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  Resumo 

 

IANELLA, P. Mapeamento RH Comparativo do Cromossomo X de 
Búfalo de Rio (Bubalus bubalis). São José do Rio Preto, 2008. 63p. 
Tese (Doutorado em Genética) – Instituto de Biociências, Letras e 
Ciências Exatas, Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 
Filho”. 

 
O cromossomo X apresenta conteúdo conservado entre as diferentes espécies de 
mamíferos. No de búfalo de rio (Bubalus bubalis), espécie que vem ganhando 
interesse econômico no Brasil e no mundo, sua morfologia é acrocêntrica.  No 
presente trabalho, apresentamos o primeiro mapa RH do cromossomo X bubalino 
gerado a partir do recentemente construído painel de células híbridas irradiadas 
búfalo-roedor (BBURH5000). Este mapa contém um total de 33 marcadores derivados 
de bovino, incluindo dez genes, quatro ESTs e 19 microssatélites. Estes marcadores 
estão distribuídos em dois grupos de ligação: LG1 com oito marcadores e 
abrangendo 125.6 cR, e o LG2 com 25 marcadores abrangendo 366.3 cR. As 
freqüências de retenção (FR) dos marcadores variaram de 7,8% para o gene 
UREB1 a 28,9% para os microssatélites MAF45 e INRA30. O BBUXRH5000 foi 
comparado ao mapa de seqüência e mapa RH3000 do cromossomo X bovino 
evidenciando alguns poucos rearranjos entre as duas espécies, e alguns prováveis 
erros de mapeamento em uma das duas espécies quando comparado com BTAX 
build 3.1 bovino. A utilização de primers derivados de boi para mapeamento em 
búfalo foi realizada com êxito, e a distribuição dos marcadores ao longo do X 
considerada satisfatória, culminando em uma cobertura adequada para os primeiros 
esforços de mapeamento deste cromossomo. Análises comparativas do BBUX com 
o cromossomo X de outras espécies de mamíferos (humano, camundongo, ovelha, 
cavalo e cachorro) foram realizadas, revelando grande conservação de sintenia 
deste cromossomo na classe mamífera e, extensa conservação da ordem gênica 
entre búfalo e ovelha e búfalo e boi. O BBUXRH5000 aqui apresentado é um ponto de 
partida para a construção de mapas de alta resolução, necessários para 
caracterização de rearranjos que ocorreram durante a evolução e futuros estudos 
com o objetivo de dissecar características genéticas de interesse econômico. 

 
 
Palavras-chave: búfalo de rio, BBUX, mapeamento RH 
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 Abstract 

 

IANELLA, P. Comparative RH Mapping of River Buffalo X 
Chromosome (Bubalus bubalis). São José do Rio Preto, 2008. 63p. 
Tese (Doutorado em Genética) – Instituto de Biociências, Letras e 
Ciências Exatas, Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 
Filho”. 

 
The X chromosome shows conserved content among different mammalian species. 
In river buffalo (Bubalus bubalis), a brazilian and worldwide economic important 
specie, the X chromosome morphology is acrocentric. Here we report the first 
radiation hybrid map of the river buffalo X chromosome generated from a recently 
constructed river buffalo (Bubalus bubalis) whole-genome radiation hybrid panel 
(BBURH5000). This map contains a total of 33 cattle-derived markers, including ten 
genes, four ESTs and 19 microsatellites. The markers are distributed in two linkage 
groups: LG1 contains eight markers spanning 125.6 cR, and LG2 contains 25 
markers spanning 366.3 cR. The retention frequency (RF) of individual markers 
across the panel ranged from 7.8% to the gene UREB1 and 28,9 to the 
microsatellites MAF45 and INRA30. The BBUXRH5000 was compared with the bovine 
sequence assembly (build 3.1) and RH3000 bovine X chromosome maps and  showed 
few rearrangements between these species, and possible mapping errors in one of 
the two species when compared with BTAX build 3.1. The use of cattle-derived 
primers using carried out successfully and the markers distribution along the 
chromosome was satisfactory, resulting in adequate coverage for a first mapping 
effort of this chromosome. Comparative analysis between BBUX and X chromosome 
from other mammalian species (human, hamster, sheep, horse and dog) were 
carried out showed extensive sinteny conservation of the X chromosome in the 
Mammalian Class, and gene order conservation between river buffalo and sheep and 
river buffalo and cattle. The BBUXRH5000 here presented is the start-pointing for the 
construction of high-resolution map, which is necessary for characterization of 
rearrangements occurring during evolution and futures studies in order to dissect 
economically important traits. 
 
 

 
Key-words – river buffalo, BBUX, RH mapping 
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A espécie Bubalus bubalis, conhecida como búfalo de água é de origem 

asiática e teve sua domesticação iniciada neste mesmo continente, na Índia e na 

China, por volta de 5000 anos atrás (BERNARDES, 2007). Esta espécie é 

constituída de duas subespécies: a B. bubalis variedade bubalis, conhecida como 

búfalo de rio, e a variedade kerabao, conhecida como búfalo de pântano 

(MARQUES et al., 2003). 

Segundo dados da FAO (Food and Agricultural Organization – 2008), em 

2005 a população bubalina mundial já havia superado 172 milhões de cabeças. 

Aproximadamente 97% da população mundial encontra-se na Ásia, e metade deste 

rebanho asiático pertence à Índia (KUMAR et al., 2007). Nos países asiáticos, o 

búfalo ocupa uma posição de destaque na vida social, econômica e cultural (CNPC, 

2008). O rebanho bubalino mundial desempenha um papel importante na produção 

de proteína de origem animal, especialmente em países de terceiro mundo, e possui 

uma taxa de crescimento anual estimada de 10%, o que reflete o crescente 

interesse mundial por esta espécie (SAMPAIO-NETO et al., 2001). A exploração 

econômica da bubalinocultura, anteriormente restrita basicamente ao continente 

asiático, vem sendo disseminada em todos os continentes.  

A introdução dos bubalinos no Brasil ocorreu em 1985 na Ilha de Marajó, 

estado do Pará, com a vinda de 50 animais da raça Mediterrâneo, seguida de outras 

importações nas décadas seguintes (ALBUQUERQUE et al., 2006). No Brasil, estes 

animais encontraram condições ideais de pastagens, água e temperatura, tais que, 

aliadas à sua rusticidade e alta adaptabilidade, propiciaram à população brasileira de 

búfalo alcançar índices de crescimento de 1.806% entre os anos de 1961 e 2005 

(CNPC, 2008). A espécie bubalina, desta maneira, surge como uma alternativa à 
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pecuária brasileira e mundial por apresentar grande versatilidade, podendo viver nas 

condições mais rudes de clima e vegetação.  

