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COMPARACAO CARIOTIPICA ENTRE Mazama gouazoubira e Mazama
nemorivaga (ARTIODACTYLA; CERVIDAE) POR MEIO DE MARCADORES
CITOGENETICOS  CLASSICOS, FISH TELOMERICA E  PINTURA
CROMOSSOMICA.

RESUMO - As espécies Mazama gouazoubira e Mazama nemorivaga, por muito
tempo trouxeram duvidas quanto a sua classificacdo e atualmente sdo descritas
como espécies diferentes. A constituicdo cariotipica de M. gouazoubira (2n=70 e
NF=70) é similar a de M. nemorivaga (2n=67 a 69 e NF=69 a 72), o que as difere
sdo 0 numero de cromossomos B e o cromossomo X. O objetivo deste trabalho foi
analisar as diferencas cariotipicas, identificando os rearranjos cromossdmicos que
diferenciaram as espécies. Amostras de sangue e pele foram coletadas de 23
animais (15 M. gouazoubira e 08 M. nemorivaga) e as preparacdes cromossdmicas
foram submetidas aos bandamentos (C, G e coloracdo Ag-RON) e a hibridizac&o in
situ fluorescente. Dos 15 M. gouazoubira 02 foram variantes e dos 8 M. nemorivaga
4 foram variantes. A banda C mostrou que nas duas espécies as regides
centromeéricas e pericentroméricas de todos os cromossomos sdo heterocromaticas,
exceto 0 Y que € eucromatico. As regides organizadoras do nucléolo ativas foram
localizadas nos mesmos pares cromossdmicos (1 e 2) nas duas espécies. Sinais
teloméricos foram localizados nas extremidades de todos os cromossomos e na
regido mediana do X nas duas espécies foi detectado um sinal telomeérico intersticial.
Os machos M. nemorivaga apresentaram um cromossomo sem par homodlogo a
metade distal do braco g do cromossomo X. A pintura cromossdmica mostrou total
homeologia da sonda do cromossomo X de M. gouazoubira com o braco p e com a
metade proximal do braco g do X de M. nemorivaga. A metade distal do
cromossomo X ndo apresentou sinal de hibridizacdo e foi originada por uma fusdo
em tandem de um autossomo acrocéntrico, diferenciando o sistema sexual de M.

nemorivaga.

Palavra-chave: sistema sexual multiplo, fusdo cromoss6émica, cromossomos B



Karyotype comparison between Mazama gouazoubira and Mazama nemorivaga
(ARTIODACTYLA; CERVIDAE) through conventional cytogenetic marks, FISH

analysis of telomeric repeats and chromosome panting.

RESUMO - The taxonomic classification of Mazama gouazoubira and Mazama
nemorivaga has been uncertain, but nowadays they are described as distinct species.
The standard karyotype constitution of M. gouazoubira (2n=70 and FN=70) is similar
to M. nemorivaga (2n=68 and FN=70) and the differences between them are the
number of B chromosomes and the morphology of X chromosome. This study aimed
to analyze the karyotypic differences between M. gouazoubira and M. nemorivaga
species identifying the chromosomal rearrangements that distinguished them. Blood
and skin samples were collected from 23 animals (15 M. gouazoubira and 08 M.
nemorivaga) and chromosomal preparations were submitted to G and C banding, Ag-
NOR staining and to fluorescent hybridization in situ. From 15 M. gouazoubira
analyzed here, two of them showed variants karyotypes while from eight M.
nemorivaga, 4 of them were variants. The analysis of C-bands showed all centromeric
and pericetromeric regions were heterochromatic, except the Y chromosome. In both
species the actives nucleolar organizer regions were observed in the terminal position
of chromosome pairs 1 and 2. The telomeric sites were located at all the
chromosomes ends and at the half of X-chromosome g arm in both species. The
males of M. nemorivaga showed one acrocentric chromosome without its
corresponding pair, but it was homologous to distal half of g arm of X-chromosome.
The chromosome painting analysis showed total homeology of the X-chromosome M.
gouazoubira probe with the whole p arm and proximal half of g arm of X-chromosome
from M. nemorivaga. The distal half of X-chromosome did not show hybridization
signal and it was originated by tandem fusion of a small acrocentric, resulting in a

different sexual system for M. nemorivaga.

Keywords: multiple sexual system; chromosome fusion; B chromosome



l. INTRODUCAO

A classificacdo taxondmica do género Mazama e a divisdo das espécies de
veados cinza por muito anos estiveram repletas de divergéncias e incertezas.

Atualmente o género Mazama agrupa o segundo maior numero de espécies de
cervideos, havendo até o momento dez espécies reconhecidas: M. rufina, M. pandora,
M. chunyi, M. bricenii, M. nemorivaga, M. temama, M. americana, M. gouazoubira, M.
nana e M. bororo (WEMMER, 1998; ROSSI, 2000; GROVES, 2007). Os membros do
género dividem-se em dois grupos, com base na coloracédo da pelagem, os veados
vermelhos (M. americana, M. nana e M. bororo) e os veados marrons ou cinzas (M.
gouazoubira e M. nemorivaga) (DUARTE, 2008).

As espécies M. gouazoubira e M. nemorivaga, que por muito tempo trouxeram
davidas quanto a classificacdo, atualmente sdo descritas como espécies diferentes.
ApoOs varios estudos e comparacoes, diferencas marcantes (cromossomos sexuais,
namero de cromossomos B, diferencas morfolégicas) foram encontradas e as
espécies classificadas separadamente (ROSSI, 2000). Estudos realizados por Duarte
et. al. (2008) trouxeram a ideia de que M. gouazoubira e M. nemorivaga pertenceriam
a dois géneros distintos e sugere a possibilidade de existéncia de duas espécies
dentro dos M. nemorivaga, uma ocorrendo na regiao oeste da Amazonia e outra ao
leste.

Com os avancgos dos estudos citogenéticos, polimorfismos envolvendo numero
e morfologia cromossémica passaram a ser observados em varias espécies de
mamiferos (WANG, 2003). A genética € uma ferramenta valiosa para o
esclarecimento de processos evolutivos e classificacdo de diferentes espécies de
cervideos (DUARTE & MERINO, 1997). Os primeiros trabalhos citogenéticos em
mamiferos mostraram uma grande variacdo do numero diploide entre as espécies e
consideravam as fusfes cromossOmicas como um dos principais mecanismos de
diferenciacdo cariotipica (CHANDRA et al., 1967; GUSTAVSSON & SUNDT, 1969;
TAYLOR et al., 1969; JORGE & BENIRSCHKE, 1977; NEITZEL, 1987).

As diferencas cariotipicas, somadas as diferencas morfologicas, corroboram a

classificacdo de M. nemorivaga como espécie verdadeira, separando-a de M.



gouazoubira. Wilson et. al (1974) propds que a evolucdo cromossémica e morfolégica
ocorrem paralelamente. Estudos mais detalhados destas espécies poderao identificar
as particularidades e ajudar no entendimento dos processos evolutivos sofridos por
elas para que assim, a comparacao das espécies M. gouazoubira e M. nemorivaga
venham confirmar as ideias propostas anteriormente.

O presente trabalho buscou elucidar as diferencas entre a constituicao
cromossOmica de M. gouazoubira e M. nemorivaga, identificando os tipos de
rearranjos envolvidos na diferenciacdo cariotipica das duas espécies apartir da
determinacao das regides que apresentam homologia. Para isso, utilizou-se, além das
coloracbes classicas da citogenética (bandmentos G, C e coloracdo Ag.RON), a
técnica de hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) ja que, até o momento, os estudos
cromossOmicos feitos com as duas espécies em questdo se restringiram a uma
descricao preliminar dos bandamentos classicos (G, C e RON) sem nenhum tipo de
andlise comparativa aprofundada.



ll. REVISAO DE LITERATURA

Allen (1915) foi quem realizou a primeira grande divisdo taxonémica do género
Mazama, classificando sete espécies para veados cinza. Este autor descreveu a
espécie Mazama superciliaris para o Brasil e Mazama nemorivagus, que Cuvier
(1817) ja havia citado como espécime originario de Cayenne, na Guiana Francesa.
Miranda-Ribeiro (1914) durante um amplo estudo taxondmico sobre os cervideos
brasileiros encontrou no estado de Rondbdnia uma pequena espécie de veado cinza,
classificando-a como Mazama rondoni.

