%), considerando-se que existe correlagio entre os mecanismos
de nio disjungdo dos cromossomos durante a anafase e o avango da idade sendo mais relatado ainda
casos em humanos (HAMERTON, 1971; EATON, et alii, 1975; BEIGUELMAN, 1982; THOMPSON

etalii, 1993).

Como mostram as tabelas 11, 12, 13, 14, dez animais no total da amostra, apresentaram
uma incidéncia de 8 a 12% de células poliploides (4n). Os animais 58, 89, 383,409,359, 361 (8%)
e osanimais 274 €275, 391 (12%) ultrapassaram o percentual estimado de 2 a 6% por DARRE et alii

(1970) para individuos normais. Supde-se que esses niveis anormalmente altos de células poliploides
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estejam correlacionados com o acasalamento no rebanho entre linhagens consanguineas, a semelhanga
do que foi detectado por ZARTMAN & FECHEIMER, (1967), para a raga Hereford e ainda mais
considerando que a probabilidade de cruzamentos endogémicos no rebanho de gado Pé-duro ¢ altissima,
pelo proprio regime de criagfo extensivo dos animais. Por esse mesmo motivo foi dificil realizar o
exame citogenético dos pais ¢ dos filhos para observar a segregagéo do cromossomo Y nos filhos.
Como nio existem divisGes na fazenda, as coberturas ndo sdo controladas, devido as dificuldades de
pastagens, impedindo o isolamento reprodutivo. As secas sdo grandes e 0s pastos s3o poucos. Somente
alguns acasalamentos puderam ser controlados e nestes a segregagio do cromossomo Y acrocéntrico

ou submetacéntrico conforme o tipo de cromossomo Y paterno foi comprovada.



6. CONCLUSOES

i. O numero diploide de cromossomos dos bovinos da raga Pé-duro analisado em 75
machos (2n = 60) ndo difere daquele descrito para os bovinos das subespécies Bos taurus taurus
Bos taurus indicus. Do mesmo modo, a morfologia dos cromossomos autossdmicos, ndo difere da

esperada para os bovinos, sendo todos com centrdmero terminal e acrocéntricos.

ii. Com respeito aos cromossomos sexuais, no plantel analisado, pertencente 8 EMBRAPA/
PI, 0 cromossomo X ndo apresentou variagio morfolégica, sendo de centrémero subterminal e
submetacéntrico o que também ja era esperado. No entanto, foi constatado polimorfismo do
cromossomo Y nos animais do rebanho, sendo a maioria dos animais (68%) portadores de cromossomo
Y acrocéntrico, tipico da subespécie Bos taurus indicus € 32% dos animais portadores de cromossomo

Y submetacéntrico, tipico da subespécie Bos faurus taurus.

iii. Com base nos achados do polimorfismo do cromossomo Y no plantel de gado P¢-
duro, podemos afirmar que nos dias atuais, frente as duas subespécies de bovinos existentes, a

raga Pé-duro ¢ heteromorfica.

iv. Como a raga Pé-duro ¢ de origem européia, sendo seus primeiros ancestrais os
bovinos pertencentes ao tronco Bos taurus ibericus, o tipo de cromossomo Y transportadoerao Y
submetacéntrico, contudo, chegando ao Brasil, o tronco deu origem, entre outros, aos bovinos Curraleiro
(ancestral mais proximo do gado Pé-duro) os quais se instalaram no Nordeste ¢ Norte de Goias. A
partir de ento, os animais sofreram um processo longo de contaminagfio racial através de cruzamentos

absorventes com o gado Zebu, adquirindo os representantes da raga, o cromossomo Y acrocéntrico.

v. Considerando que o gado Pé-duro tem um padréo fenotipico proprio, a contaminagao
racial de Zebu pode ser detectada simplesmente através do levantamento das caracteristicas
fenotipicas e da comparagio das medidas da genitalia externa dos animais, visto que os animais
com caracteristicas de contaminagéo racial de Zebu, além de transportarem o Y acrocéntrico,

apresentam uma conformagao prepucial maior.
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vi. A contaminacdo da raga Pé-duro por ragas zebuinas ndo invalida os esfor¢os da
EMBRAPA/PI na preservagio de uma raga ameagada de extingdo. Rebanhos famosos que foram
preservados apresentavam contaminagao racial. Como exemplos, podem ser citados: a) araga Longhorn
Americana (EUA), que apresentava contaminago principalmente pelas racas Hereford e Shorthorne
b) araga Cinzenta de Estepe (Hungria), que apresentava contaminago pela raga italiana Maremma e
pela Cinzenta Ucraniana. Considerando que o gado Pé-duro esta sendo preservado no Estado do
Piaui, cabe 8 EMBRAPA decidir se faz a "descontaminagio” da raca. Neste caso, deverdo ser
acrescentadas ao projeto metodologias adequadas para o processo de "purificagéo”, iniciando com a

selegfio dos animais e realizando estudos de cruzamentos.

vii. Como néo foi empregada a técnica de banda G para todos os animais, os tipos de
alteragdes estruturais detectadas mais frequentes foram as quebras cromossémicas. A freqiiéncia
indesejavel de 12% de quebras cromossdmicas em dois animais, € indicativa de que estes podem
apresentar alteragdes de fertilidade, considerando a ndo identificagéo de outras patologias nos

mesmos.

viii. Com respeito aos distirbios de niimero cromossdmico, considerando que as
variagdes numéricas nas metafases nfo eram constantes ou de um mesmo nivel, nem sempre foi
possivel correlaciona-las com um tipo especifico de problematica nos animais. Como em geral
os distirbios de nimero descrevem malformages somaticas variaveis, para os animais com cari6tipo
61,XY (trissomia) este tipo de alteragdo pode estar associado a uma deficiéncia corporal, identificada
por um ligeiro nanismo e pela redug@o no peso do animal. O maior percentual de células com este tipo
de alteragdo nos animais do grupo I (0,86%) pode ser atribuido ao fator idade dos animais, em relagdo

ao grupo 11 (0,42%).

ix. Os niveis anormalmente altos de células poliploides (4n) de 8 a 12% nas culturas,
ultrapassando o percentual de 2 a 6% para individuos normais, possivelmente esteja

correlacionado com linhagens consanguineas no rebanho.