Estima-se que a população bubalina brasileira ultrapasse três milhões de 

cabeças, constituindo o maior rebanho fora do continente asiático, chegando a ser 

maior do que o rebanho de toda a Europa (VALE; RIBEIRO, 2005), o que coloca o 

Brasil em posição privilegiada na bubalinocultura (BERNARDES, 2007). Cerca de 

50% da população bubalina brasileira situa-se no Estado do Pará, onde foi 

originalmente introduzido (BARBOSA, 2005). No Brasil são reconhecidas quatro 

raças da espécie: Murrah, Jafarabadi e Mediterrâneo, que são pertencentes ao 

grupo búfalo de rio e, Carabao pertencente ao grupo búfalo de pântano 

(ALBUQUERQUE et al., 2006).  

As características inerentes desta espécie como rusticidade, prolificidade, 

adaptabilidade, precocidade, docilidade, vida útil até os 15 anos - cinco anos a mais 

que os bovinos domésticos - (MOREIRA et al., 1994), aliadas à alta taxa de 

produtividade em leite, carne e trabalho, e taxas de natalidade superiores a 80% e 

de mortalidade inferiores a 3% ao ano são as responsáveis pelo grande crescimento 

populacional observado.  

Segundo Borghese (2005) o búfalo de rio é conhecido por converter alimentos 

de baixo valor nutricional em leite e carne de alta qualidade. A carne bubalina 

quando comparada à bovina apresenta-se com 40% menos colesterol, doze vezes 

menos gordura, 55% menos calorias, 11% mais proteínas e 10% mais sais minerais, 

sendo, portanto, mais indicada para a saúde humana (CPATU – EMBRAPA, 2008). 

O leite de búfala apresenta uma composição química superior em relação ao leite de 

vaca, em 43% nos sólidos totais, 43% em gordura, 41% de proteína (caseína), 42% 

de cálcio e 42% de fósforo (CPATU - EMBRAPA, 2008) características que levaram 
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a um aumento na demanda de leite de búfala nas últimas décadas (SENO et al., 

2007). 

O crescente interesse na bubalinocultura no Brasil e no mundo, resultantes 

destas inúmeras características favoráveis à criação e qualidade de produtos 

derivados desta espécie, têm levado a um grande crescimento da população 

bubalina, fazendo com que esta espécie passe a representar um importante papel 

na economia agropecuária brasileira e mundial. Este novo perfil da bubalinocultura, 

a espelho de outras espécies de interesse zootécnico, só poderá alcançar seu 

potencial máximo com a implantação de programas de avaliação e melhoramento 

genético sistemáticos. Para tanto, a identificação e manipulação de genes de 

interesse econômico são desejáveis, e serão possibilitadas somente após a 

produção de conhecimentos básicos sobre o genoma desta espécie. A obtenção de 

mapas cromossômicos é um dos primeiros passos necessários para alcançar estes 

objetivos. 

O búfalo de rio, assim como o boi, pertence à família Bovidae, que é a mais 

diversa das nove famílias de Arthiodactyla (VAUGHAN, 1986). O número diplóide de 

cromossomos dentro desta família varia de 30 a 60 cromossomos, sendo o número 

de braços cromossômicos nos autossomos relativamente constante: de 56 a 58 na 

maioria dos cariótipos das espécies que compõem a família Bovidae. Segundo 

Wurster e Benirschke (1968) o cariótipo primitivo da família é de aproximadamente 

58 autossomos acrocêntricos (condição observada em boi, cabras e outros 

bovídeos) e cromossomos sexuais também acrocêntricos.  

O cariótipo de búfalo de rio (variedade bubalis) consiste em 24 pares de 

autossomos e um par de cromossomos sexuais, 2n=50 (IANNUZZI, 1994) e a de 

búfalo de pântano (variedade kerabau) 23 pares de autossomos e um par sexual, 
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2n=48. As duas subespécies cruzam entre si formando híbridos com baixa fertilidade 

2n=49 (ROCHA, 1997; ALBUQUERQUE et al., 2006).  

Em búfalo de rio (2n = 50), dos 24 pares de autossomos, os cinco primeiro 

pares são compostos por dois braços cromossômicos, de morfologia 

submetacêntrica ou metacêntrica, e os outros 19 pares possuem somente um braço, 

sendo acrocêntricos (IANNUZZI et al., 1994; ALZATE et al. 2006). Acredita-se que 

os cinco pares com dois braços cromossômicos de búfalo sejam resultantes de 

fusões cêntricas, (translocações Robertsonianas) entre os cromossomos 

acrocêntricos do genoma bovídeo ancestral. Tal indício explica o fato de que cada 

braço dos destes cromossomos de búfalo de rio apresenta alta similaridade com 

cromossomos acrocêntricos de bovino (EL NAHAS, 2001).  

A íntima relação entre as duas espécies é extremamente útil na construção do 

mapa genômico comparativo de búfalo, uma vez que o genoma bovino tem sido 

intensamente estudado (WILLIANS et al., 2002; IHARA et al., 2004; ITOH et al., 

2005; LEE et al., 2006; SNELLING et al., 2007). Os cromossomos sexuais de búfalo 

também são acrocêntricos, uma condição primitiva dentro da família Bovidae, 

enquanto que os cromossomos sexuais bovinos apresentam-se na forma 

submetacêntrica que é a condição derivada (GALLAGHER et al., 1999). 

O mapeamento genômico de espécies de interesse econômico vem 

progredindo rapidamente nas últimas décadas e, em espécies como porco (YERLE 

et al. 1998; 2002; CHEN et al., 2007), ovelha (BURKIN et al, 2003; ENG et al., 

2004), cavalo (CAETANO et al., 1999a; 1999b; KIGUWA et al., 2000; CHOWDHARY 

et al., 2003; CHOWDHARY e RAUDSEPP, 2008) e boi (WOMACK et al., 1997; 

WILIAMS et al., 2002; ITOH et al., 2005; SNELLING et al. 2007) encontra-se 

altamente avançado. 
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 A criação de mapas genéticos é um trabalho importante para gerar 

ferramentas básicas e essenciais para a identificação de genes que afetam 

características de interesse econômico. Inúmeros exemplos podem ser encontrados 

na literatura de trabalhos onde foram identificados genes de interesse zootécnico, 

que causam doenças genéticas (SHAY et al., 2001; KREBS et al., 2006), e que 

afetam características quantitativas (CASAS et al., 2000; 2004; WALLING et al., 

2004; GAUTIER  et al., 2006; GUTIÉRREZ-GIL et al., 2008) e qualitativas (HAYES; 

PETIT, 1993; IANNUZZI et al., 1997; 2003; CALVO et al., 2006; NAKATA et al., 

2006a; 2006b; PERUCATTI et al., 2006). A criação de mapas genômicos para 

diferentes espécies também permite, por meio de estudos de evolução 

cromossômica e mapeamento comparativo, a identificação de genes responsáveis 

por condições e doenças na espécie humana. 

