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RESUMO: Diferentes aberracoes cromossomicas numéricas e estruturais tém sido
observadas em bovinos. Muitas dessas anomalias cromossdomicas estdo associadas a
problemas reprodutivos, entre elas quimerismo XX/XY, trissomia do X, mosaicismo e
translocacdo Robertsoniana. O presente trabalho objetivou caracterizar a incidéncia de
alteragdes cromossomicas em vacas utilizadas como doadoras de embrides. Foram analisados
os cariotipos de 63 vacas, sendo 51 da raca Nelore e 12 do tipo Tropical, com diferentes
idades e paricdes, mantidas em condi¢des uniformes de manejo. O estudo do cariotipo foi
realizado pela avaliacio das metafases, obtidas apds cultura dos linfocitos. De cada animal
foram analisadas cerca de 25 células, tendo sido encontrado niimero diploide de 2n=60, em 62
animais. Uma vaca apresentou, na analise de 652 células pela coloracdo convencional,
mosaicismo 59,X0/60,XX/61,XXX na seguinte proporc¢io: X0 (1,23%), XX (97,85%) e XXX
(0,92%). Em uma segunda cultura, utilizando bandamento R, por incorporacio de 5-
bromodeoxiuridina (BrdU), as mesmas linhagens de células foram encontradas na proporcio
1:124:1, respectivamente. O animal portador deste cariotipo apresentou ciclo estral
normal, tendo iniciado por 5 vezes prenhez, produzindo 3 bezerros viaveis, 1 natimorto e na
ultima gestacio um feto mumificado de aproximadamente 6 meses. A presente informacio
coloca em evidéncia que, em bovinos, o complemento cromossémico X0/XX/XXX nio ocorre
exclusivamente em fémeas estéreis.

Termos para indexacido: Mosaicismo 59,X0/60,XX/61,XXX, cariotipo, bovino, Bos indicus

REPRODUCTIVE IMPLICATION OF MOSAICISM 59,X0/60,XX/61,XXX IN BOVINE

SUMMARY: Different numerical and structural chromosomal aberrations have been
observed in cattle. Some of these chromosomal anomalies, such as XX/XY chimerism; X
trisomy; mosaicism and Robertsonian translocation are associated with reproductive
problems. The present study aimed to characterize the incidence of chromosomal alterations
in cows used as embryo donors. Karyotypes of 63 Bos indicus and Bos taurus cows of
different age and parity, maintained in uniform management conditions, were analyzed. The
karyotype study was performed by means of metaphase analysis obtained after lymphocyte
culture. Approximately 25 cells from each animal were analyzed and the diploid number
2n=60 was found in 62 animals. The karyotype analysis by conventional staining in 652 cells
of the remaining animal showed the existence of 59,X0/60,XX/61,XXX mosaicism with the
following percentages: X0 (1.23%), XX (97.85%) and XXX (0.92%). In a second culture
using R-banding by 5-bromodeoxyuridine (BrDU), the same cell lineages were found in a
1:124:1 ratio, respectively. The animal carrying this karyotype presented a regular estrus
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cycles, having started 5 pregnancies, producing 3 viable calves, 1 still-born and, on the last
pregnancy, a mummyfied fetus of about 6 months. The present information points out that,
in the bovine, the chromosomal complement X0/XX/XXX does not occur exclusively in sterile

females.

Index terms: 59,X0/60,XX/61,XXX mosaicism, karyotype, cattle, bovine, Bos indicus

INTRODUCAO

Em bovinos, diferentes complementos
cromossomicos anormais (61,XXX; 60,XX/60,XY;
59,X0/60,XX; 120,XXXX/60,XX; 59,X0/60,XX/61,
XXX; 59,X0/60,XX/61,X0) tém sido descritos
geralmente como estando associados a reducdo da
fertilidade ou mesmo esterilidade (SWARTZ e VOGT,
1983), sendo o complemento 60,XX/60,XY de maior
ocorréncia, pois cerca de 90% das fémeas nascidas de
partos gemelares heterossexuais apresentam a referida
anomalia (CHAPMAN et a., 1978).