Ribeiro (1919) descreveu para o Brasil quatro espécies do género Mazama,
incluindo para o grupo de veados cinza Mazama gouazoubira e Mazama rondoni.
Avila-Pires (1959) desconsiderou Mazama rondoni como espécie e a classificou como
subespécie de Mazama gouazoubira. Cabrera (1960) também descreveu quatro
espécies para o Brasil, inclusive Mazama gouazoubira, mas descreveu Mazama
rondoni como sendo Mazama gouazoubira superciliaris, subespécie de Mazama
gouazoubira, (DUARTE, 1996). Czernay (1987) considerou M. gouazoubira como
espécie valida, mas também considerou M.rondoni sinonimia de M. g. superciliaris. Ja
Duarte (1996) considerou cinco espécies validas para o Brasil, e entre estas Mazama
gouazoubira e Mazama rondoni. Finalmente Rossi (2000) considerou Mazama
rondoni como sinonimia de Mazama nemorivaga, que hoje € reconhecida como
espécie valida (ROSSI & DUARTE, 2008; ROSSI et al. 2010). A Figura 1 (a e b)
ilustram, respectivamente, exemplares machos das espécies M. gouazoubira e M.

nemorivaga.



Figura 1. Exemplares machos da espécie M. gouazoubira (a) e M. nemorivaga (b).

Mazama gouazoubira é uma espécie de pequeno a médio porte, ocorrendo nas
savanas com uma coloragdo amarronzada e ocorrem nas florestas com uma
coloracdo acinzentada. Seu peso é de aproximadamente 18 kg e apresenta em média
50 cm de altura (ROSSI 2000). Suas orelhas sdo grandes e arredondadas e os chifres
nao sdo ramificados. A regido ventral € baia, com areas brancas na parte inferior da
cauda e face interna da orelha. E a espécie de cervideo mais abundante da regiéo
neotropical (DUARTE, 1996). Esta espécie € encontrada desde florestas densas
continuas até savanas abertas com poucas e pequenas manchas de mata. Segundo
Eisemberg (1989) e Emmons (1990), ocorre desde o Panama até a Argentina Central.
Para Duarte (1996) sua distribuicdo no Brasil vai do Rio Grande do Sul até o norte do
Estado do Mato Grosso. Ja para Rossi (2000) a distribuicdo da espécie abrange as
regides Sul, Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil. O veado catingueiro (M.
gouazoubira) € classificado pela IUCN Red List (2009) como LC (‘least concern’ =
pouco preocupante; ndo sofre ameaca imediata a sobrevivéncia). Porém, no Brasil, a
classificacdo regional é variavel, sendo considerada espécie vulneravel no Rio
Grande do Sul (Marques et al. 2002) e ameacada no Rio de Janeiro (BERGALLO et
al. 2000). A Figura 2 representa um mapa com a area de ocupacao da espécie M.

gouazoubira.



Figura 2: Distribuicio geogréafica da espécie Mazama gouazoubira. Fonte:
http://www.iucnredlist.org, IUCN (International Union for Conservation Of Nature) 2008.

Duarte (1996) descreveu M. nemorivaga como espécie de pequeno porte,
pesando em torno de 15 kg e com 48 cm de altura. Os animais desta espécie
apresentam orelhas pequenas e afiladas, olhos que ultrapassam a linha do créanio e
mufla grande. Sua coloracdo € acinzentada mesclada com pélos amarelados,
principalmente nas laterais. A espécie M. nemorivaga parece estar restrita ao bioma
de Floresta Ombréfila Densa, presente na regido amazoénica e particularmente no
estado do Maranhdo, ela pode ocorrer nas areas de transicdo entre Cerrado e
Floresta Estacional e, possivelmente em Floresta Estacional Decidual (ROSSI, 2000).
Aparentemente esta distribuida no Brasil, Guiana Francesa, Suriname, Guiana,
Venezuela, Coldmbia, Panama (llha San José), Equador, Peru, e provavelmente na
Bolivia (ROSSI & DUARTE 2008; ROSSI et al. 2010). No Brasil a espécie é
encontrada nos estados do Amazonas, Para, Rondbnia, Amapa, norte do Mato
Grosso e nordeste do Maranhdo (ROSSI, 2000). A IUCN (International Union for
Conservation of Nature) considera a espécie como Nao Prioritaria (LC), devido a
deficiéncia de informacdo da mesma, porém no Brasil acredita-se que esteja sob
ameaca, devido ao desmatamento e a caca (ROSSI & DUARTE 2008). A Figura 3
representa um mapa com a area de distribuicdo da espécie M. nemorivaga.



Figura 3: Distribuicdo geogréfica da espécie Mazama nemorivaga. Fonte:
http://iwww.iucnredlist.org, IUCN (International Union for Conservation Of Nature) 2008.

Duarte (1998) analisou morfologicamente os Mazama cinzas do Brasil e relatou
gue os M. gouazoubira do nordeste brasileiro, que sdo os menores do Brasil, s&o
semelhantes aos M. nemorivaga na maioria das caracteristicas biométricas.
Entretanto, comparando-se estes ultimos aos M. gouazoubira do sul e centro-oeste do
Brasil, os M. nemorivaga sdo bem menores. Este mesmo autor, em 1996, sugere que
M. nemorivaga pode estar substituindo M. gouazoubira na regido Amazonica.

Ap6s comparacdo entre o caridtipo de diferentes espécies, foi possivel
estabelecer que o caribtipo ancestral para a familia Cervidae possuia 2n=70 e NF=70,
sendo todos 0s cromossomos acrocéntricos, exceto o Y que foi caracterizado como
um pequeno metacéntrico. Este caridtipo é observado em duas espécies atuais,
porém distantes filogeneticamente: a espécie neotropical M. gouazoubira e a asiatica
Hydropotes inermis (NEITZEL, 1987; TAYLOR, 1969; FONTANA & RUBINI, 1990).
Estudos realizados por Sarria Perea (2012) sugerem que 0 cromossomo X
acrocéntrico de M. gouazoubira seria produto de uma inversao pericéntrica, a partir de
um cromossomo X ancestral de dois bracos, uma vez que as demais espécies da
tribo Odocoileini possuem um cromossomo X com esta morfologia. Porém, a hipétese
inversa de que o cromossomo X de dois bracos tenha se derivado de um ancestral

com morfologia acrocéntrica ndo é descartavel (SARRIA PEREA, 2012).



As primeiras analises citogenéticas incluindo espéceis de cervideos
neotropicais foram realizadas por Neitzel (1979). Apdés estudar uma fémea de M.
gouazoubira, Neitzel (1979) encontrou 2n= 70 e NF=70, com todos 0S cromossomos
acrocéntricos. Neitzel (1987) analisou um macho de M. gouazoubira e definiu o
cromossomo X como o0 maior e o0 Y como o menor do complemento, descrevendo
também os padrdes de bandas G e C desta espécie.