Até o ano de 2006, o genoma de búfalo de rio encontrava-se com 302 

marcadores mapeados por diferentes metodologias como, hibridização in situ 

(IANNUZZI et al., 2003; DI MEO et al., 2005; 2006) e painel de células somáticas (EL 

NAHAS et al., 2001). O mapa bovino encontra-se com 17.254 marcadores 

distribuídos pelos seus 30 pares cromossômicos (SNELLING et al., 2007) com um 

tamanho estimado do genoma de 2424 megabases, (alcançando uma densidade 

média de um marcador a cada 140 kilobases). Além disso, o genoma bovino está 

sendo seqüenciado e uma montagem contendo aproximadamente 7,1X de cobertura 

encontra-se publicamente disponível desde 2006 no NCBI (NCBI-Map Viewer, 

2008). Comparando as informações entre os dois genomas, observa-se que estudos 

do genoma bubalino encontram-se atrasados, o que coloca o búfalo de rio em 

grande desvantagem quando comparado aos outros animais de interesse 

econômico.  
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Para alcançar níveis satisfatórios de conhecimento sobre este genoma, a 

obtenção de mapas mais saturados e comparação dos mesmos entre diferentes 

espécies tornam-se necessários.  

O mapeamento genômico consiste na localização de seqüências de DNA à 

uma região cromossômica e determinação da ordem desta seqüência linear em 

relação a outras no mesmo cromossomo. É uma importante ferramenta de estudos 

de genomas uma vez que representa uma fonte para localizar seqüências únicas, 

determinando sua transmissão, através das gerações e, compreender a estrutura, 

organização, função dos genomas, bem como o modo pelo qual ocorreu sua 

evolução durante a adaptação (REXROAD, 1998) por meio de estudos de Genômica 

Comparativa 

A genômica comparativa é um campo da genética evolutiva que visa a análise 

e comparação dos genomas de diferentes espécies tendo por objetivos obter um 

melhor conhecimento de como as espécies evoluíram, e desvendar a função de 

genes e regiões não-codificantes no genoma. Os desafios recentes desta temática 

consistem em usar características de organização genômica para entender os 

padrões e taxas de evolução cromossômica, e aplicação destes para revelar os 

processos envolvidos na reestruturação dos genomas (MURPHY et al., 2001; 2003).  

É particularmente elucidativa na identificação de elementos genômicos altamente 

conservados além dos genes codificantes (MARGULIES et al., 2003; THOMAS et 

al., 2003).  

A comparação entre genomas de diferentes espécies de mamíferos vem 

possibilitando o conhecimento mais detalhado sobre a evolução cariotípica deste 

grupo, assim como dos mecanismos envolvidos na sua evolução e seu significado 

para a especiação (FERGUSON-SMITH e TRIFONOV, 2007). Trata-se de um 
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campo que tem se beneficiado da citogenética, genética e tecnologias de 

mapeamento gênico através do mapeamento comparativo, considerado uma 

importante ferramenta da genômica comparativa que busca obter informações em 

uma espécie a partir dos conhecimentos existentes do genoma de outra espécie, por 

meio da extrapolação de informações de um genoma para o outro (REXROAD et al., 

1999; GOLDAMMER et al., 2002; WOMACK, 2005). 

O mapeamento comparativo tem sido importante para predição e análise de 

características genéticas simples e complexas em animais de interesse econômico, 

e no entendimento da evolução do genoma de vertebrados. Uma das primeiras 

aplicações do mapeamento gênico comparativo consistiu em prever a localização de 

genes específicos em espécies com mapas pobres em genes a partir da 

extrapolação de informações de outras espécies com mapas ricos em genes. 

Segundo Nadeau e Sankoff (1998) a proximidade física de genes ou outro tipo de 

marcador molecular no genoma de uma espécie, pode implicar em proximidade dos 

mesmos no genoma de outra espécie relacionada. Baseados neste princípio, as 

informações de genomas tão bem estudados como o humano, o murino e o bovino, 

servem como base para estudos de genômica comparativa com outros mamíferos, 

auxiliando na compreensão da diversidade fisiológica, fenotípica e metabólica entre 

eles (BAND et al., 2000; LARKIN et al. 2003; MURPHY et al., 2003). 

Os mapas comparativos também têm sido ferramenta de grande utilidade no 

estudo de genomas de espécies domésticas de interesse econômico como boi, 

ovelha, cabra e recentemente búfalos (FAHRENKRUG et al., 2000; LE PROVOST et 

al., 2000; IANNUZZI et al., 2001; GOLDAMMER et al., 2004; DI MEO et al., 2005; 

PERUCATTI et al., 2006). Tais espécies compartilham um ancestral comum a 

menos de 50 milhões de anos atrás e, informações tanto sobre marcadores tipo I 
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(genes expressos) e tipo II (seqüências de microssatélites) podem ser 

intercambiáveis entre elas.  

Os mapas comparativos também podem ser usados para predição do 

conteúdo gênico de um segmento cromossômico específico com o objetivo de 

desenvolver novos marcadores físicos ou genéticos. Esta ferramenta da genômica 

comparativa também pode identificar regiões ortólogas de locos relacionados a 

doenças entre animais de interesse econômico e espécies modelo e ser humano. 

Neste caso, um exemplo de sucesso foi o mapeamento do locus callipyge 

relacionado com o fenótipo de distrofia muscular (CLPG) em ovelhas (SEGERS, et 

al., 2000; CHARLIER, et al., 2001). A sua aplicabilidade no estudo de evolução 

cromossômica é indiscutível, nesta área o mapeamento comparativo entre 

vertebrados, incluindo animais de interesse econômico, tem provido elucidativas 

informações sobre a natureza da evolução cromossômica em aves e mamíferos. O 

principal achado destes trabalhos é a alta conservação observada entre estes 

genomas (BURT et al., 1999; GRAVES e SHETTY, 2000). 

A organização dos genomas tem sido inferida tradicionalmente usando duas 

ferramentas: mapeamento citogenético e mapeamento físico. Comparações de 

padrões cromossômicos G-bandeados foram primeiramente utilizados para inferir 

homologias de cromossomos inteiros ou sub-regiões entre espécies das diferentes 

ordens de mamíferos (NASH e O’BRIEN, 1982; DUTRILLAUX e COUTURIER, 1983) 

e dentro das mesmas ordens (YUNES et al., 1980; GALLAGHER e WOMACK, 1992; 

IANNUZZI et al., 1994; GALLAGHER et al., 1998). Mapeamento gênico usando 

células híbridas somáticas subseqüentemente confirmaram que grandes regiões do 

genoma de mamíferos são conservadas (LALLEY et al., 1978; NASH e O’BRIEN, 

1982; O’BRIEN et al., 1997a; 1997b), sugerindo que a transferência de informação 
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de espécies, como humano e camundongo que possuem mapas ricos em genes, 

para desenvolver mapas de espécies de animais domésticos com mapas pobres em 

genes trata-se de algo factível (O’BRIEN, 1991; O’BRIEN et al., 1993; 1997b; BURT, 

2002; WOMACK et al., 2005).  

Projetos de mapeamento e seqüenciamento em muitas espécies de 

vertebrados revelam uma natureza conservativa e altamente dinâmica da 

organização dos genomas (O’BRIEN et al., 1999a, 1999b; WOMACK et al., 2005). O 

seqüenciamento do genoma de um número crescente de organismos revela que as 

seqüências transcritas dos genomas são altamente conservadas entre as espécies, 

sendo esta conservação observada em vários níveis incluindo homologias de grupos 

de ligação e até mesmo regiões cromossômicas inteiras. Grupos de genes ligados e 

em ordem similar podem ser encontrados em espécies como humanos, galinha, 

moscas, vermes e anêmonas do mar (PUTMAN et al., 2007).  

