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RESUMO

AMANCIO, Andréia Pires, A.P., Universidade Federal de Goias, setembro de 2019.
Caracterizacdo citogenética de bovinos da raca Nelore (Bos taurus indicus
Linnaeus, 1758). Orientador: Aparecido Divino da Cruz.

O setor agropecuario vem se destacando na economia brasileira nas ultimas décadas por

seu continuo aumento em produtividade e sua importancia para a manutencdo do

equilibrio da balanca comercial do pais. Apo6s a introducdo dos bovinos no Brasil e

posterior dispersdo destes pelo territério nacional, houve um intenso processo de

adaptacédo de certos grupos as condi¢cdes ambientais especificas de cada local ou regiao,
sendo este processo responsavel pela fundacédo de racgas locais bovinas brasileiras. Estes
animais podem apresentar alteracBes cromossdmicas numéricas e/ou estruturais,
podendo resultar em um grupo de caracteristicas indesejadas ao produtor que pretende
expandir seu rebanho ou até mesmo para a preservacdo de caracteristicas de uma
espécie. O objetivo do presente estudo foi padronizar os bandeamentos C, GTG e NOR
para a subespecie bovina (Bos taurus indicus Linnaeus, 1758) e posteriormente produzir
uma sonda pancentromérica, a partir da amplificagdo e marcacéo de primers especificos
para regido centromérica nos cromossomos autossémicos dos bovinos. Foram coletadas
amostras de sangue de bovinos, para obtencdo dos cromossomos metafésicos através do
método de cultura celular. Posteriormente foram realizados os bandeamentos
citogenéticos, a amplificacdo, a marcacdo da sonda cromossdémica e para validacdo
dessa sonda a técnica de FISH. Através dos bandeamentos foi possivel o pareamento

cromossémico correto desses animais e com a utilizacdo da sonda pancentromérica, a

marcagdo das regides de centrobmero de todos 0S cromossomos autossémicos. Esses

resultados oferecem uma nova ferramenta que atenda as necessidades do melhoramento

genético dos bovinos que podem apresentar alguma alteragdo cromossémica.

Palavras-chaves: Cariotipo, Citogenética Molecular, Alteracdes cromossdmicas

estruturais; Bos taurus indicus.
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ABSTRACT

AMANCIO, Andréia Pires, A.P., Universidade Federal de Goias, setembro de 2019.
Cytogenetic characterization of Nelore cattle (Bos taurus indicus Linnaeus,
1758). Orientador: Aparecido Divino da Cruz.

The agricultural sector has been standing out in the Brazilian economy in recent decades

for significant increase in productivity and its growing importance for maintaining the

country's balance of trade. After the introduction of cattle in Brazil and their subsequent
dispersal throughout the national territory, there was an intense process of adaptation of
certain groups to specific environmental conditions of each place or region, which is
responsible for the formation of several local Brazilian cattle breeds. These animals may
present numerical and/or structural chromosomal alterations, which may result in a
group of undesired characteristics to the producer that intends to expand his herd or
even for the preservation of characteristics of a species. The aim of this study was to
standardize the C, GTG and NOR banding for the bovine subspecies (Bos taurus
indicus, Linnaeus 1758) and subsequently produce a pancentromeric probe by
amplification and labeling the centromeric regions of autosomal chromosomes of cattle.
Bovine blood samples were collected to detect metaphasic chromosomes using the cell
culture method. Subsequently, cytogenetic banding, amplification, chromosomal probe
labeling and FISH technique were performed. Through the banding it was possible the
correct chromosomal pairing of these animals and with the use of the pancentromeric
probe, the marking of the centromere regions of all autosomal chromosomes. These
results may offer a new tool that meets the needs of genetic improvement of these

animals.

Key-words: Karyotype, Molecular Cytogenetics, Strtuctural Chromosomal Alterations,
Bos taurus indicus.



1. INTRODUCAO

A pecuaria nacional depende, em grande parte, do potencial de producéo dos
rebanhos, sendo a bovinocultura de corte um dos maiores contribuintes para o
agronegdcio nacional. Merecendo destaques, a importancia nutricional, econémica,
social e cultural do gado de corte no cenario brasileiro (GOMES et al., 2017).

Outro ponto da pecuéria de corte nacional esta relacionado a préatica de selecao
genética dos animais usados e do melhoramento genético dos rebanhos brasileiros, com
predominio do uso de animais zebuinos da raca Nelore nas regides Centro-Oeste, Norte,
Nordeste e Sudeste (LAUREANO et al., 2011). A Associagédo Brasileira de Criadores
de Zebu — ABCZ, juntamente com outros programas de melhoramento genético, vem
proporcionando melhor qualidade genética dos animais devido a aplicacdo de
tecnologias no manejo dos pastos, da nutricdo, reproducdo, sanidade e
consequentemente reducdo da idade ao abate e aumento da produtividade e qualidade de
carcacas comercializadas (LEMOQOS, 2013).

Em geral, as racas bovinas locais brasileiras, apresentam caracteristicas
fenotipicas importantes, moldadas pelo ambiente e selecdo, destacando: eficiéncia em se
adaptar a regides de clima tropical, resisténcia a parasitas e as doencas infecciosas e nao
menos importante, a sua capacidade de sucesso reprodutivo quando submetidas a
cenarios de baixa quantidade e qualidade de forragem (MENEZES et al., 2015).

Vérias espécies de animais domésticos consideradas atualmente como racas
locais brasileiras ttm em comum sua origem nos primeiros animais trazidos para o pais,
no periodo em que foi col6nia do Reino de Portugal. As racas bovinas, Pantaneiro e o
Curraleiro Pé-Duro sdo exemplos desses grupos raciais que se desenvolveram e se
mantem no territorio brasileiro (EGITO et al., 2011).

A diversidade genética e fisioldgica dentro das espécies domesticadas é
refletida pela variedade de ragas e tipos de animais ancestrais existentes. Neste
contexto, a extingdo de um unico potencial recurso genético dos animais que constituem
um rebanho impede 0 acesso a informacéo genética, que s@o Uteis para o planejamento
da pecuéria no futuro (ISSA et al., 2009). Por esta razao, é necessario manter o controle
citogenético dos animais reprodutores, pois as alteracbes de ordem cromossdmicas
podem ser herdadas e transmitidas aos descendentes em intervalos curtos de geracGes
(TABERLET et al., 2011).



Neste contexto, a citogenética corresponde a uma das areas da genética que
permite avaliar os cromossomos, possibilitando a identificacdo de alteragdes numeéricas
e/ou estruturais dos cromossomos (MERGENER et al., 2011). As informacdes
cariotipicas de um rebanho permitem ao pecuarista a oportunidade de detectar os
animais que sdo portadores de alteracdes cromossdmicas e destina-los ao consumo.
Minimizando, a propagacdo de anomalias e maximizando a eficiéncia reprodutiva
(PIRES et al., 2010).

Alguns estudos descreveram alteragdes cromossémicas na espéecie bovina e,
por vezes relacionam estas alteracdes cromossdmicas com manifestacdes fenotipicas
morfoldgicas e/ou funcionais nos animais (EL-BAYOUMI et al., 2011; DAWOOD et
al., 2014; TRUKHACHEV et al., 2017). No caso especifico dos bovinos, a constituicdo
cromossdmica exerce efeito marcante sobre a fertilidade do rebanho (ROSA et al.,
2013).

Nos bovinos em geral, o fato dos cromossomos autossémicos serem todos
acrocéntricos, € muito comum a ocorréncia de fusdes céntricas, ou translocacédo
Robertsoniana, quando ocorre a fusdo de dois cromossomos acrocéntricos ou
telocéntricos ndo homologos na altura dos seus centromeros (MATOS, 2013).

E comum na literatura considerar que a fusdo céntrica é um fendmeno de
rearranjo cromossémico muito comum e recorrente, apontado como um direcionador
das configuracgdes cariotipicas ao longo da evolugdo. Esta hipdtese tem ampla aceitacéo
entre os especialistas (IANNUZZ| et al., 2008; CIOTOLA et al., 2009). Em bovinos séo
conhecidos mais de 50 tipos de translocacdes Robertsonianas. A fusdo céntrica ja foi
observada em todos 0s autossomos, mas os pares 1, 14, 16, 21, 29 sdo 0s mais
frequentemente envolvidos nesses rearranjos estruturais (RODERO-SERRANO et al.,
2013).

No contexto do estudo de populacbes envolvendo rebanhos bovinos, o uso de
técnicas citogenéticas vem recebendo destaque para determinar variabilidade,
diferenciacdo genética e estrutural dos grupos amostrais. Porém, novas metodologias
ainda estdo em desenvolvimento para monitorar os padrfes genéticos, preservacdo e a
conservacdo da biodiversidade em escala local e global (WAGNER, FORTIN 2013;
TORO et al., 2014).

Para compreender a organizacdo cromossomica e a evolucdo cariotipica de

uma espécie, estdo sendo utilizadas sondas cromossomo-especificas, que podem ser



obtidas a partir de DNA de sequéncias Unicas, DNA repetitivo, sequéncias loco-
especifica obtida por amplificacdo pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
grandes sequéncias de DNA gendmico clonadas em vetores e cromossomos inteiros
obtidos por microdissec¢do (CAPOCO, 2016).

Visando solucionar os problemas encontrados durante o pareamento e analise
dos cromossomos em bovinos, lembrando que os animais desse grupo possuem
caracteristicas semelhantes e varias técnicas citogenéticas vem sendo aplicadas. Porém,
nos animais domésticos, em geral, essas ferramentas ainda sdo pouco exploradas, em
decorréncia da dificuldade na padronizagéo e atualizacdo das mesmas.

Para os bovinos, em especial na raca Nelore, faz- se necessario a exploracéo
cariotipicas desses animais para compreender e identificar alteragdes cromossémicas
que podem prejudicar a maximizacdo da capacidade produtiva do rebanho, colaborando
para 0 melhoramento genético das diversas racas, aléem da Nelore e para a conservagao
dos germoplasmas (COPPOLA et al., 2007).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Formacao das ragas locais brasileiras

O processo de formacdo de racas brasileira pode ser observado de duas formas,
a primeira, mediante evolugdes e adaptaces impostas naturalmente ao longo do tempo,
de exposicdo dos animais a diferentes localidades e a segunda, por cruzamentos
controlados entre as espécies de interesse econémico, selecionados pelo homem,
visando a fixacdo das caracteristicas produtivas de interesse econémico (DA SILVA,
2012).

Portanto, a formacdo de uma raga comercial esta intrinsicamente associada a
reducdo da diversidade genética, nos estagios inicias, e posteriormente, a concentragéo e
fixacdo de algumas caracteristicas especificas no grupo de animais selecionados para
compor o rebanho (VERGANI; OLIVEIRA, 2016).