Duarte (1992) realizou um estudo com 35 espécimes de M. gouazoubira do
Brasil, encontrando os mesmos resultados descritos por Neitzel (1987), além de
relatar a localizacao das regides organizadoras do nucléolo (RON) nos telébmeros dos
cromossomos 2 e 3. O mesmo autor descreveu a existéncia de translocacdes do tipo
Robertsoniana e de cromossomos B em alguns individuos. Os cromossomos B ou
supranumerarios sao elementos adicionais, mas dispensaveis, jA que nao estao
presentes em todos os individuos. S&o elementos extras no caribtipo e
morfologicamente distintos de quaisquer cromossomos regulares, podendo ser 0s
menores em tamanho ou muito grande como é o caso de alguns peixes. Sua
ocorréncia € praticamente universal em peixes, anfibios, répteis e mamiferos
(KASAHARA 2009). Estes cromossomos sdo encontrados nos cervideos neotropicais
variando de 1 a 6 em M. nana (ABRIL & DUARTE, 2008), 4 a 5 em M. bororo
(DUARTE & JORGE, 2003) e 2 a 6 em M. americana (SARRIA PEREA, 2004). Duarte
& Merino (1997), sugeriram que tais cromossomos B pudessem ser oriundos de
fragmentos centromeéricos resultantes das quebras cromossémicas de rearranjos
como as translocagbes Robertsonianas. Nestes trabalhos nao foram realizados
bandamentos que permitissem a identificagdo dos cromossomos envolvidos nas
fusdes.

A constituicdo cariotipica de M. nemorivaga é muito similar a de M.
gouazoubira (2n = 70 e NF = 70), ja que ambas possuem 0S CromossOmos
autossdmicos acrocéntricos. Porém o que as difere € que, M. nemorivaga tem um par
autossdmico a menos e cromossomo X submetacéntrico, enquanto em M.
gouazoubira este cromossomo é um acrocéntrico grande (DUARTE, 1992; DUARTE,
1998). Também ¢é verificado em M. nemorivaga o grande nimero de cromossomos B
(2 a 8), 0 que ndo é encontrado em M. gouazoubira. A morfologia submetacéntrica do

cromossomo X, encontrada em M. nemorivaga, parece ser uma caracteristica



ancestral originada a partir de uma inversao pericéntrica e esta presente em todas as
espécies da subfamilia Capreolinae, exceto em M. gouazoubira (NEITZEL, 1987,
FONTANA & RUBINI, 1990).

Apoés estudar uma fémea capturada na regido de Rondb6nia, Duarte (1992)
descreveu seu cariotipo como 2n=66, acrescido de 8 cromossomos B, com dois pares
de cromossomos submetacéntricos. Duarte & Merino (1997) explicaram que este
mesmo animal poderia ser a espécie Mazama rondoni, descrita por Ribeiro (1919).

Os trabalhos realizados por Duarte (1998) constataram diferencas marcantes
no cariotipo dos animais analisados. Este autor encontrou variacdes de 2n=67 a 69 e
NF=69 a 72, sendo alguns cromossomos submetacéntricos, inclusive 0 cromossomo
X e um grande numero de cromossomos B (2 a 8). Estes animais foram considerados
Mazama rondoni, seguindo a sugestado feita por Duarte & Merino (1997). Duarte
(1998) constatou que alguns animais da espécie M. gouazoubira apresentavam
fusbes céntricas e, estes resultados se aproximaram dos obtidos por este mesmo
autor em 1992. Isto pode indicar a fragilidade cromossémica existente nesta espécie
(DUARTE, 1998). As primeiras andlises por meio de bandamentos em M. nemorivaga
foram realizadas por Ferreto (2010), que por meio do bandamento G identificou que
0S machos apresentavam um cromossomo sem par. Este autor propds entdo que
havia ocorrido uma fusdo X-autossdmica, que provocou a diferenciacdo do sistema
sexual, tornando-o XX/XY1Y2.

Duarte (1996) depois de encontrar diferencas citogenéticas entre M.
gouazoubira e M. nemorivaga (M. rondoni), passou a considera-las espécies distintas,
o que foi confirmado por Rossi (2000) através de estudos morfoldgicos. Estudos
moleculares revelaram que M. gouazoubira e M. nemorivaga ndao Sao um grupo
monofilético e sugere a possibilidade de existéncia de duas espécies dentro do que
hoje é considerado M. nemorivaga, uma ocorrendo na regido oeste da Amazénia e
outra ao leste (DUARTE et. al., 2008).

As técnicas de bandamento sao capazes de caracterizar regifes
cromossémicas, facilitando a discriminacéo entre cariétipos aparentemente similares,
revelando mecanismos de rearranjos e no estabelecimento de homologias (OZOUF-
COSTAZ & FORESTI, 1992). A utilizacdo da citogenética classica de forma conjunta a

citogenética molecular fornece importantes informacfes, pois muitos processos



genéticos que contribuiram para a diferenciacdo das espécies sO podem, muitas
vezes, serem evidenciados cromossomicamente pela citogenética molecular. Sendo
assim, a técnica de hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) € usada para uma analise
mais refinada do DNA cromossdémico e a pintura cromossémica, que € uma variagao
da FISH, tem sido muito util para se detectar homologias cromossdémicas gerando
informacdes sobre o processo de evolucdo cariotipica e sobre a citotaxonomia
(MATSUBARA et al., 2004). Cromossomos inteiros ou segmentos cromossémicos
podem ser usados como sondas hibridizadas em outra espécie e as variacdes entre
os cariotipos detectadas por microscopia de fluorescéncia (GUERRA, 2004). No inicio
as sondas de cromossomos humanos foram as primeiras a serem utilizadas e por iSso
a técnica de ZOO-FISH foi muito utilizada nas comparacfes dos caridtipos de
primatas, e posteriormente entre outras espécies de mamiferos (KASAHARA, 2009).

A evolucdo cariotipica do género Muntiacus da famila Cervidae tem sido
amplamente estudada desde a época de 90 através da técnica de pintura
cromossOmica, para se estabelecer as relacdes das espécies proximas (YANG et.al.
1995). Yang et. al. (1997) confirmou que Muntiacus reevesi (2n=46) evoluiu
cariotipicamente a partir de ancestral hipotético da familia Cervidade (2n=70). Para
isto, sondas de M. gouazoubira e M. reevesi foram utilizadas e hibridizadas em
metafases de M. reevesi, M. gouazoubira e Hidropotes inermis. Através da pintura
cromossémica reciproca a teoria de que a evolugdo cariotipica de Muntiacus se deu
por fusbes em tandem foi revista, assim, outros rearranjos cromossoémicos, além de
fusBes céntricas e em tandem, aconteceram durante a evolucao do género.

Abril et. al. (2010) utilizou pela primeira vez a técnica em um trabalho com
cervideos neotropicais, buscando entender o processo de evolu¢do cromossémica da
espécie M. americana no Brasil, utilizando algumas sondas cromossémicas da

espécie M. gouazoubira (2n=70; NF=70).



lIl. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Para a realizagdo deste estudo foram analisados 15 animais e/ou material
biologico da espécie M. gouazoubira (12 fémeas e 03 machos) e 08 animais e/ou
material biol6gico da espécie M. nemorivaga (03 machos e 05 fémeas), mantidos em
cativeiro e/ou mantidos no banco de células pelo Nucleo de Pesquisa e Conservacao
de Cervideos (NUPECCE), do Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias

Agrarias e Veterinarias, UNESP - campus de Jaboticabal (Tabela 1).

3.2. Colheita das amostras

Os animais foram contidos fisica e quimicamente por meio da aplicagdo manual
da associagédo de 5 a 7 mg/kg de Cloridrato de ketamina e 1 mg/kg de cloridrato de
xilazina (NUNES et al., 1997), para a realizacado da colheita de sangue e pele, que
foram processadas em laboratorio num prazo de até 24 horas. As amostras foram
colhidas em Vacutainer® heparinizados de 10 mL e estocadas em geladeira a 4°C,
logo apds o procedimento.