Quando dois genes estão no mesmo cromossomo, diz-se que eles são 

sintênicos. Se estes genes também são sintênicos em outra espécie, chamamos de 

sintenia conservada (BURT, 2002), uma característica proeminente no genoma de 

vertebrados (OHNO, 1973). Os blocos sintênicos conservados são grandes blocos 

de DNA, freqüentemente abrangendo cromossomos inteiros ou braços 

cromossômicos compartilhados por espécies diferentes próxima ou distantemente 

relacionadas (FERGUSON-SMITH e TRIFONOV, 2007). As diferentes combinações 

destes blocos sintênicos implicam nas diferenças entre número e morfologia 

cromossômica (MURPHY et al., 2005). Blocos que estão fusionados em uma 

espécie podem estar em cromossomos separados em outra, sendo assim, o número 

cromossômico pode aumentar ou diminuir, respectivamente, por fissão ou fusão 

cromossômica (YANG et al., 1997), e segmentos dentro destes blocos podem ser 
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invertidos reposicionando os centrômeros. Entre os mamíferos, por exemplo, o 

número cromossômico varia de 2n = 6 no Muntjac indiano a 2n = 120 no roedor 

viscacha (FERGUSON-SMITH e TRIFONOV, 2007), apresentando conteúdos 

gênicos similares, porém rearranjados.  

Os genomas de búfalo de rio e boi são extremamente conservados 

(IANNUZZI et al., 1994). Levando-se em consideração esta conservação e o fato de 

que o genoma bovino ser o mais bem estudado dentre as espécies de interesse 

econômico, o mapa físico do genoma bovino tem potencial para ser utilizado como 

fonte de marcadores para geração de mapas do genoma bubalino (EL NAHAS et al., 

2001).   

Alguns trabalhos têm sido conduzidos no intuito de se integrar genes e 

microssatélites bovinos a cromossomos específicos de búfalo (EL NAHAS et al., 

2001; IANNUZZI et al., 2003; DI MEO et al., 2005; 2006). No entanto, as ferramentas 

utilizadas por esses autores, técnicas de hibridização in situ e painel de células 

somáticas, apesar de terem sido de grande utilidade para estudos iniciais deste 

genoma, apresentam uma limitação quanto à resolução dos mapas que são capazes 

de gerar. 

A criação de um mapa de alta resolução do genoma bubalino faz-se 

necessária para que os estudos deste genoma possam progredir em paralelo com o 

crescimento econômico da bubalinocultura. Recentemente, o Laboratório de 

Genômica Comparativa – Ibilce/UNESP construiu uma ferramenta que permite a 

elaboração de mapas genômicos de alta resolução para o estudo do genoma 

bubalino: o painel de células híbridas irradiadas BBURH5000 (AMARAL et al., 2007). 

Por meio desta ferramenta de mapeamento, já foram construídos os mapas RH 

(Radiation Hybrid) dos cromossomos de búfalo 3 e 10 (AMARAL et al., 2007), 6 
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(STAFUZZA et al., 2007), 1 (MIZIARA et al., 2007) e 7 (GOLDAMMER et al., 2007), 

totalizando 290 marcadores. 

O mapeamento utilizando painéis de células somáticas híbridas irradiadas 

(RH) foi desenvolvido por Goss e Harris (1975), porém foi deixado de lado por ser 

impraticável devido à pequena disponibilidade de marcadores na época. 

Posteriormente foi redescoberto por Cox e colaboradores (1990) como uma técnica 

efetiva na construção de mapas ordenados de sítios de seqüências alvo, 

independentemente da variação alélica. Esta técnica, utilizada como ferramenta para 

ordenar locos ao longo dos cromossomos, permite a obtenção das distâncias físicas 

entre locos adjacentes. Neste método uma dose letal de radiação é aplicada nas 

células do genoma de interesse, denominadas doadoras, com a função de quebrar, 

ao acaso, seus cromossomos em múltiplos fragmentos. Estes fragmentos são 

posteriormente incorporados ao genoma de uma célula receptora mutante, 

geralmente de roedor, através de um processo de fusão celular. Cada clone RH 

gerado a partir desta fusão, contém um único conjunto de fragmentos 

cromossômicos da célula doadora incorporado ao genoma da célula receptora, que 

atinge estabilidade após sucessivos processos de divisão celular. 

Posteriormente, os clones híbridos são testados quanto à presença ou 

ausência de marcadores de DNA do genoma de interesse. Utilizando métodos 

estatísticos para a ordenação linear, a distância relativa entre os diferentes 

marcadores pode ser determinada resultando num mapa RH. Tais métodos 

analisam os dados baseando-se na hipótese de que, quanto menor a distância física 

entre dois locos no cromossomo, maior a probabilidade de serem mantidos juntos 

durante o processo de fragmentação do genoma (COX et al., 1990; REXROAD, 

1998; AGARWALA et al., 2000). Com esta metodologia de mapeamento é possível 
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verificar regiões de homologia do genoma entre as espécies de mamíferos, 

detectando regiões conservadas do genoma, uma vez que torna possível o 

mapeamento de genes, os quais geralmente apresentam-se extremamente 

conservados durante o processo evolutivo.  

Mapas RH têm sido utilizados na construção de mapas saturados de diversas 

espécies como camundongo (McCARTHY et al., 1997), porco (YERLE et al., 1998; 

2002; HAWKEN et al., 1999), cachorro (PRIAT et al., 1998), gato (MURPHY et al., 

1999a), ovelha (BURKIN et al, 2003; ENG et al., 2004), cavalo (CAETANO et al.,  

1999a; 1999b; KIGUWA et al., 2000; CHOWDHARY et al., 2002; 2003), boi 

(WOMACK et al., 1997; WILIAMS et al., 2002; ITOH et al., 2005; SNELLING et al. 

2007) e recentemente búfalo de rio (AMARAL et al., 2007).  

O cromossomo X é o mais extensamente conservado em tamanho, conteúdo 

e ordem gênica entre os mamíferos. O seqüenciamento completo do X humano e 

murino confirma que o cromossomo X de mamíferos placentários porta um conteúdo 

praticamente idêntico de genes. Entre os três diferentes grupos de mamíferos 

existentes, os prototheria, metatheria (marsupiais) e eutheria (placentários), uma 

região extensamente conservada representa o cromossomo X mamífero original que 

foi retido há pelo menos 210 milhões de anos na linhagem ancestral dos três grupos. 