Os parametros genéticos permitem melhor conhecimento das vantagens e
desvantagens de uma determinada raca. Os resultados da incorporacdo desses
parametros na raca sdo traduzidos em animais cada vez mais eficientes e rentaveis aos
olhos do produtor (AMARAL, 2012). Embora essa reducdo da diversidade genética e
consequentemente 0 aumento na frequéncia de caracteristicas desejadas seja benéfico
em relacdo ao ganho econdmico. Por outro lado, a diminuicdo da diversidade genética
pode levar a depressdo endogamica e, assim, ser prejudicial para o rebanho.

O conceito de ragas bovinas surgiu no final do século XVIII na Gra-Bretanha,
apo6s um periodo de intenso cruzamentos consanguineos e abates para alcangar objetivos
especificos de reproducdo. Por conseguinte, 0s animais tornaram-se fenotipicamente, e,
até certo ponto, genotipicamente distintos e passaram a receber denominac@es raciais
especificas (MARSHALL, 2014).

Na agropecudria, sao classificadas como locais, as ragas que s6 ocorrem em um
pais ou transfronteiricas as racas que ocorrem em mais de um pais. As racas
transfronteiricas podem ser regionais, que ocorrem em mais de um pais dentro de uma
Unica regido ou continente, ou internacionais, as que ocorrem em mais de uma regiao ou
continente (FAO, 2010).

Os bovinos se distribuem em duas subespécies. A primeira, denominada
taurino (Bos taurus taurus), disseminados pelas regides de clima temperado, é

representada em grandes partes pelas as racas bovinas europeias. A segunda, zebuino
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(Bos taurus indicus), habita nas regides tropicais, representada por animais de origem
indiana e africana. As racas zebuinas sdo facilmente identificaveis pela giba ou cupim,
que corresponde a porcao cervical dos muasculos romboide e trapézio, que € entremeada
por gordura e constitui uma reserva energética para o animal. O cupim néo é encontrado
nos animais europeus (MORAIS, 2014).

No Brasil, sdo exploradas quatro racas zebuinas oriundas da India, o Nelore,
Gir, Guzerd e Sindi (OLIVEIRA et al., 2002). Cerca de 80% do rebanho local é
composto por animais zebuinos, os demais 20% s3o de taurinos de origem europeia. E
dentro dessa variedade que estdo as ragas que se tornaram brasileiras. As racgas de
origem europeia criadas no pais apresentam caracteristicas adaptativas semelhantes as
zebuinas, que ganharam terreno por apresentar maior resisténcia que as europeias. Os
taurinos ficam estressados com o calor e ndo expressam todo seu potencial genético
com pastagens de baixa qualidade (OLIVEIRA, 2018).

Acredita-se que existiam trés rotas principais da introducéo de bovinos no pais,
S&@o Vicente (Sdo Paulo), Pernambuco e Bahia. Os bovinos desembarcados em S&o
Vicente foram irradiados para os campos Sulinos, Goids e Vale do Sdo Francisco
(Minas Gerais e Bahia), nesse desembarque continha um lote de 20 animais da raca
Nelore, logo a selecdo da raca Nelore existente hoje, teve sua origem em Minas Gerais
(FELIX etal., 2013).

De acordo com os dados disponibilizados pela Associagdo Brasileira de
Criadores de Zebu (ABCZ) acerca do rebanho Puro de Origem da raca Nelore
apresenta, 0s animais apresentam até 128 ascendentes em sua arvore genealogica. Nessa
genealogia foram considerados os animais criados nos estados da Bahia, S&o Paulo,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana e Rio de Janeiro (FARIA, et al., 2002).

A busca por ragas mais produtivas fez com que ao final do século XIX e inicio
do século XX houvessem importacfes de racas consideradas exoticas, que, embora
altamente produtivas, foram selecionadas em regides de clima temperado. Estas ragas,
por cruzamentos absorventes, causaram rapida substituicdo nas racas locais, que
apresentavam niveis de producdo mais baixos, porém distinguiam-se das primeiras por
estarem adaptadas (EGITO et al., 2002; SANTOS et al., 2003). Em consequéncia,
muitas ragas que ja foram economicamente importantes, correm o risco de entrar em
extin¢do, ainda que possuam caracteristicas interessantes dos pontos de vista econémico
e de melhoramento (TABERLET et al., 2011).



De acordo com REDDY e colaboradores (2016), cruzamentos indiscriminados
resultam na diluicdo das racas e uma perda de genes nas populac¢des, podendo reduzir o
nimero de animais reprodutores quando comparados o nimero de efetivo de ancestrais.
Estudos citogeneticos e conservagdo do germoplasma sdo ferramentas Uteis para
caracterizar e conservar as racas que apresentam esse risco de extingdo (MARIANTE;
ALBUQUERQUE, 2011).

Os dados de FARIA e colaboradores (2002), para animais da raca Nelore,
apresentaram um ndmero reduzido de ancestrais existentes, sendo afirmados pela
predominéncia na utilizacdo de alguns animais reprodutores. De acordo com esses
autores, pelo numero efetivo de reprodutores € possivel avaliar o balango das
contribuicbes dos fundadores entre as geracOes, pela taxa de selecdo e variacdo do
tamanho do grupo dos animais.

Os Recursos Genéticos Animais (RGAs), existem na forma de varias racas e
linhagens que possuem composicao genética propria e adaptacdo a nichos ecoldgicos
especificos (SHARMA et al., 2015). Esse recurso foi criado em 1983, quando a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) preocupada com a perda do
material genético dos rebanhos, incluiu as racas de animais domésticos ameacadas ao
programa (PEZZINI, 2010).

Surgiu entdo, uma rede de conservacdo dos recursos genéticos animais,
estudadas e exploradas pela Embrapa, em parceria com as universidades e as empresas
estaduais do setor produtivo em nivel local, regional e nacional (MARIANTE;
ALBUQUERQUE, 2011).

Do ponto de vista econbmico do Brasil, uma das racas mais estudadas é a
Nelore, pois apresenta correlagBes genéticas favoraveis com as caracteristicas de
importancia econémica, tais como longevidade, producéo, reproducgdo e caracteristicas
de carcaca, e adaptabilidade as condi¢Ges dimorficas presente no pais, favorecendo a
sua criacdo na atividade de corte e a preferéncia do produtor pela raca (PIRES et al.,
2017).

2.2 Citogenética bovina por Bandeamento
A citogenética é uma ferramenta comumente utilizada em estudos de
reproducdo de animais, conservacdo das racas e na determinacdo de anormalidades

cromossdmicas associadas a caracteristicas deletérias (DAVID et al., 2014).



As técnicas citogenéticas se baseiam na andlise dos cromossomos obtidos
durante a divisdo celular, especificamente na metafase da mitose, quando os mesmos se
encontram mais condensados, permitindo o pareamento cromossémico e montagem do
cariétipo (GUERRA, 1988). O material submetido a cultura celular passa por
tratamentos até que as células cheguem a fase de divisdo celular desejada, para que
posteriormente seja empregada a técnica de bandeamento dos cromossomos (BORGES-
OSORIO; ROBINSON 2013).

As técnicas de bandeamento comumente utilizadas produzem banda C, quando
ha necessidade de evidenciar as regifes centroméricas dos cromossomos ou de outras
regibes que possuem heterocromatina constitutiva, bandas G que permite a andlise
através do padrdo de bandas caracteristicas que cada par cromossdmico apresenta e
bandas NOR que marcam as Regifes Organizadoras de Nucléolo nos cromossomos
(IANNUZZI; DI BERARDINO, 2008).

Porém, outras técnicas de bandeamento podem ser aplicadas para a
identificacdo dos cromossomos, como bandeamento Q que utiliza quinacrina mostarda,
bandeamento R (reverso) resultando em bandas reversas nos cromossomos,
correspondendo a um padrdo de bandas contrarias ao de bandas G (NUSSBAUM et al.,
2008).

Em especial para os bovinos, a analise citogenética e 0 uso de suas
metodologias, contribuiram para identificacdo de subespécies nesses animais, além de
estudos de preservacao, estudos comparativos para 0 cromossomo Y e identificacdo de
alteragbes numéricas e estruturais (YIMER; ROSNINA, 2014). De acordo com
AHMAD e colaboradores (2004), essas alteracbes cromossomicas (numéricas e
estruturais) podem resultar em casos de subfertilidade ou esterilidade, sendo um critério
importante de selecdo para touros reprodutores.

O complemento cromossdmico diploide dos bovinos contém 60 cromossomos,
incluindo os pares de cromossomos sexuais XY e XX para machos e fémeas,
respectivamente (REJDUCH et al., 2000). O cari6tipo bovino € simétrico e gradual,
sendo todos o0s cromossomos autossomicos acrocéntricos. Os machos s&o
heterogaméticos, e a diferenciagdo sexual é estabelecida pelo sistema XY (DA CRUZ,
2011). Concorrem nos rebanhos, animais taurinos (Bos taurus taurus - BTA) e zebuinos
(Bos taurus indicus - BIN), de origens europeia e indiana, respectivamente. Entre

taurinos e zebuinos observa-se dimorfismo para o cromossomo Y, que pode ser



submetacéntrico ou metacéntrico nos animais pertencentes a subespécie Bos taurus
taurus e acrocéntricos na subespécie Bos taurus indicus (LUNA, 2012).

Entre as alteragOes estruturais mais recorrentes nos bovinos, temos as
translocacBes Robertsonianas (Figura 1), que envolve a fusdo céntrica de dois
cromossomos acrocéntricos, com a formacdo de um unico cromossomo metacéntrico ou
submetacéntrico, dependendo do tamanho dos pares envolvidos na translocacdo
(BARASC et al., 2018).

De acordo com DEMYDA-PEURAS e colaboradores (2012), a perda do
material cromossémico presente nos bragos curtos dos cromossomos acrocéntricos ndo
implica em alteracbes fenotipicas para 0s seus portadores, estes Cromossomos
apresentam seus bragos curtos, constituidos de DNA repetido ricos em rDNA, cujas

sequéncias séo redundantes e importantes para a transcricdo de RNA ribossomal.

CROMOSSOMO 1

>
-
-

B . . CROMOSSOMO 29

'Y FUSAO CENTRICA ENTRE OS
C —. CROMOSSOMOS

D ' ' CROMOSSOMO TRANSLOCADO

Figura 1 - Representacdo esquematica de uma translocacdo Robertsoniana entre
0s cromossomos autossomicos dos bovinos. A e B ilustram cromossomos
acrocéntricos ndo homologos 1 e 29 respectivamente. C indica a fusdo dos bracgos
longos e a perda de ambos os bragos curtos dos respectivos cromossomos. D mostra o
produto final da transloca¢do um cromossomo submetacéntrico.