Um pequeno fragmento de pele (1 cm x 1 cm) foi colhido da face interna da
coxa apos tricotomia e desinfeccdo da area com alcool 70%, mergulhado em solucdo
McCoy’s com altos niveis de antibiético (100 ml McCoy’s acrescidos de 10 mg de
Anfotericina B e 25 mg Sulfato de Gentamicina) e levado para geladeira (4°C), até a
chegada no laboratério. Foram utilizadas amostras de pele congeladas em meio
crioprotetor (DUARTE et al. 1999), e mantidas no banco de células do NUPECCE,
estas foram descongeladas em banho-maria 37°C



Tabela 1: Dados das espécies Mazama gouazoubira (Mg) e Mazama nemorivaga (Mn)
analisados, com identificagcéo, procedéncia, origem geografica, sexo (F = fémea; M = macho)

e espécie.
Identificag&o Procedéncia Origem Sexo
Desconhecida
Mgo1 Rib.PreItEc?/tjz(rj;népolis F
Mg02 NUPECCE Desconhecida E
Mg03 Desconhecida Carajas/PA E
Mg04 Desconhecida Luiz Antonio/SP F
Mg05 Desconhecida Descalvado/SP F
MgO06 Desconhecida Santa Rosa de Viterbo/SP E
MgO07 Zoo Piracicaba/SP Desconhecida F
Mg08 Desconhecida Franca/SP F
Mg09 Zoo Guaira/SP Desconhecida F
Mg10 Desconhecida Carajas/PA M
Mg11 Zoo Guaira/SP Desconhecida £
Mg12 Zoo Piracicaba/SP Desconhecida M
Mg13 Zoo Piracicaba/SP Desconhecida F
Mg14 NUPECCE Desconhecida M
Mg15 Zoo llha Solteira/SP Desconhecida =
MnO1 Desconhecida Santarém/PA F
MnO02 Desconhecida Imperatriz/MA M
MnO03 Desconhecida Juina/MT M
Mn04 Desconhecida Macapé&/AP F
MnO05 Desconhecida Macapé&/AP F
Mn06 Desconhecida Maraba/PA M
MnO7 Desconhecida Rondénia F
MnO08 Desconhecida Rio Branco/AC M




3.3. Cultivos de linfécitos (MOORHEAD et al., 1960, com modificagdes)

Para o cultivo de linfécitos, as amostras de sangue heparinizado foram
centrifugadas a 1200 rpm por 6 minutos. O anel leucocitario foi colhido com pipeta
Pasteur e 0,3 ml deste foi depositado em 4 ml de meio DMEM (Meio Essencial
Minimo Modificado de Dulbecco) enriquecido com 1 ml de soro fetal bovino e 0,6 ml
de fitohemaglutinina P.

As culturas permaneceram incubadas por 72 horas a 37°C e uma hora antes
da colheita foram adicionados 0,3 ml de colchicina 0,0016 %. Apds sua retirada da
estufa, as culturas foram depositadas em tubos de fundo cénico e centrifugadas a
12000 rpm por 6 minutos descartando-se o sobrenadante. O sedimento foi
ressuspendido em 10 mL de solucdo hipotonica (KCI 0,075M) e incubado numa
temperatura de 37°C por 20 minutos. Depois, o material foi centrifugado, o
sobrenadante descartado novamente e o sedimento foi restituido em 6 mL de solucéo

fixadora de metanol e acido acético 3:1 (Carnoy) respectivamente, em trés ocasides.

3.4. Cultivo de fibroblastos (VERMA & BABU, 1995)

As amostras de pele foram divididas em pequenos fragmentos com o auxilio de
lamina de bisturi e transferidos a frascos de cultivo T25 com 1 mL de meio de cultura
DMEM, suplementado com soro fetal bovino a 50%, 5uL de amicacina para cada 1
mL de meio de cultura e em seguida levados a estufa 5% CO2 a 37°C (VERMA &
BABU, 1995).

Apés 48 horas de cultivo, quando ja havia ocorrido a aderéncia dos fragmentos
no frasco, foram adicionados 3 mL de meio com 10% de soro fetal bovino que foram
trocados a cada 48 horas at¢é o momento de colheita da cultura. Foi realizado
supervisionamento diario até a formacdo de uma camada de células no fundo do
frasco. Para fazer a colheita foram adicionados 60uL de colchicina (0,016%) em cada
frasco, ficando a 37°C por 30—40 minutos na estufa. Logo apos, foi adicionada uma

solucédo de tripsina para promover a dissociacdo das células e posterior colheita,



hipotonizacdo com KCI 0,075M e fixacdo, como realizado na colheita do cultivo de

linfocitos.

3.5. Andlise e captura de imagens

As laminas coradas com Giemsa foram analisadas através do microscopio
Zeiss Axiophot Il (objetiva de 100x) equipado com camera Zeiss AxioCam MRm, por
meio do programa AxioVision 4.8. As imagens foram editadas com o auxilio do

programa Adobe Photoshop CS3.

3.6. Citogenética classica

3.6.1. Bandas G (SEABRIGHT, 1971, modificada).

Foram empregadas laminas de dez dias de preparacdo, as quais foram
mergulhadas numa solucéo de tripsina 0,0015% em tampao fosfato e a temperatura
ambiente por 2 a 3 segundos. A coloragao foi feita com solucdo Giemsa 1:30 em
tampéo fosfato pH 6,8 por 6 minutos.

3.6.2. Coloracédo Ag-RON (HOWELL & BLACK, 1980).

Em laminas de 30 dias ou menos, foram pingadas duas gotas de nitrato de
prata a 50% e uma gota de solucdo coloidal (1g de gelatina P.A. em 50 mL de agua
deionizada mais 0,5 mL de &cido férmico), colocando-se uma laminula sob a
preparacdo. A lamina foi colocada em camara Umida, e aquecida a 56°C em estufa
durante 8 minutos até obter uma coloracdo dourada. Apés isso, a lamina foi
mergulhada em agua destilada para retirada da laminula, sendo depois lavada com

agua corrente e analisada ao microscopio.



3.6.3. Bandas C (SUMNER, 1972)

As laminas foram hidrolisadas em solucdo de HCI (0,02N) por 15 minutos,
sendo em seguida enxaguadas em agua destilada e posteriormente imersas em
solugdo de Ba(OH)2 (0,07N) a 41°C durante 30 minutos. As laminas foram
enxaguadas novamente e incubadas em solugdo 2 x SSC a 60°C por 2 hora. Em
seguida as laminas foram coradas com Giemsa a 2 % em tampao fosfato, por 15 a 20

minutos.

3.7. Citogenética molecular

3.7.1. FISH telomérica

Para a identificacdo dos sitios teloméricos, foram usadas sondas construidas
por PCR utilizando-se os iniciadores 1 (TTAGGG)5 e 2 (CCCTAA)5 (1JDO et al.,
1991). A marcacao da sonda foi feita pelo método nick translation utilizando-se o Kit
BionickTM Labeling System (Invitrogen Life Technologies) seguindo as especificacdes
do fabricante.

As preparacdes cromossbmicas foram desnaturadas em formamida
70%/2xSSC a 67°C, desidratadas em série alcodlica e a incubadas com a sonda a
37°C durante 16 horas. A detecc¢éo das sondas biotiniladas foi realizada com solugéo
de avidina conjugada a FITC (fluoresceina-isotilcianato) e a contra-coloragcéo

cromossoOmica foi feita com iodeto de propidio em antifade.

3.7.2. Pintura cromossdmica

Para pintura cromossdmica, as sondas de Mazama gouazoubira utilizadas
neste trabalho foram preparadas a partir de uma linhagem celular de um macho da
espécie (com 2n=70 + 3B; NF=70) mantida pelo laboratério de Citogenética Molecular
do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade de Cambridge, Inglaterra,

coordenado pelo Dr. Malcolm A. Ferguson-Smith. O primeiro trabalho utilizando



sondas de M. gouazoubira foi 0 de Yang et. al. (1997a) no qual de 16 picos separados
na citometria, 13 sondas cromossémicas foram utilizadas. Os cromossomos foram
separados por citometria de fluxo seguindo a metodologia de Yang et al. (1995) e
amplificados por DOP-PCR (Degenerate oligonucleotide primer) (FERGUSON-SMITH
et al., 1998; TELENIUS et al. 1992). Para a realizacdo deste trabalho foi realizada
uma nova separacao dos cromossomos no laboratério da Universidade de Cambridge
e 30 picos foram isolados e enviados para o laboratério de citogenética do
NUPECCE.