Segundo Ohno (1967), a evolução da compensação de dose do cromossomo X 

criou uma barreira que previne a troca de genes de outros cromossomos com o 

cromossomo X (uma vez que isto causaria um desequilíbrio nos níveis de expressão 

destes genes) levando à fixação do seu conteúdo gênico devido à forte seleção para 

a manutenção da compensação de dose. Esta alta conservação do conteúdo gênico 

e da ordem gênica do cromossomo X têm sido observada em muitos estudos de 

mapeamento deste cromossomo em mamíferos (WATSON et al. 1990; PONCE DE 
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LEON et al., 1996; MURPHY et al., 1999b; RAUDSEPP et al., 2002; 2004; QUILTER 

et al., 2003; RUBES et al., 2005) principalmente dentro da família bovidae 

(IANNUZZI et al., 2000; AMARAL et al., 2002; CHAVES et al., 2005; IANELLA et al., 

2008). 

Rearranjos internos que culminam em algumas diferenças entre as espécies, 

como diferenças na posição dos centrômeros e região pseudoautossômica (Pseudo 

Autossomal Region – PAR), têm sido reportados por meio de estudos genéticos, 

análise de ligação, hibridização in situ e mapeamento RH (IANNUZZI e DI MEO, 

1995; YEH et al., 1996; PONCE DE LEON et al., 1996; IANNUZZI et al., 2000; 

AMARAL et al., 2002). 

O mais recente mapa do cromossomo X de búfalo de rio possui 28 

marcadores (incluindo sete genes e 21 microssatélites) mapeados por hibridização 

in situ, contrastantes com os 176 marcadores ordenados no cromossomo X bovino 

por tecnologia de mapeamento RH (JANN et al., 2006). O cromossomo X contém 

genes relacionados às mais diversas funções, sendo que aqueles relacionados a 

traços reprodutivos (SAIFI e CHANDRA, 1999), inteligência e desenvolvimento 

cerebral (LEHRKE et al., 1972; TURNER, 1996) parecem estar mais representados 

neste cromossomo. Genes responsáveis por processos metabólicos relacionados à 

reprodução, tais como: o gene AR (receptor de andrógenos), o gene ZFX, um dos 

responsáveis pela determinação sexual e o gene XIST, um dos responsáveis pela 

inativação do X estão situados neste cromossomo. Um número considerável de 

doenças genéticas correspondentes a genes humanos conhecidos, também têm 

sido mapeado no cromossomo X bovino, incluindo: amelogenina X (amelogênese 

imperfeita – AmelX, receptor di-hidrotestosterona AR –  feminização testicular; e 

deficiência de receptores de andrógeno – AMARAL, et al., 2002). Alguns estudos 
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têm descrito QTLs relacionadas a crescimento no cromossomo X humano (DENG, et 

al. 2002; LIU et al., 2003), murino (LIU et al., 2001) e suíno (MALEK et al., 2001) e 

relacionadas à deposição de gordura em porco (HARLIZIUS et al., 2000; MILAN et 

al., 2002; GABOREANU et al., 2004). 

Embora seja portador de genes que controlam importantes características, 

pouca pesquisa aplicada relacionada ao cromossomo X de espécies de interesse 

econômico tem sido realizada. Este fato é primariamente atribuído às limitadas 

informações de mapeamento disponível para este cromossomo mesmo nas 

espécies mais bem estudadas como boi (AMARAL et al., 2002), porco (McCOARD et 

al., 2002), ovelha, cabra e búfalo (IANNUZZI et al., 2000), sendo elas insuficientes 

para permitir estudos substanciais com o objetivo de dissecar traços de interesse. 

Iniciativas para realizar melhoramento genético desta espécie 

economicamente importante são essenciais para atender as necessidades da 

emergente bubalinocultura, e o desenvolvimento de mapas é o primeiro passo para 

situar o búfalo de rio no mesmo status de outros animais domésticos de interesse 

econômico. Adicionalmente, o mapa comparativo entre búfalo e boi resulta em 

informações que permitem avanços no entendimento da evolução cariotípica desta 

espécie, e dos rearranjos que culminaram nas pequenas diferenças deste 

conservado cromossomo durante a evolução das espécies da família Bovidae. 
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O presente trabalho teve por objetivo 

 - construir o primeiro mapa do tipo RH do cromossomo X de búfalo de rio 

(Bubalus bubalis) utilizando-se como ferramenta o painel de células híbridas 

somáticas (BBURH5000) incorporando-se marcadores do tipo gene, microssatélites e 

Etiquetas de Seqüências Expressas (ESTs), fazendo deste o ponto de partida para 

construção de mapas de maior resolução e comparação com bovino. 

 - comparação do mapa RH do cromossomo X de búfalo de rio gerado com 

mapas do cromossomo X de outras espécies de mamíferos: humano, murino, 

bovino, eqüino, ovino e canino. 
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Para construção do primeiro mapa do cromossomo X de búfalo de rio, pares 

de primers de marcadores tipo microssatélites, genes e ESTs oriundos do genoma 

bovino foram tipados no painel de células híbridas irradiadas (BBURH5000) construído 

por Amaral e colaboradores (2007). 

  Primeiramente a seleção de um conjunto de 80 marcadores localizados no 

cromossomo X de boi foi realizada, visando uma cobertura mais completa possível 

do cromossomo em estudo. Dos marcadores selecionados foram registradas as 

seqüências dos primers para PCR, disponíveis em bases de dados sobre o genoma 

bovino como o mapa de sequência do genoma bovino build 3.1 e do mapa de 

ligação MARC Bovine Linkage Map, disponíveis no banco de dados do NCBI MAP 

VIEWER (2008) e complementada com dados de artigos recentes que continham 

marcadores ainda não depositados nos bancos de dados. . 

 Estes 80 pares de primers foram testados em experimentos de PCR do tipo 

gradiente que tiveram por objetivo avaliar a viabilidade de utilização dos mesmos 

para o mapeamento RH por meio da verificação da qualidade do produto de PCR 

gerado com o DNA das linhagens parentais que originaram o painel RH de búfalo 

(DNA de búfalo e de hamster), e identificar a temperatura ideal de anelamento dos 

primers no genoma bubalino quando estes foram viáveis. O DNA bovino foi incluído 

na reação de PCR como controle positivo uma vez que os primers foram 

desenhados a partir dos estudos deste genoma. Os produtos de PCR obtidos foram 

avaliados quanto ao padrão de amplificação com esses DNAs, devendo ser búfalo 

específico ou diferenciado do produto gerado com DNA de roedor para que o 

marcador seja selecionado para tipagem no painel BBUXRH5000. 

 Os marcadores considerados adequados para mapeamento RH foram então 

tipados nas linhagens do painel por meio de reação de PCR. Em cada experimento 
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de tipagem foram incluídos DNA de búfalo e roedor como padrões de amplificação. 

Tais experimentos foram realizados duas vezes para evitar a ocorrência de falsos 

positivos e falsos negativos. Nos casos de resultados ambíguos, um terceiro 

experimento somente com as linhagens de resultados discordantes foi realizado. A 

análise da tipagem dos marcadores foi feita com base no padrão de presença ou 

ausência dos mesmos nas diferentes linhagens híbridas do painel. Os resultados de 

presença e ausência foram então convertidos em dados numéricos: (0) para a 

ausência de amplificação de um dado marcador em uma dada linhagem, (1) para a 

presença e (2) nos casos duvidosos, em uma planilha do tipo Excel. 