A trissomia do cromossomo X em animais
domésticos ¢é relativamente rara. Nos bovinos, apesar do
grande namero de exemplares estudados
citogeneticamente, ha poucos relatos, sendo que a
maioria deles relaciona essa anomalia a problemas
reprodutivos (RIECK et al., 1970; NORBERG et 4.,
1976; BUOEN et al., 1981; LINARES et al., 1981,
KING e LINARES, 1983; SWARTZ e VOGT, 1983;
SYED et a., 1987; PINHEIRO et a., 1989). Com
relacao ao complemento mosaico
59,X0/60,XX/61,XXX, a ocorréncia € ainda mais rara,
encontrando apenas dois relatos em que anomalia
cromossomica esteve associada com anestro e
infertilidade (SWARTZ e VOGT, 1983 e
SOLDATOVIC et a., 1993). Entretanto, trabalhos de
BHATIA e SHANKER (1990) mostraram, na espécie
caprina, que essa anomalia pode niao estar relacionada
com a fungdo ovariana ou com a habilidade de levar a
gestagdo a termo. Assim, estudos suplementares Sdo
necessarios para caracterizar a incidéncia dessa
anomalia, bem como, determinar sua associagdo a
problemas reprodutivos na espécie bovina. O presente
trabalho objetivou estabelecer a incidéncia de anomalias
cromossomicas em rebanhos especificos das ragas
Nelore e tipo Tropical, utilizadas como doadoras de
embrides, bem como, descrever a implicagdo dessas
anomalias na fertilidade dos mesmos.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados os cariotipos de 63 vacas, sendo 51
da raca Nelore ¢ 12 do tipo Tropical, de diferentes

idades e pari¢cdes, utilizadas como doadoras de
embrides para estudos experimentais, no Centro de
Genética e Reprodugdo Animal do Instituto de
Zootecnia, Nova Odessa-SP.

O estudo dos cariétipos foi realizado por meio de
metafases obtidas de cultura de linfocitos de sangue
periférico, segundo a técnica de MOORHEAD et al.
(1960), com algumas modificagdes. Tubos “Vacutainer”
heparinizados e estéreis foram utilizados para a coleta de
sangue daveiajugular apds assepsia do local. Os tubos
com o sangue foram centrifugados, a camada de
gloébulos brancos foi retirada utilizando uma agulha
(120X10) acoplada a uma seringa de 10 ml.
Aproximadamente 20 gotas dessa camada foram
distribuidas em frascos de cultura contendo 4 ml de
meio RPMI enriquecido com 1 ml de soro fetal bovino;
0,1 ml de fitohemaglutinina e antibidticos. Dois frascos
de cultura para cada animal foram incubados a 37,5°C.
Apos 71 horas adicionou-se 0,1ml de solugdo de
colquicinaa 0,0016% em cada frasco, permanecendo em
incubagdo por mais uma hora. Em seguida, o0 material
foi centrifugado (800 rpm) durante 8 minutos, sendo o
sobrenadante desprezado. A hipotonizagdo das células
foi feita adicionando-se solugdo de cloreto de potassio
(0,075 M) e incubagdo por mais 8 minutos. Para a
fixacdo foi utilizado metanol: 4cido acético (3:1), recém
preparado. Quando o material estava convenientemente
lavado foi acrescentado 0,5 ml de fixador e mantido a
4°C por duas horas, antes do preparo das laminas. As
preparagdes foram coradas em solugdo de Giemsa.
Aproximadamente 25 metafases por animal foram
analisadas a0 microscopio Optico, com objetiva de
imersio. As melhores metafases foram fotografadas e
copiadas para montagem do cariotipo. Adicionalmente,
utilizou-se o bandamento R (DUTRILLAUX e
COUTURIER, 1981) para confirmar as anomalias
encontradas na coloragdo convencional. A comparacao
entre as diferentes linhagens de células encontradas no
mosaicismo foi realizada utilizando o teste do 2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 63 animais analisados citogeneticamente, pela
coloracdo convencional, 62 apresentaram um cariotipo
normal 2n=60. A outrafémea da raga Nelore apresentou
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0 complemento cromossdmico 59,X0/60,XX/61,XXX
(Figura 1). A analise de um maior nimero de metafases
(652), confirmou essa observagdo  (8/638/6).
Adicionamente, esse mesmo complemento foi
evidenciado utilizado bandamento R, por incorporagio
com BrdU (1/124/1).

