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RESuUMO

Os cervideos neotropicais do género Mazama possuem caracteristicas
citogenéticas marcantes, sendo uma delas a presenca de cromossomos B no
caridtipo. A espécie Mazama gouazoubira (2n =70 + 0-3B) destaca-se por um
elevado polimorfismo cromossdmico associada a ocorréncia de cromossomos Bs.
Os estudos dos cromossomos supranumerarios nessa espécie sdo recentes e
escassos de informacdes em relagdo a funcdo e origem dos Bs. Dessa forma, o
presente estudo identificou os diferentes tipos de cromossomos B de M.
gouazoubira por meio da producdo de sondas especificas. Para isso, fémeas da
espécie de diferentes localidades possuindo de 0 a 1 B foram selecionadas para a
confeccdo de sondas, passando pelo processo de microdisseccdo. Cada sonda
produzida foi testada na propria fémea, nas outras fémeas selecionadas e em outros
nove individuos de diferentes popula¢Ges possuindo ndmeros variados de Bs.
Posteriormente, a técnica Hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) permitiu
observar os resultados das marca¢des das sondas produzidas nas metéafases dos
diferentes individuos. Observou-se marcacdes especificas em cromossomos B,
centrémeros, teldomeros e marcacao somente em um dos Bs em metéfases 2B. Esses
resultados demonstram que existem diferentes tipos de cromossomos B dentro da
espécie Mazama gouazoubira. Ademais, propdem-se a possivel ocorréncia de
origens recorrentes de Bs na espécie.

Palavras-chave: cromossomo B; Cervidae; pintura cromossomica; FISH;

microdisseccéo.
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ABSTRACT

Neotropical deers from genus Mazama have have cytogenetic peculiarities, such as
the presence of B chromosomes in the karyotype. The Mazama gouazoubira
species (2n =70 + 0-3B) is distinguished by a high chromosomal polymorphism
associated with B chromosome occurrence. Supernumerary chromosome studies
with this species are recent and scarce of information regarding the function and
origin of Bs. Thus, the present study identified the different kinds of B
chromosomes from Mazama gouazoubira by specific probes production. For this,
females from different locations having 0 to 1 B were select to making probes
through the microdissection process. Each probe produced was tested on same
female, on the other females selected, and nine other individuals from different
populations having varying numbers of Bs. Subsequently, the Fluorescence in situ
Hybridization (FISH) technique allowed us to observe the results of hybridization
signal in the metaphases of different individuals. Specific markings were observed
on B chromosomes, centromeres, telomeres, and marking only on one of the Bs in
2B metaphases. These results demonstrate that there are different types of B
chromosomes within the Mazama gouazoubira species. Furthermore, the possible

occurrence of recurrent origins of Bs in the species is proposed.

Key words: B chromosome; Cervidae; chromosomic painting; FISH;

microdissection
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1. INTRODUCAO

A familia Cervidae apresenta grande variabilidade cariotipica,
principalmente relatada no género Mazama (TOMAZELLA, 2016), posicionando
a familia entre as maiores taxas de evolucgdo cariotipica entre os mamiferos, devido
a fragilidade cromossdmica, apresentando polimorfismo e cromossomos B
(VARGASMUNAR, 2003, apud DUARTE et al, 2008).

Os cromossomos B foram descritos no cariétipo de diversos seres vivos,
tanto em espécies de plantas, quanto em diferentes animais e fungos
(KASAHARA,

2009; VUJOSEVIC & BLAGOIJEVIC, 2004). Esses elementos apresentam
variacdo de numero entre células, tecidos do mesmo individuo e populacgdes.
(VOLOBUJEV, 1981, apud CAMACHO et al, 2000).

A Hibridizacdo in situ Fluorescente (FISH — Fluorescence in situ
Hibridization) é uma ferramenta da citogenética molecular, que viabiliza
delineamento refinado do DNA cromossdmico (KASAHARA, 2009; LIEHR,
2017). Dessa forma, a FISH permite esclarecer a origem dos cromossomos e
relacdo filogenética entre as espécies (KASAHARA, 2009; LEVSKY & SINGER,
2003; LIEHR, 2017).

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo aprofundar as analises
por citogenética molecular dos cromossomos B na espécie Mazama gouazoubira.
Foi efetuada revisdo pertinente ao assunto, seguida do material e métodos,

resultados, discussdo e conclusao.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. FAMILIA CERVIDEA E MAZAMA GOUAZOUBIRA

A familia Cervidae apresenta mais de 52 espécies descritas, composta por
mamiferos ungulados com abundante diversidade em aspectos ecoldgicos,
morfologicos, citogenéticos e moleculares, originado de uma grande variabilidade
cariotipica, sendo o género Mazama um dos mais relatados nesse Gltimo aspecto
(DUARTE et al, 2010; TOMAZELLA, 2016). Isso é observado no género



principalmente pela sua alta taxa de evolucdo cariotipica, proporcionando
fragilidade cromossémica e cromossomos B (VARGASMUNAR, 2003, apud
DUARTE et al, 2008).