 Estes dados foram analisados pelos programas de análise estatística 

rh_tsp_map versão 3.0 (SCHÄFFER et al., 2007) e CONCORDE (APPLEGATE et 

al., 1998) ligados ao QSopt (http://www2.isye.gatech.edu/ ~wcook/qsopt/), que se 

baseiam no critério da máxima verossimilhança. 

Para a construção do mapa comparativo entre o cromossomo X de búfalo e 

de outras espécies de mamíferos foram utilizados o mapa RH do cromossomo X 

bubalino (BBUXRH5000), (IANELLA et al., 2008) e os mapas de sequência do 

cromossomo X humano (HSAX - NCBI Homo sapiens build 36.3) representando a 

Ordem Primata, murino (MMUX - NCBI Mus musculus build 37.1) representando a 

Ordem Rodentia, bovino (BTAX - NCBI Bos taurus build 3.1) – Ordem Artiodacthyla, 

assim como búfalo de rio, canino (CFAX - NCBI Canis lupus familiares build 2.1), 

Ordem Carnivora, e eqüino (ECAX – NCBI Equus caballus build 1.1) Ordem 

Perissodactyla e mapa de ligação de ovino (OARX – Ovis aries linkage map v 4.7) 

também representante da Ordem Arthiodactyla. Uma primeira comparação valendo-

se somente dos genes comuns a estas espécies foi realizada utilizando-se os genes 

e ESTs mapeados no cromossomo X de búfalo. 
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Considerando-se a conservação de seqüências repetitivas, (não codificantes) 

como marcadores do tipo microssatélite entre espécies proximamente relacionadas, 

foi realizada a comparação dos mapas dos cromossomos X de búfalo (BBUXRH5000) 

e de ovelha (OARX linkage map) observando-se a conservação de sintenia e de 

marcadores tipo I e marcadores tipo II.  

Os mapas BBUX e OARX (linkage map) foram desenhados utilizando-se o 

programa computacional MapChart (VOORRIPS, 2002) a partir das posições de 

mapa obtidas para BBUXRH5000 (IANELLA et al., 2008) e OARX (linkage map v 4.7). 

Este programa utiliza as distâncias de mapas obtidas em experimentos de 

mapeamento para construir uma representação gráfica de mapas de ligação, RH e 

QTLs. O software encontra-se disponível na página de internet http//www.joinmap.nl. 

As outras comparações foram realizadas valendo-se das posições em megabases e 

em centimorgans (no caso ovelha) dos genes e ESTs mapeados nos cromossomos 

X destas espécies. 
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Os resultados obtidos neste trabalho foram divididos em dois capítulos. O 

capítulo I traz o artigo publicado na Revista Animal Genetics ( IANELLA et al., 2008) 

onde o primeiro mapa RH do cromossomo X bubalino (BBUX5000) é apresentado e 

comparado com mapas RH  e mapa de sequência de bovino. 

O capítulo II trata da comparação mapa do cromossomo X apresentado no 

capítulo I com mapas do cromossomo X de diferentes espécies de mamíferos. 
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No presente trabalho foram comparados mapas de cromossomos X de 

diferentes espécies de mamíferos (Figura 1): búfalo de rio, boi e ovelha 

representando a família Bovidae da Ordem Arthiodactyla, humano representando a 

Ordem Primata, camundongo da Ordem Rodentia, cavalo representando a Ordem 

Peryssodactyla e cachorro representando a Ordem Carnívora.  

 A figura 1 traz uma comparação entre os mapas de ligação do cromossomo X 

de ovelha e mapa RH do cromossomo de búfalo de rio (Figura 1A), e comparação 

entre genes ortólogos do cromossomo X de búfalo de rio, humano, camundongo, 

boi, cachorro, cavalo e ovelha (Figura 1B). 

 Na comparação do cromossomo X bubalino com humano (Figura 1B) pode-se 

observar que dentre os genes mapeados, somente o gene ILSTS017 não se 

encontra mapeado no genoma humano, e somente a Seqüência de Etiqueta 

Expressa (EST) FACL4_(3) não se encontra anotada no mapa de seqüência 

humano, porém este marcador encontra-se indicado no HSAX por outras 

ferramentas de mapeamento. Numa visão geral, os genes encontram-se arranjados 

em um mesmo bloco de sintenia contendo quatro inversões sinalizadas na figura. Os 

genes localizados nos blocos sinalizados (SCL6A8/ DKC1, PLP1/PLS3, XIST/ATRX 

e AMELX/PPEF1) ocupam posições diferentes em relação aos seus vizinhos em 

bubalino e humano, indicando a existência de rearranjos dentro destas regiões. 
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Figura 1: Mapa comparativo do cromossomo X de búfalo de rio. 1A: Comparação entre os 
marcadores do tipo I e II do mapa de ligação do cromossomo X de ovelha (OARX) e mapa RH do 
cromossomo X de búfalo (BBUX5000). Os marcadores correspondentes nos cromossomos das duas 
espécies estão ligados por linhas sólidas vermelhas, podendo se observar a conservação da ordem 
dos marcadores e inversão de todo este bloco sintênico. 1B: Localização em mega pares de base 
(Mbp) das seqüências de todos os ortólogos  de humano (HSA), camundongo (MMU), boi (BTA), 
cachorro (CFA) e cavalo (ECA) dos genes mapeados no cromossomo X de búfalo e localização em 
centimorgans (cM) para os ortólogos de ovelha mapeados no BBUX. ( - ): genes não mapeados no 
genoma da espécie; ( * ) não anotados: genes que estão indicados ao cromossomo X da espécie mas 
ainda não foram anotados no mapa de seqüência. 
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As comparações entre búfalo e camundongo mostram dois genes (ILSTS017 

e ASMTL1) não mapeados no seu genoma e sete genes indicados no cromossomo 

X, mas não anotados no mapa de seqüência desta espécie. Uma grande 

conservação da ordem gênica pode ser observada na comparação com boi, 

mostrando apenas poucas discrepâncias como nos blocos gênicos 

(XIST/ILSTS017/ATRX) e (AMELX/PPEF1) que se encontram com a ordem invertida 

com relação ao búfalo. Os mapas de seqüência de cachorro e cavalo possuem 

poucos genes anotados que são comuns à estas espécies e búfalo de rio, não 

permitindo realizar inferências sobre a conservação da ordem dos marcadores. O 

mesmo pode ser observado na comparação dos genes com o mapa de ligação de 

ovelha (Figura 1B). 
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O primeiro mapa RH do cromossomo X de búfalo (BBUX-RH5000) foi 

elaborado a partir do recém construído painel de células híbridas irradiadas do 

genoma bubalino BBURH5000 (AMARAL et al., 2007). Foram incorporados ao mapa 

do cromossomo X, 33 marcadores, oriundos do cromossomo X bovino, sendo eles 

dez genes, quatro ESTs e 19 microssatélites. 