7. RESUMO

Metéafases de linfocitos do sangue periférico de 75 machos do rebanho de gado Pé-
duro do Plantel da EMBRAPA/PIL, foram examinadas para a identifica¢do de seu cariétipo normal
e de possiveis anomalias cromossomicas estruturais e/ou numéricas. O objetivo do estudo foi
caracterizar a raca a esse nivel bem como avaliar possiveis heteromorfismos e suas causas,

visando-se contribuir para a selegéo do plantel.

Nos animais estudados foi constatada a ocorréncia de polimorfismo do cromossomo
Y. Isto significa existirem no plantel animais com cariotipo tipico de Bos taurus taurus de origem
européia (Y submetacéntrico) e de Bos taurus indicus de origem Afro-asiatica/Zebu (Y
acrocéntrico). A maioria dos animais (68%) apresentou cromossomo Y acrocéntrico. Dentre as
alteragdes cromossomicas detectadas, alguns disturbios de niimero se salientaram. Embora os
bovinos apresentem 2n = 60 cromossomos, foram encontradas metafases hipodipléides
(57 <2n<59) e polipléides (células 4n). Em geral, as alteragdes de nimero foram devidas as
condigdes de tratamento das culturas, mas, para os animais que apresentaram metafases com
caridtipo 61,XY (trissomia) as alteragdes foram associadas a uma deficiéncia corporal dos animais
e ao fator idade dos mesmos. Os niveis anormalmente altos de células polipléides (8 a 12%),
superiores ao percentual considerado normal na literatura (2 a 6%) foram supostamente
correlacionados com a existéncia de acasalamento no rebanho entre linhagens consanguineas,

pelo préprio regime de criagdo extensivo dos animais.

Para se estabelecer se 0 0 grau de contaminago racial aparente € o tipo de cromossomo
Y estavam associados entre si, foi realizado levantamento das caracteristicas fenotipicas e medidas

da genitalia externa de cada animal. Concluiu-se através de teste de X que as variaveis grau
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contaminacdo racial aparente, baseada em caracteristicas fenotipicas escolhidas, e tipo de cromossomo
Y sdo independentes. Por outro lado, quando da anélise realizada para os dados biométricos da
genitélia externa através do teste t de Student, concluiu-se que a bainha do preptcio dos animais com

Y acrocéntrico e Y submetacéntrico difere ao nivel de 5%.

Visto que os animais Bos taurus indicus (gado Zebu) possuem reconhecidamente prepticio
longo, enquanto os animais Bos taurus taurus (gado europeu) possuem prepicio curto, sendo esta
uma caracteristica da conformacio genética normal dentro de cada subespécie, supde-se que os touros
com Y acrocéntrico, que apresentam grau de contaminagfio racial por Zebu, possam ter esta caracteristica

de contaminagio talvez mais facilmente detectavel pela mensuragdo do prepucio.



8. SUMMARY

Metaphases from peripheral blood lymphocytes obtained from 75 males of a "Pé-duro"
herd of bovine breeding stock belonging to EMBRAPA/PI, were examined for the identification of
their normal karyotype and any possible structural and/or numerical abnormalities of their chromosomes.
The objective of the study was to characterise the breed at this level and evaluate possible

heteromorphisms and their causes with the idea of contributing to the selection of the breeding stock.

The occurrance of polymorphism on the Y chromosome was shown in the animals studied.
This signifies the existance of a karyotype typical of Bos taurus taurus, which is of european origin
(submetacentric Y) and of Bos taurus indicus, which is of Afro-asiatic/Zebu origin (acrocentric Y) in
the breedeing stock. The majority of the animals (68%) presented acrocentric Y chromosomes. Of the
chromosomic alterations detected, some numerical abnormalities stand out. Although cattle present
chromosomes with 2n=60, hypodiploidic metaphases (57 <2n < 59) and polyploids (4n cells) were
found. In general, the numerical alterations were due to the conditions of treatment of the cultures, but
for those presenting metaphases with karyotype 61, XY (trisomic), the alterations were associated
with a deficiency in body size of the animals and the age factor. The abnormally high levels of polyploidic
cells (8-12%), higher than the levels considered normal in the literature (2-6%), were supposedly due

to inbreeding between blood relations within the herd, as a result of the extensive breeding system used.

In order to determine if the degree of apparent racial contamination and the type of Y
chromosome were associated with each other, a survey of the phenotypic characteristics was carried
out and also measurement of the external genital organs of each animal. By application of the X ’ test,

it was concluded that the variables apparent degree of racial contamination, based on the chosen
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phenotypic characteristics, and the type of Y chromosome, were independent of each other. On the
other hand, the analysis of the biometric data of the external genital organs, carried out using Student's
test, concluded that the sheath of the foreskin of the animal carrying acrocentric Y chromosomes,

differed from those carrying the submetacentric Y chromosome, at the level of 5%.

Considering that the Bos taurus indicus (Zebu) animals are known to have a long foreskin,
whereas the Bos faurus taurus (european cattle) have a short foreskin, this being a characteristic of the
normal genetic conformation within each subspecies, it is to be supposed that in the case of those bulls
with acrocentric Y chromosomes, which present a degree of racial contamination by Zebu, it might be

possible to detect this contamination characteristic more easily by measuring the foreskin.
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