A marcacdo das sondas foi realizada através da incorporacdo de biotina-16-
dUTP (Roche) também por DOP-PCR e a hibridizacéo foi feita de acordo com Yang et
al. (1995). As laminas foram pepsinizadas por 2 minutos, desidratadas em série
alcodlica, desnaturadas em formamida 70% / 2xSSC por 1 minuto, desidratadas
novamente em série alcodlica e a incubacao com a sonda foi a 37°C durante 24 horas
para hibridizacdes espécie-especifica e durante 72 horas para inter-especificas. A
deteccdo das sondas biotiniladas foi realizada com Cy3 conjugado a avidina e a

contra-coloracdo cromossémica foi feita com DAPI.



IV. RESULTADOS

Foram estabelecidos o complemento cromossdémico (numero dipléide e nUmero
fundamental) dos 23 animais analisados (Tabela 2).

Dos 15 animais cativos da espécie M. gouazoubira analisados, 13 exibiram o
cariétipo padrdo da espécie (2n=70, NF=70). As Figuras 4 e 5 ilustram os cari6tipos
padréo de fémea e de macho da espécie, respectivamente, sob coloracdo de Giemsa.

As fémas Mg05 e Mg09 de M. gouazoubira apresentaram cariotipo variante
devido a presenca de um cromossomo autossémico submetacéntrico, produto de uma
fusdo Robertsoniana, resultando em um cariétipo com 2n=69 e NF=70 (figura 06). Os
cromossomos B ndo foram encontrados em todos o0s animais desta espécie,
aparecendo somente em 03 fémeas e 01 macho, com variagdo de 0 a 3 e morfologia

acrocéntrica ou puntiforme.

Figura 4: Caridtipo padrdo de fémea da espécie Mazama gouazoubira sob coloragéo
convencional Giemsa, com 2n=70; NF=70 + 01 B.



Tabela 2: Dados cariotipicos dos animais amostrados, onde Mg = Mazama gouazoubira; Mn =

Mazama nemorivaga; M =

macho; F = fémea; 2n

nuamero dipléide; NF = numero

fundamental, FR= presenca de rearranjo do tipo fusdo Robertsoniana, B = numero de

cromossomos B.

Identificagdo Sexo 2n/ NF Polimorfismo (FR ou B)
Mg01 F 2n=70, NF=70 -
Mg02 F 2n=70, NF=70 -
MgO03 F 2n=70, NF=70 0a3B
Mg04 F 2n=70, NF=70
MgO05 F 2n=69, NF=70 FR
MgO06 F 2n=70, NF=70 -
MgO07 F 2n=70, NF=70 -
MgO08 F 2n=70, NF=70 0a2B
Mg09 F 2n=69, NF=70 FR
Mg10 F 2n=70, NF=70 0a3B
Mg11l F 2n=70, NF=70 -
Mg12 M  2n=70,NF=70 -
Mg13 F 2n=70, NF=70 -
Mgl4 M  2n=70, NF=70 0a3B
Mg15 F 2n=70, NF=70 -
MnO01 F 2n=68, NF=70 2a48B
Mn02 M 2n=69, NF=70 2a6B
Mn03 M  2n=67, NF=70 FR,2a6B
Mn04 F 2n=69, NF=72 FR,4a5B
Mn05 F 2n=69, NF=72 FR,4a6B
Mn06 F 2n=68, NF=70 4a6B
Mn07 F 2n=68, NF=70 4a6B
Mn08 M 2n=69, NF=70 2a4B
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Figura 5: Caridtipo padrdo de macho da espécie Mazama gouazoubira sob coloragéo

convencional Giemsa, com 2n=70; NF=70.

a8 a0 0e 89 an oo

B 60 ob O

of o

i 0o ob M

A0 K an  an
17 20

15,16 16 18 19
én nd 0 o0 08 a0 on 0 ah  ob
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

ao nA Oon ne
31 32 33 34

XX

Figura 6: Cariotipo representativo das fémeas Mg05 e Mg09 portadoras de translocagéo, sob

coloracdo convencional Giemsa, com 2n=69; NF=70.



O numero dipléide encontrado para os animais da espécie M. nemorivaga
variou de 67 a 69. As fémeas Mn01, Mn06 e Mn07 apresentaram 2n=68 e NF=70,
enquanto as fémeas Mn04 e Mn05 apresentaram 2n=69 e NF=72. As Figuras 7 e 8
ilustram os cariotipos padroes de fémea (2n=68) e macho (2n=69) da espécie M.
nemorivaga sob coloracdo convencional de Giemsa. Os machos Mn02 e Mn08
apresentaram 2n=69 e o macho Mn03 apresentou 2n=67 com numero fundamental
constante (NF=70).

Além disto, no macho Mn03 foi encontrado um par autossémico de morfologia
submetacéntrica originado a partir de uma fuséo céntrica (Figura 9). As fémeas Mn04
e Mn05 apresentaram um cromossomo autossdmico submetacéntrio devido a fuséo
centromérica entre dois cromossomos autossémicos acrocéntricos (Figura 10). Os
cromossomos B apareceram nos oito animais, variando de 2 a 6 com morfologia

acrocéntrica ou puntiforme, semelhante aos encontrados em M. gouazoubira.
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Figura 7: Cari6tipo padrdo de fémea da espécie Mazama nemorivaga sob coloragéo
convencional Giemsa, com 2n=68; NF=70 + 04 B.
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Figura 8: Caridtipo padrdo de macho da espécie Mazama nemorivaga sob coloragéo
convencional Giemsa, com 2n=69; NF=70 + 03 B.
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Figura 9: Carittipo variante do macho Mn03 da espécie Mazama nemorivaga portador de
translocacao, sob coloracdo convencional Giemsa, com 2n=67; NF=70 + 03 B.
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Figura 10: Caribtipo variante das fémeas Mn04 e Mn5 da espécie Mazama nemorivaga
portadoras de translocacéo, sob coloracao convencional Giemsa, com 2n=69; NF=72 + 05 B.

4.1. Bandamentos

4.1.1. Banda G

Através do bandamento G foi possivel identificar quais cromossomos estédo
envolvidos nas translocacdes que ocorreram nas fémeas Mg05 e Mg09 da espécie M.
gouazoubira, bem como no macho Mn03 e nas fémeas Mn04 e Mn05 da espécie M.
nemorivaga.

A figura 11 ilustra o cariétipo padrdo de uma fémea da espécie M.gouazoubira
sob bandamento G. A comparacdo dos cari6tipos das duas fémeas de M.

gouazoubira que possuem caribtipos variantes com o cariétipo padrdo da espécie,



mostrou que em ambas os cromossomos envolvidos nos rearranjos do tipo fusdo

céntrica sdo o 15 e 16 do cariotipo padréo. (Figura 12).
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Figura 11: Carittipo de fémea da espécie Mazama gouazoubira sob bandamento G. com
2n=70; NF=70.
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Figura 12: Cromossomos das fémeas Mg05 e Mg09 envolvidos na fusdo céntrica sob
bandamento G.

O bandamento G permitiu identificar na espécie M. nemorivaga que 0S
cromossomos 4 e 32 do caribtipo padrdo, sdo os envolvidos na fusdo céntrica
presente no macho Mn03 e nas fémeas Mn04 e Mn05. As figuras 13 e 14 ilustram os
cariétipos de uma fémea e macho da espécie M.nemorivaga sob bandamento G e a

figura 15 ilustra os cromossomos envolvidos na fusdo céntrica.



O cromossomo sem par observado nos machos de M. nemorivaga mostrou
homologia com a metade distal do bragco “q” do cromossomo X, confirmando a fuséo
X-autossémica Este cromossomo corresponde ao 34 (menor do lote de autossomos)
da espécie M. gouazoubira. (Figura 16).
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Figura 13: Cariotipo de fémea da espécie Mazama nemorivaga sob bandamento G, com
2n=68; NF=70 + 03 B.
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Figura 14: Cariétipo de macho da espécie Mazama nemorivaga sob bandamento G, com
2n=67; NF=70 + 05 B.