Dos 80 pares de primers de marcadores inicialmente selecionados para 

serem testados com DNA bubalino, 32 foram considerados inadequados para os 

experimentos de tipagem no painel RH por não apesentarem produto único de PCR 

específico ou diferenciado de roedor. Os outros 48 pares de primers, que 

amplificavam produto de PCR adequados aos experimentos de mapeamento RH 

foram tipados pelo menos duas vezes nas 90 linhagens híbridas búfalo-roedor do 

painel BBURH5000. Os dados de presença e ausência compilados em matriz 

numérica de 0, 1 e 2 foram então analisados por pacotes estatísticos. 

 A análise estatística da tipagem destes marcadores foi realizada utilizando-se 

os softwares rh_tsp_map versão 3.0 (SCHÄFFER et al., 2007) e CONCORDE 

(APPLEGATE et al., 1998) ligados ao QSopt (http://www2.isye.gatech.edu/ 

~wcook/qsopt/). Estes softwares se baseiam no critério de máxima verossimilhança 

(Maximum Likelihood Estimate - MLE) para a construção de um mapa consenso. 

Para computar os grupos de ligação foi utilizado lod score de 7, que foi maior do que 

o dos mapas dos cromossomos bubalinos 1 (MIZIARA et al., 2007) e 6 (STAFUZZA 

et al., 2007) construídos anteriormente. Isso significa que houve um aumento nos 

valores estatísticos mínimos para ordenação dos marcadores, tendo o presente 

mapa um maior suporte estatístico do que os anteriormente produzidos.  

Dos 48 marcadores tipados, 33 foram ordenados e tiveram suas posições 

definidas no mapa com lod score superior a 7. Os outros 15 marcadores não foram 
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representados no mapa consenso do cromossomo X, dez deles por se encontrarem 

em grupos de três marcadores ou menos e, cinco deles porque não eram ordenados 

com a confiança mínima estabelecida (LOD = 7), ou seja, não alcançavam o suporte 

estatístico mínimo exigido para ser incorporados ao mapa.  

Os 33 marcadores que integraram o mapa foram distribuídos ao longo do 

cromossomo X em dois grupos de ligação: o grupo de ligação 1 (LG1) e grupo de 

ligação 2 (LG2). Ao longo do LG1 encontram-se oito marcadores (um gene, uma 

EST e seis microssatélites) estendendo-se em 125,6 cR5000 e, no LG2 encontram-se 

25 marcadores (nove genes, três ESTs e 13 microssatélites) totalizando 336,3 

cR5000. Desta maneira, o BBUX – RH5000, tem um comprimento total de 461,9 cR5000 

e uma densidade média de 1 marcador mapeado a aproximadamente cada 14 

cR5000. 

As freqüências de retenção (Retention Frequency – FR) de cada marcador 

tipado foram calculadas a partir da razão entre o número de linhagens positivas (que 

apresentaram produto de PCR para determinado marcador) e linhagens negativas 

(ausência de produto de PCR) do painel RH. Os valores de freqüência de retenção 

dos marcadores ordenados no BBUX-RH5000 variaram de 7,8% para o gene UREB1 

e 28,9% para os microssatélites INRA30, MAF45 e TGLA325, apresentando uma FR 

média de 15,42%. Comparando-se com as FR dos mapas dos cromossomos 

bubalinos 1 (BBU1) obtido por Miziara e colaboradores (2007) e, cromossomo 

bubalino 6 (BBU6) construído por Stafuzza e colaboradores (2007), a partir do 

mesmo painel RH, com as FR obtidas na construção do mapa do cromossomo X 

bubalino, pode-se observar uma média de FR bem menor. Tal fato é compreensível 

e facilmente explicável, uma vez que o painel BBURH5000 foi construído a partir de 

uma linhagem celular de um búfalo macho (XY). Deste modo, é de se esperar que 
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os genes específicos dos cromossomos X ou Y tenham uma média de FR bem 

menor que de marcadores situados nos autossomos por estarem representados em 

cópia única nas células utilizadas. Os marcadores localizados no BBUX com FR 

maiores que 20%, (XBM24, MAF45, TGLA325, INRA30, ASMTL) estão localizados 

na região pseudoautossômica (PAR) de boi, ou seja, possuem homólogos no 

cromossomo Y, apresentando por estes motivo, FR mais parecidas com aquelas 

observadas em marcadores localizados nos autossomos. 

Levando-se em consideração que o genoma bubalino não conta com mapa 

de ligação, e que o mapa citogenético de búfalo (IANNUZZI et al., 2003) possui 

apenas um marcador em comum com o BBUX-RH5000 gerado neste trabalho, o mapa 

RH do BBUX foi comparado aos mapas RH (BovGen – JANN et al., 2006) e mapa 

de sequência  (NCBI – Bos taurus build 3.1) do genoma bovino. Esta comparação 

torna-se viável pela extensa conservação observada entre o cromossomo X de 

mamíferos (PONCE DE LEON et al., 1996; MURPHY et al., 1999b; RAUDSEPP et 

al., 2002; 2004; QUILTER et al., 2003; RUBES et al., 2005) principalmente dentro da 

família Bovidae (IANNUZZI et al., 2000; AMARAL et al., 2002; CHAVES et al., 2005; 

IANELLA et al., 2008). 

A comparação do BBUX-RH5000 com BTAX-RH3000 (JANN et al., 2006), de 

modo geral, revelou uma conservação da ordem dos marcadores, com exceção da 

identificação de duas alterações na ordem gênica, uma no LG1 e outra no LG2. 

Estas alterações sugerem a existência de microrearranjos nestas regiões do 

cromossomo X de búfalo e boi. A comparação do BBUX-RH5000 com o mapa de 

seqüência do BTAX (build 3.1) revela a existência de cinco pequenas inversões na 

ordem gênica (três no LG1 e duas no LG2), as quais, porém, não foram observadas 

na comparação com BTAX-RH3000. Estas alterações podem representar alterações 
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não genuínas da ordem gênica do cromossomo X bubalino em relação ao bovino, e 

serem reflexo de erros de alinhamento das seqüências no mapa molecular bovino 

como já anteriormente mencionado por Marques e colaboradores (2007). O 

esclarecimento destes pontos de discordância entre os mapas poderá ser realizado 

com a adição de novos marcadores ao mapa do cromossomo X bubalino.   

Com o objetivo de tentar gerar uma avaliação preliminar da extensão do mapa 

BBUX-RH5000 em pares de base, o primeiro e o último marcador de cada grupo de 

ligação do BBUX foram comparados com as posições em megabases de seus 

correspondentes no BTAX. No LG1, o intervalo entre o microssatélite BMS2152 

(posição 10,7 cR5000 no BBUX) e o gene DKC1 (posição 125,6 cR5000) corresponde a 

um intervalo de 114.9 cR5000 e nos mapas molecular do BTAX equivale a 9,15Mb. No 

LG2 o intervalo entre o gene PLP1 (posição 0,0 cR5000 no BBUX) e o microssatélite 

XBM24 (posição 295.9 cR5000) é de 295,9 cR5000 correspondem a 51,9Mb no mapa 

molecular BTAX. Essa correspondência gerou uma correlação aproximada para LG1 

e LG2 de 13,72 e 5,70 centirays (cR5000) por megabases (Mb), respectivamente. 