As anormalidades estruturas envolvendo os autossomos bovinos tém efeito

direto sobre a fertilidade do animal portador, além de causar anomalias congénitas e
perdas embrionarias. Consequentemente, resultam em prejuizo econémico na producdo
dos animais, podendo ser erradicado por meio de diagndstico genético e remocao
precoce dos animais afetados do plantel de reprodutores (PAVARINI et al., 2008).
Assim, o monitoramento citogenético, aliado a outras ferramentas da citogenética
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molecular e citogendmica, assegura a integridade e a boa qualidade do germoplasma
bovino transmitido a gerag6es futuras.

Para compreender a organizacdo cromossémica e a evolugdo cariotipica de
uma espécie, técnicas citogenéticas, tais como bandeamento C, G, NOR (Regibes
Organizadoras de Nucléolo) e FISH (Hibridizacdo Fluorescente in situ), vém sendo
utilizadas para monitorar os padrdes genéticos, preservacdo e a conservacdo da
biodiversidade em escala local e global (WAGNER, FORTIN, 2013; TORO et al.,
2014).

2.2.1 Bandeamento C

O bandeamento C descrito por SUMMER (1972) é utilizado para identificar a
localizagéo e a variacdo das regides de heterocromatina constitutiva que sédo sequéncias
de DNA altamente repetitivas as quais ndo possuem atividade génica. A
heterocromatina se concentra em blocos, distribuidos preferencialmente em algumas
regibes dos cromossomos, como ao redor da constricdo secundaria, e em porgdes
proximais e terminais dos bra¢os cromossdmicos (Figura 2). A distribuicdo e o tamanho
dos blocos de heterocromatina sdo idénticos nos cromossomos homdlogos. Assim, o
Bandeamento C pode ser empregado na caracterizacdo de espécies e na deteccdo de
alteracdes cromossémicas estruturais (ANDRADES-MIRANDA; MATTEVI, 2011).
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Figura 2 — Metafase Bovina por Bandeamento C. Metafase bovina de uma fémea
(XX), apds a técnica de bandeamento C (Laboratorio Nucleo de Pesquisas Replicon —
PUC- Goias).



2.2.2 Bandeamento GTG

O bandeamento GTG combinado com tripsina e giemsa (GTG) (do inglés, G-
bands by Trypsin using Giemsa) utiliza a tripsina, uma proteinase de largo espectro,
para que ocorra a desnaturacdo das proteinas do cromossomo e depois com a aplicacéo
do giemsa cora a cromatina, resultado em bandas claras e escuras. A diferencia¢do do
padrdo bandeado do cromossomo deve-se a ocorréncia de regides ricas em guanina e
citosina, que se apresentam menos condensadas e, portanto, mais facilmente digeridas
pela proteinase, que depois de coradas com giemsa, resultam em uma cor mais difusa,
formando as bandas claras (Figura 3).

Em contrapartida, regides de cromatina ricas em timina e adenina sdo mais
condensadas e, consequentemente, a digestdo enzimatica das proteinas nestas regides
ficam prejudicadas, permitindo uma maior deposicdo de corante ap6s a coloracdo,
formando as bandas escuras (ROSSETTO, 2015).
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Figura 3 — Metéafase Bovina por Bandeamento GTG. Metéfase bovina de uma fémea
(XX), apds a técnica de bandeamento GTG (Laboratério Ndcleo de Pesquisas Replicon
— PUC- Goias).

A técnica de bandeamento G é uma das mais utilizadas na rotina citogenética, o
padrdo alternado de bandas claras e escuras facilita a analise estrutural, a identificacdo
do cromossomo e dos homdlogos. Consequentemente, permite a observacéo e possiveis
alteragBes estruturais mais facilmente (BORGES-OSORIO; ROBINSON, 2013).
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2.2.3 Bandeamento Ag-NOR

O bandeamento Ag-NOR (do inglés, Silver-stained Nucleolar Organizer
Regions) cora regides organizadoras de nucléolo nos cromossomos com uso de nitrato
de prata. E amplamente reconhecido que NORs contém rDNA, que s&o regides ricas em
repeticbes em tandem de genes ribossomais. O DNA repetitivo contido na NOR se
condensa em torno de proteinas que possuem afinidade por prata. Portanto, quando
corados, os cromossomos revelam os locais das proteinas nucleolares, permitindo a
identificacdo de uma NOR (Figura 4). Essa técnica é muito utilizada em estudos de
cromossomos marcadores e na deteccdo de rearranjos cromossomicos (ANDRADES
MIRANDA; MATTEVI, 2011).
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Figura 4 — Metéafase Bovina por Bandeamento NOR. Metafase bovina de uma fémea
(XX), apos a técnica de bandeamento NOR (Laboratorio Nucleo de Pesquisas Replicon
— PUC- Goias).

2.3 Hibridizacéo fluorescente in situ (FISH)

Entre as metodologias da citogenética molecular, destaca-se a utilizagdo de
sondas cromossomo-especificas associadas as técnicas de FISH (do inglés,
Fluorescence in situ Hybridization). Essa técnica foi proposta por Gall e Pardue (1969)
para analises cromossdémicas e por Buongiorno-Nardeli e Amaldi (1969) para cortes
histolégicos. O desenvolvimento do FISH proporcionou um enorme progresso nos
estudos da organizagdo dos genomas (VOLPI; BRIDGER, 2008).

A técnica de FISH envolve a marcacdo de nucleotideos ou sequéncias de DNA

especifico, mediante o emprego de um fluorocromo (moléculas fluorescentes). A
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sequéncia marcada é chamada de sonda, que € usada para se ligar a sua cadeia de DNA
complementar (DNA alvo), localizada em um cromossomo especifico. Ao final da
reacdo o sinal fluorescente pode ser visto com o auxilio de um microscépio de
epifluorescéncia, permitindo a identificacdo exata da localizacdo da sequéncia alvo no
cromossomo (TICIANELLI et al., 2011).

O primeiro passo para o FISH consiste no desenvolvimento das sondas, que
sdo sequéncias de DNA que variam cerca de 100 a 300 pb até maiores que 1Mpb,
complementar ao DNA-alvo de interesse. As sondas de fita simples de DNA s&o
comumente hibridizadas em cromossomos metafasicos, mas podem também ser
desenvolvidas para serem usadas em nucleos interfasicos (GUERRA, 2004).

Os principais tipos de sondas de DNA utilizadas na técnica de FISH s&o:

a. Sondas centromericas, consistem de sequéncias de DNA repetitivo
situadas no centrébmero e na regido pericentromérica de um cromossomo especifico,
adequadas para a quantificacdo do numero cromossdmico e Uteis na identificacdo e/ou
diagnostico de aneuploidias.

b. Sondas subteloméricas, permitem identificar translocacGes atipicas que
envolvem regiGes subteloméricas.

C. Sondas de sequéncia Unica sdo especificas para um determinado loco
Unico, sendo Uteis para identificar delecdes e duplicagcdes submicroscopicas.

d. Sondas para cromossomos inteiros, sdo obtidas de diferentes regides de
um dado cromossomo. Quando todas essas regides sdo utilizadas juntas em uma Unica
hibridizacdo, todo o cromossomo fica fluorescente. Muito utilizada para caracterizar
rearranjos complexos com pequenas translocacdes. Embora esse tipo de sonda seja
geralmente usada para marcar todo o cromossomo, ela pode ser desenvolvida para a
pintura de apenas um dos bracos cromossomicos, conforme o interesse investigativo
(NEVES; GUEDES, 2012).

Os diferentes tipos de sondas podem ser marcados diretamente, por
incorporacdo de nucleotideos fluorescentes, ou indiretamente, por incorporacdo de
moléculas reporter que sdo subsequentemente detectadas por anticorpos fluorescentes
ou por moléculas de afinidade. Em todos os casos, as diferentes sondas sdo hibridizadas
no genoma do organismo em estudo, caracterizando diversos eventos, como alteracao
ou evolucgéo do cariotipo (SCUDELER, 2010). O grau de especificidade cromossémica

da sonda utilizada vai depender do rigor da reacdo de hibridizacdo, pois esta
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especificidade é determinada diretamente pela complementariedade entre as bases da
dupla fita (DAVID et al., 2014).

Novas metodologias de FISH tem possibilitado o uso de sondas com diversos
tipos de fluoréforos dentro de diferentes campos de investigacdo, incluindo anélise de
danos cromossdmicos, mapeamento genéticos, gendmica comparativa, evolutiva e
ecologia microbiana (VOLPI, 2008).

Na medicina veterinaria, a técnica FISH tem sido aplicada para diagnosticar
varios agentes infecciosos tais como Lawsonia intracellularis e Pasteurella multocida
em porcos (BOUTRUP et al., 2010; PORS et al., 2011), Treponema spp. responsavel
por causar periodontite em cdes (NORDHOFF et al., 2008), Coxiella burnetii presente
em bovinos (HANSEN et al., 2011), e bactérias do género Brachyspira, que afeta
principalmente suinos (JENSEN et al., 2010).

No caso particular dos bovinos, essa técnica tem sido utilizada para detectar
alteracOes cariotipicas. Mais recentemente, existem trabalhos abrangentes que discutem e
apontam importantes melhorias, aplicabilidades, além do desenvolvimento de recursos
moleculares destinados & citogenética e a citogendmica animal (RAUDSEPP;
CHOWDHARY, 2016).
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3. JUSTIFICATIVA

O rebanho efetivo nacional de bovinos registrado no sistema de dados de
Pesquisa Pecuaria Municipal para o ano de 2017 foi de 214,9 milhdes de cabecas,
reducédo de 1,5% quando comparado no ano 2016. O rebanho efetivo nacional inclui os
animais destinados tanto a producdo de carne quanto a de leite. A regido Centro-Oeste
permaneceu na liderangca nacional, contribuindo com 34,5% do total de cabecas dos
rebanhos brasileiros (IBGE, 2018).

Com o desempenho das racas melhoradas, 0s recursos genéticos nos bovinos
estdo sendo progressivamente perdidos, em decorréncia da substituicdo das racas
tradicionais por racas mais produtivas, ameacando sua conservacdo e implicando no
empobrecimento da biodiversidade local das racas (TABERLET et al., 2011).

A caracterizagdo genética dos animais € importante para orientar os programas
de conservagdo de recursos genéticos animais (RGA), permitindo a avaliagdo da
variabilidade genética dos animais, fundamental na elaboracdo estratégica de
melhoramento e planos de conservacdo das populagdes (SHARMA et al., 2015). Na
pecudria brasileira, ainda sdo escassas as iniciativas que objetivam avaliar a integridade
do material genético e relaciona-la com caracteristicas produtivas indesejadas, tais como
perdas gestacionais e subfertilidade, focando esforcos nas caracteristicas de producéo.

Através da aplicacdo de ferramentas citogenéticas & possivel identificar
anomalias cromossdmicas estruturais e/ou numéricas nos bovinos, permitindo ao
pecuarista a oportunidade de descartar animais indesejaveis (portadores de alteragdes
cromossémicas, por exemplo) da cadeia produtiva e incrementar a qualidade do rebanho
(PIRES et al., 2010).