Figura 15: Cromossomos submetacéntricos oriundos de fusdo céntrica nos animais variantes
da espécie M. nemorivaga. (a). Cromossomos rearranjados do macho Mn03 e das fémeas
Mn04 e Mn05 sob bandamento G. (b). Homologia entre os acrocéntricos do cariétipo padrao
de M. nemorivaga (pares 4 e 32) com o cromossomo rearranjado dos cariétipos padroes.



Figura 16: Regibes homologas entre X e Y2 de Mazama nemorivaga sob bandamento G,
evidenciando o a fusdo X-autossémica.

4.1.2. BandaC

Os animais da espécie M. gouazoubira apresentaram regides ricas em
heterocromatina constitutiva pericentromérica em todos 0S Cromossomos
autossodmicos. As figuras 17 e 18 ilustram os cariétipos padrées de uma fémea e de
um macho M. gouazoubira sob bandamento C. Nas fémeas portadoras de
translocacdo (Mg05 e Mg09) nota-se um grande bloco heterocromético na regido
centromérica dos cromossomos autossdmicos fusionados (Figura 19). Em relacdo aos
cromossomos sexuais, o X mostrou-se heterocromatico na regido centromeérica,
enquanto o Y mostrou-se eucromatico. Os cromossomos B apresentaram-se

heterocromatico.



Figura 17: Cariétipo padrdo de fémea da espécie Mazama gouazoubira sob bandamento C,
com 2n=70; NF=70.
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Figura 18: Cari6tipo padrdo de macho da espécie Mazama gouazoubira sob bandamento C,
com 2n=70; NF=70.
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Figura 19: Cromossomos das fémeas Mg05 e Mg09 envolvidos na translocagédo, sob
bandamento C, respectivamente.

Na espécie M. nemorivaga também foram encontradas marcacdes de
heterocromatina na regidao centromérica de todos 0s cromossomos autossdmicos
(Figura 20). Nos animais portadores de translocacdo (Mn03, Mn04 e Mn05), também
foram observados grandes blocos heterocrométicos na regido centromérica dos
cromossomos autossomicos fusionados (Figura 21). Os cromossomos B dos animais

analisados desta espécie sdo heterocrométicos
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Figura 20: Carittipo padrao de fémea da espécie Mazama nemorivaga sob bandamento C,
com 2n=68; NF=70 +04 B.
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Figura 21: Caridtipo do macho Mn03 da espécie Mazama nemorivaga portador de
translocacgéo (4; 32) sob bandamento C, com 2n=67; NF=70 e 04 cromossomos B.

O cromossomo X desta espécie apresentou um bloco heterocromatico na
regido centromérica e banda intersticial na metade do braco g, enquanto o

cromossomo Y se apresentou eucromatico (Figura 22).
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Figura 22: Cromossomos sexuais (a) de fémea e (b) macho da espécie Mazama nemorivaga,
sob bandamento C, evidenciando marca intersticial na metade distal do brago “q” do
cromossomo X.
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4.1.3. Coloragdo Ag-RON

Através desta coloracdo pode-se notar que as regibes organizadoras
nucleolares ativas encontram-se na regido terminal dos dois maiores pares de
cromossomos autossémicos, em ambas as espécies. As figuras 23 e 24 ilustram os
cariétipos de uma fémea de M. gouazoubira e uma fémea de M.nemorivaga,
respectivamente.
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Figura 23: Carit6tipos de fémea de Mazama gouazoubira sob coloracao Ag-Ron, com 2n=70;
NF=70.
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Figura 24: Carittipo de fémea de Mazama nemorivaga sob coloracdo Ag-RON, com 2n=68,
NF=70 + 03 B.

4.1.4. FISH telomérica

Todos 0s cromossomos autossdmicos (acrocéntricos e submetacéntrios)
mostraram sinais teloméricos nas extremidades cromossdmicas em ambas as
espécies. Os cromossomos B de ambas as espécies apresentaram sinal de
hibridizacdo com a sonda telomérica, mas, na espécie M. nemorivaga o sinal foi mais
intenso. As figuras 25 e 26 ilustram metafases de M. gouazoubira e M. nemorivaga,
respectivamente, com hibridizagdo in situ fluorescente de sondas teloméricas. Nas
duas espécies analisadas, o cromossomo X apresentou além do sinal telomérico nas
extremidades, uma marcacao telomérica intersticial na regido mediana do braco
longo. A figura 27 a e b ilustram os cromossomos sexuais de M. gouazoubira e M.
nemorivaga, respectivamente, com sinal telomérico intersticial (STI) no cromossomo X

e marcacao telomérica.



Figura 25: Hibridizac&o in situ telomérica em Mazama gouazoubira. (a) Metafase de fémea
(2n=69; NF=70) evidenciando através das setas 0s cromossomos X com sinal telomérico
intersticial; (b) Metafase de fémea com 2n=69; NF=70, setas apontam O Cromossomo
fusionado e o cromossomo X acrocéntrico com STI. (c) Metafase de macho com 2n=70;
NF=70, setas apontam alguns sitios teloméricos. (d) Metafase de macho (2n=70; NF=70 + 01
B) evidenciando através das setas 0S cromossomos sexuais com marcacao telomérica e o
circulo o cromossomo B.



Figura 26: Hibridizacdo in situ telomérica em Mazama.nemorivaga. (a) Metafase de fémea
(2n=68; NF=70 + 03 B) evidenciando através das setas 0s cromossomos X com sinal
telomérico intersticial; (b) Metafase de fémea com 2n=68; NF=70 + 04 B, setas apontam
alguns sinais teloméricos. (c) Metafase de macho com 2n=67; NF=70 + 03 B, setas apontam
0s cromossomos sexuais (XY1Y2). (d) Metafase de fémea com 2n=70; NF=70 + 03 B,
circulos evidenciam os cromossomos B com sinal telomérico.



Figura 27. ldentificagdo dos sitios teloméricos nos cromossomos sexuais de (a) Mazama
gouazoubira e (b) Mazama nemorivaga, respectivamente.

4.1.5 Pintura cromossomica

A hibridizacdo da sonda do cromossomo X de M. gouazoubira em M.
gouazoubira (espécie-especifica) teve correspondéncia total com 0 cromossomo
(Figura 28). A hibridizacdo da sonda do cromossomo X de M. gouazoubira nos
cromossomos de M. nemorivaga (inter-especifica) corroborou com os resultados
apresentados pelas outras técnicas. A sonda teve correspondéncia com o bracgo curto
do X de M. nemorivaga em sua totalidade e com a metade proximal do braco longo. A
metade distal do cromossomo X que ndo apresentou sinal de hibridizacdo
corresponde ao acrocéntrico que sofreu uma fusdo em tandem com o X (Figura 29).



Figura 28. Hibridizac&o in situ da sonda do cromossomo X de M. gouazoubira em metafases
de M. gouazoubira com contracoloracdo com DAPI e marcacdo em vermelho (Cy3).

Figura 29. Hibridizac&o in situ da sonda do cromossomo X de M. gouazoubira em metafases
de M. nemorivaga com contracoloracdo com DAPI e marcacdo em vermelho (Cy3).



V. DISCUSSAO

Os estudos cariotipicos em associacdo com estudos morfolégicos auxiliam na
classificacdo e diferenciacdo das espeécies. Entretanto, até hoje as informacgles
guanto a classificacéo, distribuicdo e biologia das espécies Mazama gouazoubira e
Mazama nemorivaga sdo desencontradas e controversas. Este é, portanto, o primeiro
estudo comparativo entre estas espécies na tentativa de ampliar o entendimento dos
eventos cromossOmicos que as diferenciaram.

Dos 15 animais da espécie M. gouazoubira analisados neste trabalho, 13
apresentaram cariotipo padrdo (2n=70, NF=70) e 02 animais foram variantes, devido
a ocorréncia de rearranjo cromossdmico Robertsoniano que originou um cromossomo
autossébmico submetacéntrico. Os rearranjos Robertsonianos alteram o numero
dipléide, mas nao alteram o numero de bragos cromossdémicos (NF) do caribtipo
(YOSIDA, 1983). As espécies do género Mazama possuem uma ampla variabilidade
cromossbémica, devido a ocorréncia de rearranjos cromossdémicos que propiciaram o
processo de especiacdo (VARGAS-MUNAR, 2003). Duarte (1992) ja havia relatado
que a ocorréncia de translocagcfes é comum para esta espécie.