Quando se compara, de modo geral, a distribuição dos marcadores do BBUX 

com seus correspondentes no BTAX-RH3000, considerando-se o primeiro 

(HUMM_21) e o último (ASMTL) marcadores em comum entre os dois mapas, uma 

cobertura de 87% pode ser estimada. A mesma comparação com o mapa molecular 

BTAX build 3.1, considerando-se o primeiro marcador em comum a ambos os mapas 

sendo o microssatélite BMS2152 e o último, BL22, resultou em uma cobertura 

estimada de 73%. Uma vez que se assume a extensa conservação entre os 

cromossomos X destas duas espécies, a partir destas estimativas, pode se observar 

que o primeiro mapa RH do cromossomo X de búfalo de rio alcançou uma boa 

cobertura deste cromossomo. 
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O primeiro mapa do cromossomo X de búfalo gerado por Ianella e 

colaboradores (2008), juntamente com outros trabalhos de mapeamento (AMARAL 

et al., 2007; GOLDAMMER,et al., 2007; MIZIRA et al., 2007; STAFUZZA et al., 2007) 

e ainda outros tipos de estudos envolvendo o genoma bubalino (VENANCIO et al., 

2007) fazem parte de estratégias iniciais de inserção do búfalo na lista de espécies 

de interesse econômico mais bem estudadas, constituindo o ponto de partida para a 

construção de mapas RH de alta resolução e mapas comparativos do genoma 

integral, necessários para futuras manipulações do genoma bubalino com o intuito 

de promover melhoramento genético, seleção assistida de marcadores entre outros. 

A comparação de genomas através de mapeamento comparativo tem ajudado 

a compreender a evolução cariotípica em vertebrados e principalmente em 

mamíferos. A realização da comparação dos mapas de cromossomos X de 

diferentes espécies de mamíferos: búfalo de rio, boi e ovelha, homem, camundongo, 

cavalo e cachorro evidencia a característica conservativa deste cromossomo, de 

acordo com Ohno (1973). Os resultados das comparações realizadas neste trabalho 

permitem reiterar a conservação sintênica do cromossomo X em mamíferos 

distantemente relacionados como búfalo e humano.  

 De modo geral, pode-se observar que todos os genes mapeados em búfalo 

pela metodologia de células híbridas irradiadas, encontram-se indicados em pelo 

menos uma das espécies com as quais o mapa BBUX foi comparado confirmando a 

alta conservação sintênica típica deste cromossomo. Esta conservação do conteúdo 

gênico do cromossomo X de mamífero tem sido constatada na literatura por vários 

estudos comparativos em mamíferos (PONCE DE LEON et al., 1996; IANNUZZI et 

al., 2000; RAUDSEPP et al., 2004; RUBES et al., 2005). 
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 A premissa de que seqüências não codificantes são conservadas em 

espécies próximas como boi/búfalo ou boi/ovelha fundamenta a utilização de pares 

de primers heterólogos para a amplificação de microssatélites provenientes de uma 

espécie para amplificação de produto de PCR em outra espécie. A mesma premissa 

foi utilizada para justificar a análise comparativa dos genomas de ovelha e búfalo 

utilizando como referência seqüências não codificantes, como microssatélites, além 

dos marcadores do tipo genes codificantes. Desta maneira foi feita também a 

comparação do mapa do cromossomo X bubalino com o mapa de ligação do 

cromossomo X ovino, rico em microssatélites, permitindo a avaliação de um maior 

número de marcadores entre estas espécies da família Bovidae as quais são 

filogeneticamente próximas. 

 Pode-se observar uma conservação da ordem de todos os marcadores 

comuns aos mapas dos cromossomos X nestas duas espécies. Tratam-se de quatro 

genes e oito microssatélites com a ordem linear conservada, formando porém um 

bloco invertido com relação ao X bubalino. Esta inversão está de acordo com os 

estudos citogenéticos e de hibridização in situ anteriormente realizados (PONCE DE 

LEON et al., 1996; ROBINSON et al., 1998), que procuram descrever os rearranjos 

envolvidos na diferenciação morfológica do cromossomo X dentro da família Bovidae 

durante a sua evolução.  

 A comparação dos marcadores mapeados no cromossomo X bubalino 

utilizando o painel BBURH5000 (IANELLA et al., 2008) com mapas do cromossomo X 

de diferentes espécies de mamíferos gerou informações que confirmam a 

característica conservativa deste cromossomo de mamíferos. A inserção de novos 

marcadores no cromossomo X bubalino, bem como o mapeamento deste 

cromossomo em outras espécies, virão contribuir para a detecção mais precisa de 
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rearranjos internos que ocorreram durante a peculiar evolução deste cromossomo, e 

informar sobre possíveis limites de pontos de quebra evolutivos que culminaram nos 

diferentes rearranjos internos do conteúdo do X de mamíferos. 
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As partir do trabalho desenvolvido no presente capítulo, onde foi gerado o 

primeiro mapa RH do cromossomo X bubalino (BBUX-RH5000), foram integrados 33 

marcadores, sendo eles dez gene codificantes, quatro ESTs e 19 microssatélites. As 

comparações entre o BBUX-RH5000 e os mapas mais recentes do cromossomo X 

bovino, BTAX-RH3000 e mapa molecular BTAX (Build 3.1) contribuem para reforçar a 

teoria da conservação do conteúdo deste cromossomo, realçando ainda algumas 

inconsistências e pontos de discrepâncias entre os dois mapas de boi. Na 

comparação entre BBUX-RH5000 e BTAX-RH3000 foram evidenciadas somente duas 

alterações na ordem dos marcadores, mantendo-se conservada a ordem linear dos 

demais, já a comparação entre BBUX-RH5000 e o mapa de seqüência BTAX mostrou 

cinco alterações na ordem dos marcadores, diferentes das observadas na 

comparação com BTAX-RH3000.  

Pode-se concluir que a utilização de primers heterólogos derivados de 

marcadores do cromossomo X bovino mapeamento do BBUX foi realizada com 

sucesso tanto para genes quanto para ESTs e microssatélites, evidenciando a 

grande conservação nas sequências entre as duas espécies. 

A distribuição dos marcadores obtida ao longo do BBUX foi satisfatória, 

resultando em uma cobertura adequada para um primeiro esforço de mapeamento 

deste cromossomo. 

O mapa comparativo do cromossomo X bubalino com outras espécies 

representando diferentes ordens da Classe Mammalia permite concluir que existe 

uma extensa conservação do conteúdo do cromossomo X mesmo entre espécies 

distantemente relacionadas. Grande parte deste conteúdo que apresenta sintenia 

conservada, mantém conservada também a ordem gênica, com exceção de algumas 
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posições discordantes, frutos de rearranjos internos que acompanharam a evolução 

deste cromossomo. 

A comparação com o mapa de ligação de ovelha permitiu verificar a extensa 

conservação da ordem gênica nestas duas espécies pertencentes à Ordem 

Arthiodactyla, família Bovidae, refletindo sua proximidade filogenética embora, exista 

a inversão de todo o bloco conservado. 
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