A respeito das metodologias citogenéticas, as técnicas de bandeamento ainda
sdo os procedimentos mais utilizados para a avaliacdo do cario6tipo bovino, uma vez que
0s métodos de cariotipagem permitem a reproducdo de padrfes cromossémicos bem
estabelecidos (IANNUZZI; DI BERARDINO, 2008). Apesar de sua ampla aplicacéo,
em alguns estudos com organismos que possuem Cromossomos pequenos ou cariotipos
complexos, a andlise cariotipica € pouco aplicada, ja que a metodologia requer um
conhecimento profundo sobre o padrdo de bandas de um cromossomo. Porém, o
desenvolvimento de técnicas citogenéticas moleculares como o FISH aplicada a

diversos organismos levou a uma melhora significativa na investigacdo citogenética,
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representando uma alternativa valida com métodos padronizados (SOARES et al.,
2018).

As aplicagbes do FISH em animais e humanos s&o semelhantes e
aproximadamente 0 mesmo nivel de avanco foi alcangado por citogeneticistas. O uso de
sondas cromossdmicas em animais domésticos permitiu que varias questdes importantes
fossem resolvidas, incluindo deteccdo de aberragBes cromossémicas e cariotipos
complexos, mapeamento genético e a descri¢do evolutiva dos cromossomos (RUBES et
al., 2009).

Ao contrario dos seres humanos, o uso da técnica de FISH ainda é muito
limitado na citogenética animal. Isto se deve principalmente a falta de sondas
comerciais que sdo essencialmente limitadas a cromossomos sexuais para a maioria das
espécies domésticas. Além disso, apenas alguns laboratérios de exceléncia no mundo
tém disponibilidade de sondas, limitando assim a aplicacdo do método a poucos grupos
de pesquisa (PAUCIULLO et al., 2014).

Embora as técnicas de bandeamento tenham sido usadas em animais
domesticos desde o inicio de 1970 (IANNUZZI; DI BERARDINO, 2008), o Sistema
Internacional para Nomenclatura Cromossdmica de Bovideos Domésticos
(International System for Chromosome Nomenclature of Domestic Bovids - ISCNDB,
2000) surgiu apOs o uso de técnicas da citogenética molecular, como o FISH e
marcadores moleculares (DI BERARDINO et al., 2001).

A resolucao molecular de cariotipos complexos por FISH é particularmente util
para 0s pequenos cromossomos, cuja semelhangca nos padrdes de bandas torna sua
identificacdo muito dificil, em especial no caso dos bovinos, devido ao fato dos
cromossomos autossémicos serem todos acrocéntricos e de tamanhos relativos
semelhantes. Adicionalmente, a ocorréncia de translocagbes Robertsonianas,
envolvendo a fusdo de dois cromossomos acrocéntricos, € comum em bovinos, podendo
resultar problemas de subfertilidade nos animais de acordo com 0s cromossomos
envolvidos na fusdo cétrica (JORGE, 2006; KOCHNEVA et al. 2011; TRUKHACHEV
et al. 2017).

Diante desse contexto, nota-se que apos a introducdo dos bovinos no Brasil,
houve um processo de adaptacao de certos grupos, sendo responsavel pela formacédo de
varias racgas locais brasileiras. Contudo, apesar do desenvolvimento de programas de

conservacao que visem a caracterizacdo genética e fenotipica dos bovinos, e avaliacéo
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do potencial produtivo das populacdes, atualmente, sdo poucas as pesquisas que buscam
caracterizar estes animais citogeneticamente e correlacionar possiveis alteracdes
cromossdmicas com ineficiéncia reprodutiva nos rebanhos.

De acordo com OLIVEIRA (2002), no Brasil ndo existe uma prova unificada
de progénie para raca Nelore no Programa de Melhoramento Genético, inviabilizando o
trabalho do produtor que pretende selecionar seus animais. Assim, por falta de um
banco de dados genéticos e analise citogenética desses animais faz com que o0s
produtores por animais que sdo utilizados nos campeonatos e 0s que foram mais
premiados.

O objetivo deste trabalho foi a caracterizagdo citogenética da raca bovina
nelore, por técnicas de bandeamento C, G e NOR. Construir uma sonda
pancentromérica para marcar 0S cromossomos autossémicos dos bovinos podendo ser
empregada na detecgdo de algumas alteragcbes nos bovinos e comparar os resultados

obtidos na raca Nelore em animais da raca Holandesa.
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4. OBEJTIVOS

4.1 Objetivo Geral
Caracterizacdo citogenética de bovinos da raca Nelore (Bos taurus indicus,
Linnaeus, 1758).

4.2 Objetivos Especificos

o Obter os cromossomos bovinos mediante cultura celular de linfécitos periféricos
em curto prazo;

o Caracterizar o cariotipo do Nelore (Bos taurus indicus) com as técnicas de
bandeamento do tipo C, GTG e NOR;

o Amplificar segmentos conservados pericentroméricos dos Ccromossomos
autossdmicos acrocéntricos para ser usados como sondas pancentroméricas
autossomicas de Nelore;

o Aplicar estratégias de Nick Translation-PCR para marcar os amplicons com 0
fluorocromo SpectrumGreen™ direct-labeled dUTP, para permitir a identificacio do
sinal fluorescente em microscopia de epiluminacgéo;

o Usar a técnica de Hibridizacdo Florescente in situ (FISH) para visualizar a
eficiéncia das sondas especificas para marcar e revelar os centrémeros de autossomos de
Nelore em metéfase;

o Verificar a sensibilidade e especificidade da sonda pancentromérica como sonda
de enumeracéo de todos os autossomos de Nelore;

o Testar a transferabilidade da sonda pancentromérica desenvolvida para a animais

zebuinos em animais taurinos.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Delineamento do estudo

A presente proposta foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da PUC-Goias (n° 7350171017/2016). Esse estudo trata-se da padronizacdo
das técnicas citogenéticas de bandeamento do tipo C, GTG e NOR, e construcdo de
sondas cromossomica em bovinos, mediante amplificagdo e marcagdo por Nick
Translation e Hibridizagdo Fluorescente in situ (FISH). A pesquisa foi conduzida no
Nucleo de Pesquisas Replicon da Pontificia Universidade Catdlica de Goias (NPR/PUC
— Goias) em parceria mutua com o Laboratorio de Citogenética Humana e Genética
Molecular (LaGene) da Secretaria de Estado da Salude de Goiés (SES — GO).

5.2 Caracterizacdo das amostras

A andlise foi composta por bovinos da raca Nelore subespécie Bos taurus
indicus, Linnaeus 1758, sendo dois machos e duas fémeas, provenientes da Escola de
Ciéncias Agrarias e Bioldgicas da PUC - Goias.

Para o segundo teste, foram utilizadas amostras de quatro fémeas da raca
Holandesa (Bos taurus taurus, Linnaeus 1758) para analise de subfertilidades nessas
fémeas e comparagdo dos resultados obtidos com os animais zebuinos. As amostras
foram obtidas mediante a coleta de 3,0 mL de sangue periférico por puncéo da veia
jugular dos animais. As amostras biologicas foram armazenadas sob refrigeracéo (4 a

8°C) em tubos estéreis e heparinizados até 0 momento do seu processamento.

5.3 Cultura de células

A cultura celular foi realizada a partir de 1,0 mL de sangue total em meio
RPMI 1640 Medium (Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) (4,0
mL), suplementado com Soro Fetal Bovino (Gibco™, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA) (1,0 mL), Fitohemaglutinina (Gibco™, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA) (100,0 uL) e enriquecido com Penicilina (Gibco™, Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) (100,0 U/uL). A cultura transcorreu em uma
estufa a 38°C com 5% de CO..

Apos o crescimento desejado das células por 71 horas, foram acrescentados

75,0uL de KaryoMax® COLCEMID® Solution (Gibco™, Thermo Fisher Scientific,
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Massachusetts, EUA) as células em suspensdo, que retornaram para a incubacdo por 30
minutos. Posteriormente, a amostra foi transferida para um tubo coénico de 15,0 mL e
centrifugado por 10 minutos a 1.000 rotagcBes por minuto (rpm). Logo apds, o
sobrenadante foi desprezado, deixando-se cerca de 1,0 mL de material.

No sistema foi acrescentado 10,0 mL de solucdo hipoténica (KCl a 0,075 M) e
mantido na estufa por 35 minutos. Em seguida, as células foram fixadas com solucéo de
Carnoy (Metanol + Acido acético na propor¢do de 3:1), incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente e imediatamente centrifugadas por 10 minutos a 1.000 rpm. As
células do ‘pellet’ foram fixadas por trés trocas sucessivas de fixador de Carnoy, até que
0 material se tornasse claro. As células fixadas foram mantidas em 5,0 mL de solugéo

fixadora na geladeira até 0 momento da analise.

5.4 Bandeamento C

Para realizar o bandeamento C, a suspensdo de células foi gotejada em uma
lamina de vidro limpa e desengordurada sobre vapor de banho-maria a 60°C para o
espalhamento das metafases e envelhecidas na geladeira durante dois dias.
Posteriormente, as laminas foram submersas em solucdo de HCL a 0,2N por 10
minutos. A desnaturacgdo alcalina do DNA ocorreu expondo 0s cromossomos a 5% de
Hidroxido de Bério por 15 min a 37°C. Logo ap6s, o material foi lavado em éagua
destilada, mantido em temperatura ambiente para secagem e, em seguida, as laminas
foram coradas com de solucio de KaryoMAX® Giemsa Stain (Gibco™, Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA) a 10% por 5 minutos. A técnica foi padronizada para a
espécie do estudo, apos alguns testes realizados, variando temperatura e tempo em que 0

material ficou exposto a solugdo alcalina.

5.5 Bandeamento GTG

Para o bandeamento GTG, o material foi gotejado em laminas de vidro limpas
e desengorduradas sobre o vapor de banho-maria a 60°C e armazenado a temperatura
ambiente por sete dias. Apds o envelhecimento do material, foram realizados
tratamentos em solugdo de tripsina (Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA) diluidas em 48,0 mL de PBS a 0,025% a 37°C e coradas em solucdo de
KaryoMAX® Giemsa Stain (Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) a
5% por 5 minutos. Apoés a realizacdo de testes com tempos diferentes de imersdo na
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enzima, obteve-se um resultado satisfatorio nos tempos de 6 segundos e 7 segundos.
Essa técnica de bandeamento foi padronizada para os animais deste estudo, segundo o
protocolo de GUERRA e DE SOUZA (2002).