Na espécie M. nemorivaga foi encontrada uma variagdo de 2n=67 a 69 e
NF=70 a 72, igual a encontrada por Duarte em 1998. Dos 08 animais analisados, 03
apresentaram cariotipo polimérfico, também devido a ocorréncia de rearranjos
Robertsonianos, do tipo fusédo céntrica entre dois acrocéntricos.

Através do bandamento G foi possivel identificar que 0s cromossomos
envolvidos na fusdo céntrica em M. gouazoubira eram o 15 e 16 nos dois animais
variantes, todos na condicdo heterozigota. Na espécie M. nemorivaga a comparacao
pelo bandamento G mostrou que 3 animais polimorficos apresentavam o0s
cromossomos 4 e 32 envolvidos na fuséo céntrica, sendo que 2 deles apresentaram a
fusdo na condicédo heterozigota e somente o animal Mn03 apresentou fusdo céntrica
em homozigose, ou seja, cada cromossomo do par 4 se fusionou a um cromossomo
do par 32, deixando o cariotipo deste animal com 2 cromossomos autossémicos

submetacéntricos.



Também, foi possivel estabelecer uma homologia entre 0 cromossomo sem par
(correspondente ao 34, menor do lote de autossomos da espécie M. gouazoubira)
presente no cariétipo dos machos de M. nemorivaga com a metade distal do braco q
do cromossomo X, corroborando os resultados descritos por FERRETO (2010).

Os cromossomos B ou supranumerarios, foram encontrados em cinco animais
da espécie M. gouazoubira com variacdo de 0 a 03 e, nos animais da espécie M.
nemorivaga eles apareceram variando de 02 a 06. Esses cromossomos também séo
encontrados nos Mazama vermelhos: M. nana (1 a 6 B) (ABRIL & DUARTE 2008), M.
bororo (4 a 5 B) (DUARTE & JORGE, 2003), M. americana (2 a 6 B) (ABRIL et al,
2010; SARRIA PEREA, 2004). Os cromossomos B sdo cromossomos adicionais e
dispensaveis que estdo presentes em alguns individuos de algumas populacdes de
algumas espécies, que provavelmente se originaram dos cromossomos A, mas gue
seguiram sua propria evolugdo (CAMACHO, 2005). O numero de individuos com
cromossomos B no cari6tipo é geralmente menor dos que ndo apresentam nenhum,
dai a ideia de que ndo sdo essenciais a sobrevivéncia (KASAHARA, 2009). Para
alguns autores os cromossomos B séo parasitas naturais (OSTERGREN, 1945) e ndo
seguem as leis da heranca Mendeliana (JONES, 1995). Em ambas as espécies 0s
cromossomos B se apresentaram heterocrométicos quando submetidos ao
bandamento C. Nas espécies M. americana (ABRIL, 2009) e M. nana (ABRIL, 2005)
estes cromossomos comportam-se de maneira variavel perante o bandamento C,
alguns aparecendo totalmente ou parcialmente heterocromaticos e outros,
integralmente eucromaticos. Camacho (1993) relacionou a natureza heterocromatica
da maioria desses cromossomos a presenca de sequéncias de DNA repetitivo. Muitos
estudos tém sido realizados para esclarecer a origem e evolugdo desses
cromossomos. As técnicas de FISH tém mostrado em alguns casos, que O0s
cromossomos B e os cromossomos do complemento A compartilham sequéncias
repetitivas, mas os B podem ter também DNA satélite especifico (KASAHARA, 2009).
A existéncia de sequéncias de DNA compartilhadas entre os cromossomos do
complemento A e os B, sustenta a origem intraespecifica, no entanto, a presenca de
DNA especifico dos B no complemento A sustenta a origem interespecifica

(CAMACHO et. al., 2000). Os cromossomos B de M. gouazoubira e M. nemorivaga



apresentaram sinal de hibridizacdo com a sonda telomérica em ambas as espécies,
porém em M. nemorivaga o sinal foi mais intenso.

A analise cromoss6mica comparativa mostrou que o padrao de distribuicdo da
heterocromatina encontrada em cada cromossomo nao foi diferente entre as
espécies. O bandamento C evidenciou, nas duas espécies, um bloco de
heterocromatina constitutiva pericentromérica em todos 0S Cromossomos
autossdmicos. Uma caracteristica tipica das bandas C é que sao altamente variaveis
no que diz respeito a quantidade. Ganhos ou perdas de regides de banda C estéo
relacionados a uma propriedade tipica das sequencias repetitivas, constituintes da
heterocromatina. As variacbes de bandas C podem ser observadas entre individuos
de uma mesma espécie ou populacbes ou podem diferenciar populacdes de uma
mesma espécie (KASAHARA, 2009). Na regido centromérica dos cromossomos
fusionados de ambas as espécies foi observado um grande bloco heterocromético.

O cromossomo Y das duas espécies se apresentou eucroméatico. O
cromossomo X de M. nemorivaga apresentou, além do bloco centromérico, uma
marca intersticial na regido mediana do braco longo. Numerosas bandas intersticiais
foram encontradas nos maiores cromossomos das espécies M. nana e M. bororo,
demonstrando que as fusdes em tandem foram responséveis pela formacédo do
cariétipo destas espécies (ABRIL & DUARTE, 2008; DUARTE & JORGE, 2003). Em
M. americana também foi encontrada uma marca intersticial no ter¢o distal do brago
longo do X que € resquicio de uma fusdo em tandem X-autossémica que originou o
sistema sexual do tipo XX/XY1Y2 da espécie (ABRIL et al., 2010).

As regides organizadoras do nucléolo ativas foram localizadas nos dois
primeiros pares de cromossomos autossomicos (1 e 2). Duarte (1992) descreve 0s
pares 2 e 3 como portadores de RON para M. gouazoubira, porém devido ao tamanho
muito parecido dos cromossomos autossdmicos da espécie e a baixa qualidade das
preparacdes cromossémicas desta primeira descricdo, este resultado gera duvidas
guanto a sua validade. Assim como o bandamento C, a técnica de identificacdo das
Ag-RON tem sido empregada nas analises citogenéticas de vertebrados, visando uma
melhor caracterizacdo dos cariétipos. Isso tem sido Gtil para os grupos nos quais as

espécies apresentam cariotipos altamente similares (KASAHARA, 2009).



A comparagéo cariotipica entre M. gouazoubira e M. nemorivaga mostrou que a
grande diferenca entre as espécies estd nos cromossomos sexuais, pois M.
gouazoubira apresenta sistema XX/XY com X acrocéntrico e M. nemorivaga possui
sistema XX/XY1Y2 com cromossomo X submetacéntrico. Apesar dos primeiros
estudos com citogenética de cervideos terem considerado a condicdo acrocéntrica do
X como ancestral para a familia (NEITZEL, 1987; FONTANA & RUBINI, 1990),
estudos recentes indicam que € provavel que o ancestral dos Cervideos possuisse
um X submetacéntrico, e que apenas as espécies M. gouazoubria e Hydropotes
inermes, a partir de uma inversdo pericéntrica, passaram a ter o X de morfologia
acrocéntrica (SARRIA-PEREA, 2012). Isso explicaria o sitio telomérico intersticial
(STI) no X de M. gouazoubira, enquanto que o STl de M. nemorivaga é facilmente
associado ao ponto de fusdo em tandem do X com o0 autossomo.