As causas mais frequentes de aneuploidias estio
relacionadas a erros durante a divisio celular, seja na
meiose | ou meiose || da gametogénese, seja na mitose,
durante o desenvolvimento embrionario (BASRUR,
1980). O erro mais provavel é uma ndo disjungdo que
pode dar origem a gametas dissdmicos ou nulissémicos,
ou células aneupléides com 2n+1 e 2n-1 (BASRUR,
1980). Pode também ocorrer falha durante o
deslocamento de um cromossomo para 0 poélo, na
anafase (atraso anafasico), levando a formacdo de
gametas nulissdmicos ou células aneupldides com 2n-1.

Geralmente, a monossomia autossomica impede a
viabilidade das células de mamiferos, contudo, se
estiver presente nos Cromossomos sexuais ¢ possivel o
nascimento e o desenvolvimento de individuos portando
a anomalia X0 ou XX/X0 (RICHARD et al., 1968). As
trissomias autossomicas em animais sdo igualmente
incompativeis com a vida, porém, como no caso da
monossomia, a trissomia de Cromossomos sexuais é
viavel , haja visto a descri¢do de constituicio XXX,
XXIXXX, XXY, XYY em humanos (McFEELY,
1968).

A principal causa que leva ao desenvolvimento de
linhagens X0 e XXX de uma unica célula XX,
originando 0 mosaicismo X0/XX/XXX ¢ atribuida a ndo
disungdo mitdtica do cromossomo X durante a
embriogénese. A fémea do presente estudo apresentou
mosaicismo em trés linhagens de células na proporgao
de 123% (X0), 97,85% (XX), 0,92% (XXX),
considerando o total de 778 células analisadas pelos
métodos de cultura convencional e banda R.
Semel hante mosaicismo foi observado por SWARTZ e
VOGT (1983) em duas novilhas (Simental e Hereford X
Red Poll), as quais, embora apresentassem cio e
tivessem sido inseminadas, permaneceram vazias apos
duas estagbes de monta e por SOLDATOVIC et al.
(1993), em uma novilha da raga Red Pied, de 22 meses
de idade, fenotipicamente normal, mas com historico de
anestro. Na inspegao pos morte, esse animal apresentou
ovéarios e trompas subdesenvolvidos.  Os autores
sugeriram que as ndo disjungdes mitdticas devem ter
ocorrido num estagio precoce da embriogénese. Na
analise da vaca do presente estudo, observou-se uma
diferenca significativa (P < 0,001) entre o namero de
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Figura 1. (a) Metafase evidenciando a monossomia
do cromossomo X; (b) metafase
evidenciando o complemento sexual
normal e (c) metafase evidenciando a
trissomia do cromossomo X (setas)

B. Industr. anim., N. Odessa,v.56, n.1, p.85-88, 1999

IMPLICACAO REPRODUTIVA DO MOSAICISMO...



88

de células normais e anormais sugerindo que a
nao digungio deve ter ocorrido durante a embriogénese
tardia, como referido por BHATIA e SHANKER (1990)
em uma cabra 59, X0/60, XX/61, XXX.

O complemento cromossomico X0/XX/XXX parece
ter efeito variavel sobre a fertilidade. Nos dois casos
reportados anteriormente (SWARTZ e VOGT, 1983 e
SOLDAVIC et d. 1993), as novilhas eram
provavelmente estéreis. A vaca do presente estudo,
ciclava normalmente, tendo iniciado por 5 vezes a
prenhez, produzindo 3 produtos viaveis, um natimorto, e
naultima gestacdo houve mumificacdo do feto, ao redor
do sexto més, detectada pelo exame de ultrasonagrafia,
com expulsio do feto aos 10 meses de gestagdo. Essa
observagdo ¢ semelhante a relatada por BHATIA e
SHANKER (1990) em uma cabra, a qual apresentou
alguns problemas de reprodugdo, mas foi capaz de levar
atermo varios nascimentos, sendo que no primeiro parto
teve um natimorto e no segundo nasceram dois cabritos,
um dos quais com deformagdes morfoldgicas, morrendo
dias apds o nascimento, e o outro, aparentemente
normal, que também morreu com cerca de seis meses de
idade.

CONCLUSOES

A incidéncia de anomalias cromossdmicas nas racas
Nelore e Tropical é relativamente baixa (< 2%).

A ocorréncia do complemento cromossomico
XO/XXIXXX em bovinos, nio é exclusiva de fémeas
estéreis.
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