5.6 Bandeamento NOR

No bandeamento NOR, o material foi gotejado em laminas limpas e
desengorduradas sobre o vapor do banho-maria a 60°C e envelhecido na geladeira ao
longo de dois dias. Logo apoés, foram adicionadas sobre o material duas gotas de nitrato
de prata a 50% (AgNO3) e duas gotas de gelatina a 2%, diluida em &cido férmico a 1%
(CH202). O local onde foi depositada a solucdo foi coberto por uma laminula. Em
seguida, a ldmina foi colocada em uma cdmara Umida a 65°C, ao abrigo da luz por um
tempo variando entre 3 a 5 minutos até que o material apresentasse uma coloracao

acobreada.

5.7 Amplificacéo e marcagao das regides para obtencao das sondas

Inicialmente, o genoma bovino da subespécie Bos tarus indicus disponivel no
banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) foi
analisada. Na plataforma do NCBI foi selecionado o cromossomo autossémico 1, por
ser 0 maior acrocéntrico na subespécie, e a partir dele foram desenhados primers
correspondentes as regides proximas ao centrdmero. Essas regiGes costumam ter
sequéncias que sdo conservadas e se repetem por todos 0s cromossomos. As regioes
pericentroméricas selecionadas foram amplificadas mediante uma Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) (do inglés, Polymerase Chain Reaction), usando 0s primers
CATTLE F — senso, (5’ AGGGGCCTTCTCCAGATGAT3") e CATTLE R — antisenso
(5" AAGGCACCATCCACTTCGAG3"). A amplificacdo por PCR gerou um produto de
1.901 pb para a regido centromérica.

O tamanho do produto amplificado foi verificado em gel de agarose a 1%.
Posteriormente, os amplicons produzidos por PCR foram reamplificados por semi-
nested PCR, usando os mesmos primers e o protocolo da técnica de CGH Nick
Translation® (Vysis™), para a marcagdo com o SpectrumGreen™ direct-labeled dUTP.
Ao final da marcagéo, o produto se constituiu na sonda final, que foi armazenado
refrigerado e ao abrigo de luz até o uso, que revelaria na cor verde a regido centromérica

nos cromossomos da subsespécie Bos taurus indicus (BIN).
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5.8 Hibridizacéo Fluorescente in Situ (FISH)

As laminas utilizadas para o FISH continham metéfases obtidas por meio de
cultura de linfdcitos, depois de gotejadas as mesmas foram mantidas a -20°C por 24
horas.

Para a fixacdo do material, as laminas foram desidratadas a temperatura
ambiente por 1 minuto em série de solucdo aquosa de etanol a 70%, 85% e etanol PA
(100%). Posteriormente, a sonda preparada e marcada com o SpectrumGreen™ direct-
labeled dUTP (Vysis™) foi aplicada sobre a lamina, coberta por uma laminula
(24x24mm) e mantida no hibridizador HYBrite® (Vysis™) passando pela etapa de co-
desnaturacdo por 5 minutos a 74°C e anelamento por 48 ha 37°C.

Apos a hibridizacdo, a laminula foi cuidadosamente removida e realizada as
lavagens adstringentes a 72°C para a remog¢édo do excesso de sondas nao hibridizadas.
As solucdes de lavagem foram UltraPure™ 20X SSC Buffer (Invitrogen™, Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) a 0,04% por 2 minutos, seguido de lavagem em
solucéo de UltraPure™ 20X SSC Buffer com 0,05% de Tween® 20 (USB Corporation,
Cleveland, EUA) por 1 minuto. Foi retirado o excesso de solucdo e em seguida as
células foram contra coradas com 10uL de DAPI Antifade (4’,6-Diamidino-2-
Phenylindole) (Cytocell, Cambridge) por 10 minutos. Apds esse tempo, foi procedida a

analise do material e a captura das imagens.

5.9 Analise e captura das metafases

A captura das metafases cromossémicas para os trés tipos de bandeamento e
para o teste de FISH foram efetuadas mediante microscopia Optica de luz branca e de
epifluorescéncia, com o auxilio de uma estacdo de cariotipagem constituida por um
microscopio Axioplan 2Imaging® (Carl Zeiss, Alemanha) com platina motorizada
controlada pelo software Metafer® 3.4.0 (Metasystems Corporation, Alemanha) e
analisadas com auxilio dos softwares IKAROS® e ISIS® (Metasystems Corporation,
Alemanha). Foram analisadas vinte metéafases de cada animal, claramente observaveis e

bem distribuidas, sem sobreposi¢do de cromossomos da subespécie Bos taurus indicus.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao estdo apresentados em forma de artigos subdivididos
em capitulos.

O artigo | trata da padronizagdo das técnicas de bandeamento para a subespécie
Bos taurus indicus, Linnaeus 1758. Artigo publicado na Revista Comparative
Cytogenetics.

O artigo Il trata da construcédo e validacdo de sondas para regides de centrémero,
com a técnica de pintura cromossémica no estudo dos cromossomos autossémicos de

bovinos (Bos taurus, Linnaeus 1758).
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Abstract

Chromosome banding techniques were applied and standardized to obtain karyotype characteristics for the
first time in Brazil of Nelore cattle — Bos taurus indicus Linnaeus, 1758 — (bovine subspecies most promi-
nent in Brazilian livestock). Blood samples were collected from the animals of the School of Agrarian and
Biological Sciences of the Pontifical Catholic University of Goids, two males and two females of pure breed.
These samples were submitted to the cell culture method to study metaphase chromosomes. Chromosome
banding techniques (C, G and NOR) revealed the karyotype architecture of Nelore cattle common with
that of other breeds of zebu cattle formerly karyotyped. The diploid chromosome number was invariably
normal, 2n = 60. C-banding revealed C-positive heterochromatin in centromeric regions almost in all
chromosomes. G-banding presented the expected band pattern in the respective chromosome pairs in cor-
respondence with the established chromosomal patterns for the species. Ag-staining for nucleolus organizer
regions (AgNOR) was identified on the telomeric end of the long arm in 7 autosomal chromosomes. In this
study we found more regions in chromosomes with staining than presented in the literature for the Bos in-
dicus group (BIN). These NOR regions were repeated on the same chromosomes for the 4 animals studied.
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Introduction

Nelore is an important bovine breed and well noted in Brazil for its meat production,
body size and sturdiness. However, the meat industry has demanded products of high-
er quality. Thus, in the last 5 years, specifically with respect to meat production, the
cross between Angus (taurine) and Nelore (zebu) breeds has been growing in Brazil.
Indiscriminate crossing of Nelore cattle may result in a dilution of the breed and a de-
cline in their number which may result in complete genetic extinction. Consequently,
the conservation of the original breed is necessary (Reddy et al. 2016).

Despite this trend in the market, Nelore still comprises up to 80% of the national
cattle of bovine breeds raised for meat, mostly due to its combination of productivity
and adaptability to the tropics (Junior et al. 2016). The states of Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, and Goids, a region known as Central Brazil, hold 43% of the country
bovine cattle composed of Nelore breed (IBGE 2017).

Cytogenetic studies are highly useful for genetic characterization and for effective
conservation of the species seriously at risk of extinction (Bharti et al. 2017). Geno-
type-based selection could be a powerful tool to assist farmers on making decisions
regarding phenotype/genotype correlations and their interaction with the environment
when managing their herds (Paulino et al. 2014).

Despite the extensive genomic investigation in cattle, not so many novelties are
reported about bovine chromosomes that could be an excellent and inexpensive tool
to provide important pieces of information useful for animal characterization, herd
management, and evolutionary studies of breeds (David et al. 2014). The applica-
tion of cytogenetic techniques has led to a simple cytological determination of the
two main subspecies used in formation of domestic cattle breeds — Bos taurus taurus
Linnaeus, 1758, Y(BTA) is submetacentric, and Bos taurus indicus Linnaeus, 1758,
Y(BIN) is acrocentric (Halnan and Watson1982). In their karyotypes, the X chro-
mosome is always the only morphologically distinguishable chromosome among
monotonously acrocentric metaphases, being large and submetacentric (Raudsepp
and Chowdhary 2016).

For correct identification of individual chromosomes, several banding techniques
were developed, broadly divided into two categories: those that produce bands along
the entire chromosome (Q, G, and R) and those that mark specific regions of each
chromosome (C, T, or NOR) (Miranda and Mattevi 2011). Among other breeds of
BIN cytogenetically studied, Nelore cattle in Brazil are still not so exploited, due to the
difficulty to standardize and update the cytogentic techniques commonly used to study
chromosomes, for example, the time necessary to culture cell and preparation of slides
with material for banding techniques.

We are presenting in this work the necessary characterization of Nelore’s chromo-
somes using G-, C-, and NOR-branding methodologies.
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Material and methods

Biological samples were collected from four animals (2 male, 2 female), products in-
dustrial breeding Nelore, belonging to the study station of the Faculty of Agrarian of
Biological Sciences / Pontifical Catholic University of Goids. The herd maintained at
lots of 28 m? of pasture and fed with fodder twice a day. Both males were 28 months
old, weighing about 430kg. Both females were 35 months old, weighing about 480 kg.
Blood samples of about 3ml of peripheral blood from the external jugular vein of each
animal were kept in vaccum tubes containing heparin to prevent blood clotting and
cooled on ice until arriving at the laboratory. Conventional cytological techniques were
applied adapted to local and laboratory conditions of peripheral blood culturing and
chromosome preparation (Verma and Babu 1995; David et al. 2014; Rosetto 2015).

Cell culture and cytological preparation

Cell culture was performed from Iml of blood sample transferred into RPMI 1640
(Gibco RPMI 1640 Medium) (4ml), enriched with FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco
(1ml), PHA (Phytohemagglutinin, Gibco) and antibiotics (Penicillin G sodium salt,
Sigma-Aldrich) (100U/pL). The cell suspension was stored in an incubator at 38 °C
under 5% of carbon dioxide (CO,) for 71 hours. After this time, 75pul of colchicine
(Colcemid, Gibco) was added and incubation continued for an additional 30 minutes.
Subsequently, samples were transferred to a 15ml conical tube and centrifuged for
10 minutes at 1000rpm, and then the supernatant was discarded (leaving about 1ml
of material in the tube). A total of 10ml of hypotonic solution (KCI at 0.075 M) was
added into the tube and incubated for 35 minutes at 38 °C, 5% CO,. The cells were
then fixed with Carnoy’s solution (3 parts of methanol to 1 part of acetic acid), fixation
was performed for 10 minutes at room temperature and immediately centrifuged for
10 minutes at 1000rpm. The cell pellet was fixed by three successive washes with the
fixative, until the material became clear. Fixed cells were maintained in a suspension
with 5ml of fixative in the refrigerator until the time of chromosomal analysis.