O cromossomo que na analise convencional com coloracdo de Giemsa esta
aparentemente sem par, se mostrou homaologo a regido distal do cromossomo X em
M. nemorivaga, 0 que o leva a se comportar como Y2, tornando o sistema sexual
desta espécie multiplo do tipo XX/XY1Y2. Neitzel (1987) sugeriu que em uma espécie
deste mesmo género, Mazama americana, este tipo de translocacdo também teria
ocorrido, sendo resultado de uma fusdo em tandem entre o cromossomo X e um
autossomo. Abril et al. (2010) confirmaram por meio da analise de bandamento G e
pintura cromossdmica a existéncia deste rearranjo para M. americana, que também
diferenciou o sistema sexual da espécie. Este tipo de sistema é encontrado em outras
espécies de mamiferos como morcegos (quirépteros), pequenos roedores (familia
Echimyidae) e peixes (género Hoplias) (KASAHARA & DUTRILLAUX, 1983; AMARAL
et. al.2010; BERTOLLO et. al., 1978).

Nos animais analisados foram observados sitios teloméricos em todos os
cromossomos e sitio telomérico intersticial (STI) na regido mediana no cromossomo X
acrocéntrico de M. gouazoubira e na regido mediana do braco longo do cromossomo
X de M. nemorivaga. Este resultado coincide com a marca intersticial no cromossomo
X de M. nemorivaga, visualizada através do bandamento C, confirmando o local da
fusdo X-autossémica. Abril (2009) encontrou resultados semelhantes para a espécie
M. americana, com todos os cromossomos X apresentando sinal telomérico nas

extremidades, além de uma marca telomérica intersticial no cromossomo X.



A técnica de pintura cromossdmica tem sido usada fortemente em estudos
comparativos, pois um cromossomo inteiro de uma determinada espécie, ou parte
dele, pode ser identificado no complemento de outra espécie (ZOO-FISH)
(KASAHARA, 2009). Neste estudo utilizaram-se sondas do cromossomo X da espécie
M. gouazoubira para hibridizar no cromossomo X de M. gouazoubira (espécie-
especifica) e no cromossomo X de M. nemorivaga (inter-especifica). Os resultados
mostraram que na hibridizagdo espécie-especifica o cromossomo X teve
correspondéncia total com a sonda. Ja na hibridizacéo inter-especifica o braco curto
do cromossomo X e a metade proximal do braco longo tiveram correspondéncia com
a sonda, mas a metade distal do cromossomo X de M. nemorivaga nao teve
correspondéncia com a sonda do cromossomo X de M. gouazoubira. Este resultado
comprova a ocorréncia da fusdo X-autossémica descrita anteriormente. Abril (2009)
encontrou resultados semelhantes ao utlizar sonda do cromossomo X de
M.gouazoubira em M. americana. Este autor encontrou que a sonda teve
correspondéncia com o braco curto do X de M.americana em sua totalidade e com o
terco proximal do braco longo. Os dois ter¢os distais do cromossomo X que néo
mostraram sinal de hibridizag&o corresponderam ao acrocéntrico ancestral que sofreu
uma fusao em tandem com o X.

Através dos bandamentos cromossémicos e das técnicas de hibridizacéo in situ
fluorescente, foi possivel comparar as duas espécies e identificar os eventos que as
diferenciaram, além de identificar as regides de homologia. H4 numerosas evidéncias
de que a similaridade nos padrdes de bandas é util para a identificacdo de homologias
genéticas (SAWYER & HOZEER, 1986). Quando espécies préximas sao comparadas
ou quando um namero limitado de rearranjos ocorre dentro de um cariétipo, o padréo
de andlise por bandamentos é muito informativo para determinadas homologias
(PATAK & STOCK, 1974).

A citogenética tem contribuido muito na identificacdo e classificacdo de novas
espécies de diversos grupos de animais ja que a analise cariotipica permite avaliar a
intensidade e os padrbes de evolucdo cromossomica (VARELLA-GARCIA et.al.
1989). Rearranjos do tipo fusdo Robertsoniana sdo um dos principais mecanismos de
diferenciacéo cariotipica (GUSTAVSON; SUNDT, 1969; TAYLOR et. al.,1969; JORGE
E BENIRSCHKE, 1977;NEITZEL, 1987). Os dados obtidos através das analises por



bandamentos e hibridizacéo in situ fluorescente, somados as diferencas morfolégicas
encontradas nestas duas espécies, demonstram que elas passaram por um intenso
processo de evolugdo e que a fusdo X-autossdmica provocou uma diferenciacéo
ainda maior, tornando o sistema sexual destas espécies diferentes.

A espécie M. nemorivaga esta distribuida por todo o territorio amazonico,
ocupando os estados do Amazonas, Para, Rondbnia, Amapa, norte do Mato Grosso e
nordeste do Maranhao (ROSSI, 2000). Duarte et. al. (2008) sugeriu a possibilidade da
existéncia de duas espécies dentro do que hoje é considerado M. nemorivaga, uma
ocorrendo na regido oeste da Amazdnia e outra ao leste. Analises moleculares
recentes demonstraram que h& uma diferenga entre os animais localizados acima e
abaixo do rio Amazonas. Através das andlises cariotipicas foi possivel estabelecer
qgue o padrdo cariotipico para a espécie M. nemorivaga é 2n=68; NF=70 para fémeas
e 2n=69; NF=70 para machos. Neste trabalho foram analisados 6 animas (MnO1,
Mn02, Mn03, Mn06, Mn0O7 e Mn08) com procedéncia de regides abaixo do rio
Amazonas (Santarém, Imperatriz, Juina, Rondoénia, Rio branco e Maraba) e 2 animas
(Mn04 e MnO05) de regides acima do rio Amazonas (Macapa). Os seis animais
apresentaram 33 pares de cromossomos autossdmicos, enquanto os dois outros
animais apresentaram 34 pares de cromossomos autossdmicos. Estes resultados
podem indicar que, talvez os dois animais localizados acima do rio Amazonas nao
tenham sofrido fusdo X-autossdmica, mantendo os 34 pares de autossomos,
indicando que a hipotese de Duarte et. al. (2008) sobre a existéncia de duas espécies

dentro dos M. nemorivaga.pode realmente ser valida.



VI. CONCLUSOES

As comparacdes das técnicas de citogenética classica e molecular mostraram
que M. gouazoubira e M. nemorivaga sdo espécies com grandes semelhancas
citogenéticas e que a grande diferencga entre elas estd nos cromossomos sexuais.

A morfologia submetacéntrica do cromossomo X de M. nemorivaga, a alta
frequéncia e quantidade de cromossomos B e a ocorréncia do evento de fusdo X-
autossémica, responsavel pela formacao do sistema sexual multiplo (XX/XY1Y2) sdo
as diferencas marcantes das espécies estudadas.

A marcacao intersticial encontrada atraves da hibridizacao in situ telomérica no
cromossomo X de M. gouazoubira corrobora a hipotese de que este cromossomo
tenha se derivado de uma inversdo pericéntrica a partir de um cromossomo X
ancestral de dois bracos, enfraquecendo ainda mais a hipétese de que o cariotipo
ancestral dos cervideos era igual a 2n=70; NF=70. Ja o sinal telomérico intersticial
encontrado também no cromossomo X de M. nemorivaga deve ser considerado como
um resquicio da fusdo em tandem do mesmo com um autossomo.

A variagéo cariotipica de 2n=67 a 69 e NF= 70 a 72 encontrada nos animais
amostrados da espécie M. nemorivaga talvez possa validar a hipétese de que existam
duas espécies dentro dos M. nemorivaga. As fémeas com 2n=69; NF=72 (Mn04 e
MnO05) apresentaram 34 pares de cromossomos autossdmicos, um par autossémico a
mais do que o cari6tipo considerado padrdo para a espécie, encontrado em 6 dos 8
animais analisados neste trabalho. A identificacdo dos cariétipos variantes nesses
dois animais corrobora a hipétese de que o rio Amazonas atue como barreira
geografica para esta espécie. Uma maior amostragem da area acima do rio
Amazonas e uma analise mais detalhada por meio de bandamentos cromossémicos e
pintura cromossdmica €, portanto, essencial para a confirmagcdo da diferenciacédo

dentro da espécie M. nemorivaga.
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