C-banding

The cell suspension was dropped on a microscope slide over a water-bath steaming at
60 °C. Slides were previously cleaned and degreased to guarantee adequate spreading
of metaphases. Metaphase spreads were aged in the refrigerator for 2 days. Subse-
quently, the slides were soaked in 0.2N HCI solution for 10 min, rinsed in distilled
water. DNA denaturation was carried out in a solution of 5% barium hydroxide for
15 min at 37 °C, slides were rinsed in distilled water at room temperature. After dry-
ing, the slides were stained with 10% Giemsa’s solution for 5 minutes (KaryoMAX
Giemsa Stain Solution).
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G-banding

For the GTG banding, slides with the metaphase spreads were stored at room tem-
perature for 7 days. After aging, slides were treated in 0.025% trypsin solution (Gibco)
diluted in 4mL of PBS at 37 °C for 6—7 seconds. Afterwards, slides were stained in 5%
Giemsa’s solution for 5 minutes (KaryoMAX Giemsa Stain Solution).

NOR banding

Ag-staining of NORs (Nucleolus Organizer Regions) was carried out after aging the
slides for 2 days in a refrigerator. Subsequently, 2 drops of 50% silver nitrate (AgNO3,
Sigma-Aldrich) and 2 drops of 2% gelatin diluted in 1% formic acid were added to
the material and covered by a glass coverslip. The slide was then placed into a humid
chamber at 65 °C protected from light for a time ranging from 3 to 5 minutes until the
slide surface showed a copper-like color.

Analysis of metaphases and chromosomal measurement

Metaphases were captured using white light microscopy with the aid of a karyotyping
station consisting of a microscope Axioplan 2 Imaging (Carl Zeiss, Alemanha) with
motorized platinum controlled by Metafer 3.4.0 software (Metasystems Corporation,
Germany). Captured images were analyzed using IKAROS (Metasystems Corpora-
tion, Germany).

Twenty metaphases of each animal were analyzed. The lengths of chromosomes in
micrometers were measured in mitotic metaphase of male and female cells. Karyotype
symmetry/asymmetry index (S/Al), the mean length of short arm (Ls), length of long
arm (L), total length of arm (LT), arm ratio (AR-long/short chromosome), centro-
meric index (CI) and type of chromosome and formula were estimated according to
Eroglu (2015).

All chromosomes measurements were translated by computation using software
IKAROS (Metasystems Corporation, Germany), after pairing each pair of homologs
in G- banded karyotype. Homologs were paired for all four animals, according to sex,
and the final chromosome measurement corresponded to arithmetic mean of indi-
vidual estimation for each chromosome.

Results and discussion

The study of Brazilian Nelore cattle adds to the list of the zebu (B. % indicus) breeds so
far karylogically investigated. The diploid number in all 4 studied animals was found to
be 60, consisting of 29 pairs of autosomes and one pair of sex chromosomes — the kar-
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yotype constitution, common to domestic cows of taurine/B. taurus and zeburine/B.
indicus origin and established in all former reports (Wurster and Benirschke 1968;
Evans et al. 1973; Mayr and Gruber 1986).

The Brazilian Nelore line originated from Ongole, a predominant breed in India
(Oliveira et al. 2002). Our results were similar to those of Bharti and collaborators
(2017) characterized the Ongole cattle with 29 acrocentric autosomal chromosomes
and the sexual pairs, chromosome X as large submetacentric and chromosome Y as
small acrocentric, thus suggesting common chromosome architecture of the Nelore
cattle with that of other recognized breeds of BIN.

The measures for autosomes did not vary between male and female. Therefore,
here we show the corresponding figures for the males in order to show all autosomal
and both heteromorphic sex chromosome for the studied subspecies. All chromosomes
measurements were represented in Table 1.

The chromosome pairs indicate evidence of interchromosomal asymmetry. S/AI
for Nelore karyotype was 2.97 and 2.98 for female and male animals, respectively,
classified its karyotype between symmetric and asymmetric, most likely due to the
presence of the X chromosomes. The karyotype formulae were also different for male
and female Nelore cows, corresponding, respectively, to 1SM+59A and 2SM+58A.
For additional discussion about the importance to know the values of the karyotype
symmetry/asymmetry in higher animals, readers are strongly advised to read the work
of Eroglu (2015).

With respect to sex chromosomes in Nelore, in our results the ratio between X
and Y chromosomes was 2.45 indicating a remarkable in level of allosomic hetero-
morphism, a common observation among animals harboring XY sex determination
mechanism, leading to an evolutionary stronger reproductive isolation (Lima 2014).

Chromosome X is relatively a few larger than chromosome 1, the largest acrocentric
chromosome in the bovine karyotype. X/1 proportion is close to one (1,1um). On the
other hand, Y chromosome is close in size to autosomal chromosomes 24 (BIN), with
an average size of 29,5um then compared to the smallest acrocentric chromosome 29
(BIN), Y/29 proportion was found to be 1,3. Due to its acrocentric morphology and
its small size, the Y chromosome of Nelore can easily be confused with several other
small autosomal chromosomes that are also acrocentric. Here we report difficulty in
the identification of Y(BIN) when relying only on Giemsa staining, just as reported by
Melo (2009).

However, C-, GTG-, and NOR-banding provided a better morphological char-
acterization of all chromosomes, including Y chromosome in Nelore, facilitating the
proper differentiation of autosomal and sexual chromosomes for the breed.

In our case, Y is acrocentric, as in the first descriptions of the zebu karyotype (Hal-
nan and Watson 1982.) This decision was made based on arm ratio and centromeric
index (CI) for all Y chromosomes measured. Acrocentric chromosomes generally show
an extend satellite and visually may suggest the shape of submetacentric chromosomes.

C-banding demonstrated dark bands (C-positive) on all centromeric region of au-
tosomes, analyzed in the bovine material which showed well-defined heterochromatin
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Table 1. The average measurements and arm ratio of the entire chromosome complement for male Bos
taurus indicus Linnaeus, 1758, after homologs were paired up following GTG- banding.

Chromosome  Total length Long arm Short arm Arm ritio Centromeric Chromosome
pair (um) (pm) (pm) (long/short) index type
1 67,9 61,7 6,2 9,952 9,131 A
2* 60,9 54,3 6,6 8,227 10,837 A
3* 57,8 51,8 6 8,633 10,381 A
4* 56,7 50,8 5,9 8,610 10,406 A
5 53,5 48,4 5,1 9,490 9,533 A
6 52,6 46,9 5,7 8,228 10,837 A
7 49,9 44,6 5,3 8,415 10,621 A
8 50,5 45,1 5 8,352 10,693 A
9 49,5 44,4 5,1 8,706 10,303 A
10 47,4 42,2 5,2 8,115 10,970 A
11* 45,6 40,6 5,0 8,120 10,965 A
12 42,2 37 5,2 7,115 12,322 A
13 38,7 33,1 5,6 5,911 14,470 A
14 40,3 35 5,3 6,604 13,151 A
15 38,5 33,5 5,0 6,700 12,987 A
16 38,6 33 5,6 5,893 14,508 A
17 37,8 32,2 5,6 5,750 14,815 A
18 35,6 30,2 5,4 5,593 15,169 A
19 33,5 28 5,5 5,091 16,418 A
20 32,3 26,4 6 4,475 18,266 A
21 31,7 26,5 5,2 5,096 16,404 A
22 32,2 26,9 5,3 5,075 16,460 A
23 31 26,1 4,9 5,327 15,806 A
24 29,5 24,2 5,3 4,566 17,966 A
25* 28,2 23 5,2 4,423 18,440 A
26 26,5 21,3 5,2 4,096 19,623 A
27 26,6 21,5 5,1 4,216 19,173 A
28* 25,3 20,2 5,1 3,961 20,158 A
29 22,6 18 4,6 3,913 20,354 A
X 66,6 44,2 22,4 1,973 33,634 SM
29,4 23,7 5,7 4,2 19,388 A

Note: A: acrocentric; SM: submetacentric.
*Nucleolus organizer chromosomes.

blocks. Stranzinger et al. (2007), studied the polymorphism of chromosome Y in various
breeds of cattle (Bos taurus) in Switzerland, showed the C-negative X chromosome and
C-positive Y chromosome from C-banding. However, in the animals in this study no
dark bands (light or C-negative) were identified on the X and Y chromosomes (Figure 1).
The GTG banding provides alternated light and dark bands on the chromosomes,
the distribution of these bands is different for each chromosome, facilitating the identifi-
cation of the homologous pairs. Pinheiro et al. (1984) analyzed the BIN and BTA bovine
chromosomes by G bands and found that the pattern of bands presented by the chromo-
somes was identical and that the difference between these animals was evidently genic.
Thus, in the GTG banding analysis the haploid set of Nelore cattle consists of 29
autosomes and 1 sexual pair including X and Y chromosome. The pair composition
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Figure |. C-banded bovine chromosomes of Nelore breed. A female (XX) B male (XY).

presented in Figure 2 follows the nomenclature of the standard GTG-banded cattle
karyotype (Di Berardino et al. 2001). In addition, the GTG banding can serve as a
guide for the diagnosis and association of possible chromosomal alterations, being
considered a differential technique for the characterization of species at chromosome
levels (Rosetto 2015).

In spite of the diverse qualities that the GTG- banding provides, it requires an
extended time of 7 days for preparation of the slides, along with the obtaining of meta-
phases in good condition for the analysis of the chromosomes.

The NOR technique, initially described by Mayr and Gruber (1986), revealed 5
pairs of the zebu (B. indicus) chromosomes 2, 3, 4, 11 and 28 with the nucleolar or-
ganizer regions located on the long arms. That was considered an important discovery
in the conserved regions in the genus Bos Linnaeus, 1758 and may vary within species
BTA and BIN. There are genomic controversies in the literature regarding the location
of the nucleolar organizer regions in the Bos taurus species, some breeds presented six
pairs of NORs in chromosomes 2, 3, 4, 11, 25 and 28, whereas others presented 5
pairs in chromosomes 2, 3, 4, 11 and 25 respectively (Melo 2009).

The seven nucleolus organizing regions (NORs) were located on the autosomal
chromosomes of cattle Nelore. The four animals that made up the sample group in this
study presented the NORs in the same chromosomal pairs, which are the autosomal
pairs 2, 3,4, 11, 22, 25 and 28 shown in figure 3. In contrast, Mayr and Gruber (1986)
indicated that NOR:s of the cattle BIN appear on eight positions of the long arm of the
pair autosomes 2, 3, 4 and 28.

Jantarat and colleagues (2009) performed the banding in C, G and NOR Thai’s
native cattle (Bos taurus indicus) and the results were compared to our study. There
was a difference in the result of the NOR technique, the Thai’s native cattle presented
NOR in three pairs of autosomal chromosomes whereas for the studied Nelore breed,
seven pairs of chromosomes presented the silver placement in the telomeric region.
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Figure 2. GTG-banding profile for the pairing of the chromosomes of the Nelore karyotype. A female
(XX) B male (XY).
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Figure 3. The nucleolus organizer regions on the long arm of the pairs of autosomal chromosomes 2, 3, 4,

11, 22,25, and 28 by NOR-banding technique in female and male respectively. A female (XX) B male (XY).

Conclusion

About 80% of the Brazilian herd is composed of zebu breeds (Bos t. indicus), animals
with more rusticity and easy adaptation to the predominant environment in the coun-
try (Amaral et al. 2012). Among these breeds, Nelore stands out the beef cattle with
the greatest expansion in the central-west region. Therefore, it is important to study
the cytogenetics of this group, being the most used chromosome banding techniques
(CRPBZ 2015).

There was no cytogenetic characterization by banding techniques (C-, GTG- and
NOR) for the Nelore Brazilian breed. For the animals of this study, the C banding
made possible an exact identification of the acrocentric chromosomes. The technique
GTG-banding provided the correct characterization of the pairs homologues, espe-
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cially the autosomal chromosomes of cattle that are all acrocentric. In particular, the
in this study it was possible to identify nucleolus organizing regions in other chromo-
somes, different from what was already known for subspecies Bos t. indicus.

The variation in the composition of the chromosomes that make up the national
herds, especially those in this study, can be explained by the many preceding intersec-
tions and inbreeding. This management practice is commonly used to increase the herd
of animals with favorable traits. Therefore, our observation can be in correspondence
to the work of Carneiro et al. (2007) which refers to genetic diversity and genealogical
control of the Nelore breed.

In addition to the banding techniques excellent for studies of morphology and
chromosome classification, instead of new cytogenetic methodologies, such as Fluo-
rescent In Situ Hybridization (FISH) and High Resolution Banding, can be used to
understand chromosomal rearrangements and to clarify phenomena that may be re-
lated to the integrity of bovine genetic material (Luna 2012, De Lorenzi et al. 2017).
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi construir sondas a partir do DNA bovino, para marcar 0s
cromossomos autossdmicos em animais Bos taurus indicus Linnaeus, 1758. As sondas
cromossdmicas foram obtidas a partir da analise no banco de dados do genoma bovino.
Foram confeccionados primers especificos, amplificados, marcado por nick translation
e sequencialmente a sonda foi hibridizada em metafases bovinas. A técnica de FISH
(Hybridization in situ fluorescent) mostrou uma excelente especificidade nas metafases
da espécie investigada. As regides centroméricas dos 29 pares dos Cromossomos
autossdomicos foram identificadas simultaneamente, ndo houve marcacdo nos pares
sexuais. Esse resultado permitiu avancos para analise cariotipica nos ruminantes
domésticos. A resolucdo de caridtipos complexos por FISH é particularmente atil, em
especial para os bovinos. Os cromossomos desse género sdo caracterizados como
pequenos e semelhantes, de dificil identificar. A caracterizagdo de cromossomos
pequenos e semelhantes é inerente ao género Bos. A técnica de FISH representa uma
ferramenta pratica para estudos estruturais e numéricos, auxiliando no diagnéstico de
anormalidades cromossdmicas, monitorar a salude reprodutiva e até para cariétipo
comparativo entre diferentes espécies. As etapas padronizadas poderdo direcionar 0s
procedimentos de construcdo de sondas cromossomo-especificas para outros
cromossomos da espécie utilizada nesse trabalho, bem como poderao ser aplicadas em
outros animais domesticos.

Palavras-chaves: Citogenética; Cariotipo; FISH; Bos taurus indicus.
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INTRODUCAO

O avango da citogenética animal se deve em parte ao aprimoramento das
técnicas de bandeamento cromossdémico, que ainda sdo os procedimentos mais usados
para a analise cariotipica das espécies. Os métodos de cariotipagem geram informacdes
padronizadas e bem estabelecidas para se compreender as variagdes entre as espécies e
para as inferéncias evolutivas entre os grupos. Em especial, a anélise e a caracterizacao
citogenética dos animais domésticos, ainda sdo feitas aplicando-se os métodos classicos
de bandeamento, incluindo C, GTG e NOR (IANNUZZI; BERARDINO, 2008).

Com o surgimento das ferramentas citogenéticas moleculares baseadas em
Hibridizagédo in situ Fluorescente (FISH) houve melhora significativa no conhecimento
sobre a estrutura e a organizagdo dos cromossomos, assim como o aperfeigoamento na
deteccdo de alteragcbes cromossdmicas ndo identificadas através das andlises
cromossémicas convencionais. Além disso, foi possivel reconhecer 0s cromossomos
como marcadores da variacao entre espécies e subespécies (SENE, 2011).

As aplicagdes do FISH em animais domésticos e humanos sdo muito parecidas,
sendo mais frequentemente aplicada na deteccdo de aberragcBes cromossdémicas, na
avaliacdo de cariétipos complexos, no mapeamento comparativo e na inferéncia acerca
da evolucdo dos cromossomos em grupos taxonomicamente proximos (PAUCIULLO et
al., 2014). No entanto, apesar da similaridade de interesses, existe uma diferenca
substancial de quantidade de sondas comercialmente disponiveis para se estudar os
cromossomos humanos, quando comprado com 0s animais.

Em geral, as sondas cromossdmicas para animais se restringem aos
Cromossomos sexuais na maioria das espécies domésticas e a dois autossomos em
bovinos para a deteccdo de translocacGes Robertsonianas que s&o 0s rearranjos
cromossémicos detectados em bovinos, a mais frequente é a translocacdo rob (1; 29)
(BARASC et al., 2018).

De acordo com RUBES e colaboradores (2009), em especial para os bovinos,
além do alto custo, apenas alguns laboratérios de exceléncia no mundo disponibilizam
sondas cromossémicas, limitando-se assim a aplicagdo do método a poucos grupos de
pesquisa.

O objetivo do presente estudo foi construir uma sonda pancentromérica para
quantificar os cromossomos metafasicos de bovinos, marcada por nick translation para

ser usada em reagdes de FISH. Neste sentido, o conhecimento e analise na quantidade
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de cromossomos da espécie Bos taurus indicus por pintura cromossomica podem
fornecer informacgdes significativas sobre alteracdes, mecanismos de diversificacdo

cromossdmica e contribuir com estudos evolutivos neste grupo.

MATERIAIS E METODOS

Inicialmente, o genoma bovino da subespécie Bos taurus indicus Linnaeus,
1758, disponivel no banco de dados do NCBI foi analisada. Na plataforma do NCBI, foi
selecionado o BIN1 (Bos t. indicus), por ser o maior acrocéntrico na subespécie, e a
partir dele foram desenhados primers correspondentes as regides préximas ao
centrdmero. Essas regifes costumam ter sequéncias que Sao conservadas e se repetem
por todos 0s cromossomos.

Os animais que compuseram 0 grupo controle eram bovinos zebuinos da raca
Nelore, dois machos e duas fémeas saudaveis. E quatro fémeas taurinas da raca
Honlandesa, essas fémeas apresentavam um quadro de subfertilidade.

As regibes pericentroméricas selecionadas foram amplificadas mediante a
Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) (do inglés, Polymerase Chain Reaction) usando
os primers CATTLE F - senso (5’ AGGGGCCTTCTCCAGATGAT3") e CATTLER -
antisenso 5"AAGGCACCATCCACTTCGAG3"). A amplificacdo por PCR gerou um
produto de 1.901 pb para a regido centromérica, sendo o tamanho do produto
amplificado verificado em gel de &garose a 1%.

O mix da reagdo foi preparado para um volume final de reacdo de 25,0 pL,
sendo 4,0 pL de Tampdo 5x da Phusion® High-Fidelity DNA Polymerases (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), 2,50 pL contendo 10 pmoles de cada
oligonucleotideo iniciador (Foward e Reverse), 1,0 uL de mix de dNTPs (10 mM de
cada nucleotideo), 0,3 puL de Phusion® High-Fidelity DNA Polymerases, 12,7 uL de
agua ultra pura e 100 ng/uL de DNA gendmico total.

Os ciclos de temperatura foram compostos por uma primeira etapa de
desnaturacao inicial a 95°C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 30
segundos (desnaturacao), 66°C por 30 segundos (anelamento) e 72°C por 1 minuto e 20
segundos (extensdo). Ao final, um Unico ciclo de extensdo de 10 minutos a 72°C foi
acrescido ao protocolo de termociclagem. O produto da PCR (15,0 pL) foi submetido a

eletroforese em gel de agarose a 1%. O amplicon foi recortado do gel de agarose,
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purificado e quantificado para ser reamplificado na reacdo de nick translation para

marcacgéo da sonda.

Reacdo Semi-Nested PCR e Nick Translation®

Os amplicons produzidos por PCR foram reamplificados por Semi-Nested PCR,
usando os mesmos primers e o protocolo da técnica de Nick Translation® (Vysis™)
para a marcacgio da sonda com SpectrumGreen™ direct-labeled dUTP (Vysis™). Foi
adicionado ao mix da reagédo 5,0 puL de produto de PCR purificado, contendo 1,0 ug de
DNA, 2,50 pL de SpectrumGreen™ direct-labeled dUTP (0,2 mM), 5,0 puL de dTTP
(0,1 mM), 10,0 puL de dNTP mix (0,3 mM de dATP, dCTP e dGTP), 10,0 pL de enzima
Nick Translation Enzyme . O volume final da reagdo foi ajustado para 50 pL com agua
livre de nuclease. Posteriormente, 0 mix foi incubado por 2 h a 15°C e depois aquecido
a 70°C por 10 minutos. Apos esse periodo de incubacéo, o produto foi precipitado com
etanol absoluto e acetato de sddio (50M).

A amostra foi centrifugada por 30 minutos a 12.000rpm, descartou-se o
sobrenadante e ap6s 10 minutos em temperatura ambiente, 0 DNA foi ressuspenso em
3,0 pL de agua livre de nuclease e 7,0 uL de tampdo de hibridizacdo (Hybridization
CGH buffer, Vysis™), volume final para 10,0 uL. Ao final, o produto se constituiu na
sonda marcada, que foi armazenada sob refrigeracdo e ao abrigo de luz até o uso, que

revelaria na cor verde a regido centromérica dos BINs.

Hibridizacdo Fluorescente in situ (FISH)

As laminas utilizadas para o FISH continham metéfases obtidas por meio de
cultura de linfécitos, depois de gotejadas as mesmas foram mantidas a -20°C por 24
horas. Para a fixacdo do material, as laminas foram desidratadas a temperatura ambiente
por 1 minuto em série de solucdo aquosa de etanol a 70% e 85% e etanol PA (100%).
Posteriormente, a sonda preparada e marcada com o SpectrumGreen™ direct-labeled
dUTP, foi aplicada sobre a ldmina, coberta por uma laminula (24x24mm) e mantida no
hibridizador HYBrite® (Vysis™) passando pela etapa de co-desnaturacdo por 5
minutos a 74°C e anelamento por 48h a 37°C. Na tabela 1 pode ser visualizado as

etapas da hibridizagdo das amostras.

Tabelal. Etapas da hibridacdo dos fragmentos marcados por nick translation
envolvendo a co-desnaturacdo do DNA alvo e da sonda marcada.
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Etapas Temperatura (°C) Tempo Ciclos

Co-desnaturagéo inicial 74 5 minutos 1
Anelamento 37 48 horas 1
Armazenamento 4 0 0

Apo6s a hibridizagdo, a laminula foi cuidadosamente removida e realizada as
lavagens adstringentes ao abrigo da luz a 72°C para a remocao do excesso de sondas
ndo hibridizadas. As solugGes de lavagem foram UltraPure™ 20X SSC Buffer
(InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) a 0,04% por 2 minutos,
seguido de lavagem em solucdo de UltraPure™ 20X SSC Buffer com 0,05% de
Tween® 20 (USB Corporation, Cleveland, EUA) por 1 minuto. Foi retirado o excesso
de solucédo e em seguida as células foram contra coradas com 10,0 uL de DAPI Antifade
(4°,6-Diamidino-2-Phenylindole) (Cytocell, Cambridge). As laminas foram mantidas
em geladeira por 10 minutos, previamente ao inicio das anélises.

As imagens foram capturadas em um microscopio Axioplan 2lmaging® (Carl
Zeiss, Alemanha) com platina motorizada controlada pelo software Metafer® 3.4.0
(Metasystems Corporation, Alemanha) e analisadas com auxilio dos softwares 1SIS®

(Metasystems Corporation, Alemanha).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia do nick translation foi Gtil para marcar a sonda pancentromérica
nos cromossomos autossomicos de Bos taurus indicus produzida a partir da
amplificacdo por PCR de um segmento de 1.901 pb da regido centromérica do BIN 1. A
sonda preparada foi Util e eficiente para a quantificacdo de todos 0s cromossomos
autossdmicos da subespécie Bos taurus indicus nas metafases, mediante o FISH.

A regido escolhida do cromossomo 1 mostrou-se conservada em todos 0s outros
autossdmicos produzindo um padrdo pancentromérico util para a quantificacdo dos
cromossomos bovinos. Na figura 1 mostra-se a metafase capturada para os zebuinos, em
A observa-se a metafase de um macho (XY) e em B a metafase de uma fémea (XX).
Nota-se ainda que os cromossomos sexuais, indicados pelas setas, ndo apresentaram
nenhuma marcagao.

Os sinais florescentes verdes indicam a regido centromérica dos cromossomos

autossomicos dos bovinos aqui analisados, regido escolhida para marcagéo.
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Figura 1. Os centromeros revelados pela hibridizacdo de uma sonda de cerca de 1.900
pb desenhada para a regido centromérica dos BINs da subespécie Bos taurus indicus
Linnaeus, 1758.

ApoOs a padronizagdo da reacdo para a sonda pancentromérica, foram
selecionadas quatro fémeas da raca Holandesa (Bos t. taurus), que apresentavam um
quadro de subfertilidade, para o FISH em cromossomos metafasicos. Esta abordagem
foi importante para demonstrar a transferabilidade da sonda pancentromérica
desenvolvida para Bos taurus indicus em Bos taurus taurus. Os animais foram
escolhidos com subfertilidade na expectativa de que pudessem ser portadores de fusdes
céntricas.

No entanto, todas as fémeas analisadas apresentavam lote cromossémico
correspondendo a 2n=60, com 58 autossémicos acrocéntricos. Na figura 2 foi possivel
visualizar o sinal da sonda nos 58 cromossomos autossémicos, correspondendo a
caridtipos sem alteracbes cromossdémicas numérica e/ou estrutural. Uma vez que, em
bovinos, os casos de subfertilidade comumente sdo resultados de translocagoes
Robertsonianas envolvendo dois cromossomos autossomicos.

Nota-se que apesar da sonda ser desenhada para a regido centromérica dos BINs
da subespécie Bos taurus indicus Linnaeus, marcou os BTAs da subespécie Bos taurus

taurus.
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Figura 2. Os centrdmeros dos cromossomos autossomicos revelados em verde pela

sonda pancentromérica em uma fémea da raca Holandesa.

Como j& é bem estabelecida na literatura os animais da espécie Bos taurus
possui todos 0s cromossomos autossémicos acrocéntricos, com um dimorfismo no
cromossomo Y, tendo as subespécies representadas da seguinte forma, Bos taurus
indicus, 2n=60, BIN com cromossomo Y acrocénctrico e X submetacéntrico, e Bos
taurus taurus, 2n=60, BTA com cromossomos Y submetacéntrico e o X também
submetacéntrico (MEO et al.,, 2005; LUNA, 2012; RAUDSEPP, CHOWDHARY
2016).

Para a obtengdo do sinal nos centromeros, foi realizada a marcagdo direta da
sonda, com dUTP marcado com (SpectrumGreen™ direct-labeled dUTP) mediante nick
translantion. A marcacdo fluorescente direta, aproveitando 0s mesmos
oligonucleotideos iniciadores da PCR na reamplificacdo mediante uma semi-nested
PCR, foi eficiente para produzir sondas a partir das sequéncias do DNA bovino,
escolhidas na regido pericentromérica do autossémico 1, a partir do genoma bovino da
subespécie Bos taurus indicus disponivel no banco de dados do NCBI.

BILTUEVA e colaboradores (2014) detectaram uma translocacdo em bovinos
envolvendo os cromossomos 13 e 26, mediante pintura cromossémica usando a técnica
de DOP-PCR (do ingles, Degenerate Oligonucleotide-primed Polymerase Chain
Reaction) para preparar as sondas.

Nesse contexto, a técnica de DOP-PCR foi usada para marcar X e Y de

espermatozoides bovinos (RENS et al., 2001). Porém, a técnica de DOP usa um primer
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degenerado e a marcacdo € feita de forma indireta por um dUTP marcado com um
fluorocromo. De acordo com PARRILLA (2003), a escolha do fluorocromo e do tipo de
marcacao interfere diretamente no nivel de background e na qualidade da sonda, sendo
necessario comparar diferentes métodos a fim de se encontrar um resultado aceitavel.

SEBESTOVA et al., (2016) construiram a partir da microdisseccdo a laser
sondas cromossdmicas para comparacdo morfoldgicas dos cromossomos de dois
animais da familia Bovidae. Como no presente estudo, 0s autores usaram 0O
SpectrumGreen™ direct-labeled dUTP para marcar as sondas. No entanto, a
reamplificagédo foi feita por DOP-PCR. Ao final, a DOP-PCR havia produzido muitas
amplificacdes espurias e inespecificas, sendo necessario o uso de um DNA competidor
para minimizar este efeito no sistema de amplificacdo da sonda.

O uso do nick translation possibilitou, tanto simplificacdo quanto redugdo no
custo da metodologia, que facilitaria a sua adaptagdo por outros laboratérios. Nick
translation e DOP-PCR tém sido usadas com relativo sucesso para produzir sondas
WCP (do inglés, Whole Chromosome Paintin) para estudos de cromossomos animais, a
exemplo do estudo de SOARES (2017), que fabricaram sondas do tipo WCP por DOP-
PCR para cromossomos B de uma espécie de roedores (Akodon montensis) da llha
deS&o Francisco do Sul, Santa Catarina.

Os métodos de reamplificacdo por semi-nested PCR e marcacdo por nick
ranslation ndo envolveram manipulagdo extensiva das amostras e, portanto, o risco de
contaminacdo foi menor do que em procedimentos de marcagdo, como a marcagao por
DOP-PCR, que é frequentemente usada para produzir sondas de DNA. Esses resultados
contribuem para a expansdo do uso da metodologia na producdo de sondas especificas

para estudos e diagnosticos em animais domésticos.
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7. CONCLUSAO

No presente estudo, o uso das técnicas de bandeamento C, GTG, NOR, e na
citogenética molecular o uso do FISH, permitiu uma analise detalhada acerca dos
cromossomos bovinos da raga Nelore.

Sendo assim foi possivel:

e Obter os cromossomos metafasicos dos bovinos, a partir do método de cultura
celular.

e Visualizar blocos de coloracdo diferenciada nos cromossomos dos bovinos, com o
uso das técnicas de bandeamento C, GTG e NOR. As regifes marcadas apareceram
como faixas transversais mais coradas em algumas regides, outras ndo, podendo
identificar os pares homdlogos. E como pontos em regides especificas (centrdmero e
regifes terminais), permitindo a caracterizacdo cromossdmica melhorada na espécie
estudada.

e Caracterizar o cariotipo do Nelore, que se mostrou idéntico ao ja descrito na
literatura para essa subespécie (Bos taurus indicus), sendo todos 0s cromossomos
autossOmicos acrocéntricos e o par sexual com X submetacéntrico e 0 Y
acrocéntrico.

e A amplificacdo dos segmentos em regiGes conservadas do centrdbmero nos
cromossomos bovinos mostrou-se satisfatoria e especifica, marcando exatamente as
regides centromeéricas dos cromossomos autossomicos.

e O uso da técnica de Semi-Nested PCR, foi satisfatéria, pois reamplificou a regido que
foi marcada na técnica de Nick Translation com o fluorocromo SpectrumGreen™
direct-labeled dUTP, aumentando assim, o sinal na hora da analise. Nenhuma
marcacao inespecifica foi visualizada durante as analises.

e Validar a sonda pancentromérica, com a técnica de FISH usando a marcacao direta,
forneceu resultado seguro e util na identificagdo apenas dos cromossomos
autossdmicos e nao marcando os sexuais da especie estudada, sendo classificada com
boa especificidade. O processo da marcagdo com a qualidade no sinal obtido
demostrou que as etapas utilizadas para preparagcdo das sondas fluorescente foram
ideais para avaliar 0s cromossomos autossomicos bovinos, podendo ser uma
ferramenta Util na deteccdo de alteracGes numéricas e/ou estruturais nos bovinos, e na

determinacdo sexual dos animais.
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e O uso da sonda pancentromérica em bovinos da raga Holadesa, resultou na
marcacdo de todos 0s cromossomos autossémicos, sugerindo o sucesso dessa
marcagdo a uma transferibilidade entre as subespécies Bos t. taurus e Bos t.
indicus.

Os resultados demonstraram que, apesar do uso das técnicas de bandeamento e
a construcdo de sondas pancentromérica serem metodologias extensas e desafiadoras, a
padronizacdo de cada etapa possibilitou a caracterizacdo citogenética e a marcagéo
especifica dos cromossomos autossémicos nos bovinos da raga Nelore.

Os avancgos biotecnoldgicos estdo permitindo melhor analise e caracterizagdo
dos animais, essas metodologias padronizadas podem ser ampliadas para outros grupos

de animais domésticos e aplicadas em estudos com outro enfoque, como conservagéo.
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