O Mazama gouazoubira (veado-catingueiro) é a espécie do género
Mazama de maior abundancia na América do Sul, sendo observado em todos 0s
biomas no Brasil, exceto Amazonia (BLACK-DECIMA et al., 2010). Possui porte
pequeno a médio, peso aproximado de 18 kg e exibe coloracdo variando do cinza
escuro ao marrom-avermelhado (DUARTE, 2014). A espécie possui nimero
diploide e fundamental igual a 70 com todos os autossomos acrocéntricos, sendo o
cromossomo X o maior do lote e 0 Y 0 menor do lote e metacéntrico. Estudos com
essa especie observaram a presenca de uma ou duas translocaces Robertsonianas,
além da presenca de um a trés cromossomos B (NEITZEL, 1987, apud DUARTE
& JORGE, 1996).

2.2. CROMOSSOMOS B E ESTUDOS EM CERVIDEOS

Os cromossomos B, sinonimia de cromossomos supranumerarios ou
acessorios, ja foram descritos no cariotipo de diversos seres vivos (KASAHARA,
2009). Em mamiferos, aproximadamente 75 espécies foram reconhecidas contendo
cromossomos B em seus cari6tipos (VUIOSEVIC & BLAGOJEVIC, 2004).

Esses elementos apresentam variagdo de nimero entre células, tecidos do
mesmo individuo e popula¢bes (CAMACHO et al, 2000). Dessa forma, foram
considerados por muito tempo dispensaveis visto que ndo sdo essenciais ao ciclo
de vida normal dos organismos (VOLOBUJEV, 1981, apud CAMACHO et al,
2000). Ademais, observa-se diversidade em morfologia, composicdo molecular e
origem
(VUJOSEVIC & BLAGOJEVIC, 2004).

Por muito tempo, foi considerado que esses cromossomos eram totalmente
heterocrométicos e desprovidos de genes; portanto, invidveis para a produgéo de
proteinas e ndo contendo nenhuma funcao génica (CAMACHO & PARKER, 1994
apud CAMACHAO et al, 2000). No entanto, com o avanco da genética molecular,

observou-se a ocorréncia de genes em cromossomos B e expressdo génica,



demonstrando a necessidade de estudos para esclarecer o entendimento de sua
funcgéo e evolugdo nos organismos (; TRIFONOV et al., 2013; MIAO et al., 1991,
apud MAKUNIN et al., 2014).

A origem dos cromossomos B é discutida por décadas desde seu primeiro
relato em 1907 (WILSON, 1907, apud CAMACHO et al, 2000). Estudos
demonstram que as possiveis origens dos Bs podem ser intraespecificas ou
hibridizac&o interespecifica (JONES & REES, 1982, apud CAMACHO et al, 2000;
PERFECTTI & WERREN, 2001; YOSHIDA et al., 2011).

Dessa forma, a manutencdo dos Bs nos cariotipos de determinadas
populacdes e sua presenca em somente algumas células do mesmo individuo sdo
consequéncias do seu comportamento na segregacdo meiética, em que sofrem
ndodisjungdes mitdticas e meidticas, possuem meiose irregular e frequentemente
ndo se emparelham entre si, ndo seguindo as Leis Mendelianas de Transmissao
(CAMACHO et al, 2000; KASAHARA, 2009).

As pesquisas com cromossomos B em cervideos abrangeram ao longo
dos anos, sendo relacionado com o polimorfismo cromossémico de espécies
neotropicais e de outros continentes (TRIFONOQV et al., 2013; TOMAZELLA,
2016; MAKUNIN et al., 2016).

Os cromossomos B apresentam padrdo de morfologia nos cervideos,
sendo caracteristicos por serem 0s menores do cari6tipo (com excecdo do
cromossomo Y), facilitando sua visualizacdo (MAKUNIN et al., 2016). Além
disso, observouse a presenca de trés genes no cromossomo B da espécie C.
pygargus, no qual foi descrito mutagdes e transcricdo de cOpia de gene especifico
de B (TRIFONOV et al., 2013; MAKUNIN et al., 2016).

2.3. HIBRIDIZA(}AO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

A Hibridizagdo in situ Fluorescente (FISH — Fluorescence in situ
Hibridization) se baseia na complementaridade entre a sonda (segmentos de DNA
ou RNA) e o DNA-alvo no cromossomo, que sera marcado ja fixado em uma
lamina (KASAHARA, 2009; LIEHR, 2017). Segundo Kasahara (2009), essas

sondas marcadas com fluorocromo reagem quando encontram seu complementar
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no alvo e, por meio de um microscopio com luz UV e jogos de filtros, é possivel
ver a localizacdo do segmento em questdo. Dessa forma, a FISH é uma ferramenta
importante na citogenética molecular e seus estudos (LEVSKY & SINGER, 2003;
LIEHR, 2017).

As sondas cromossomicas podem ser obtidas por meio da microdissecgéo,
que possibilita isolamento de regiGes cromossdmicas ou do cromossomo como um
todo por agulhas de vidro utilizando um micromanipulador ou um raio laser
(SPEICHER & CARTER, 2005; KASAHARA, 2009).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS
Foram utilizadas amostras de pele e fibroblastos de 12 individuos da
espécie Mazama gouazoubira. Destas, trés amostras foram de fémeas que possuem
de zero a um cromossomo B para a producdo das sondas, e as demais foram
provenientes de machos e fémeas de diferentes populagfes com variagfes na
quantidade de cromossomos B. Os resultados apresentados na pesquisa e a

identificacdo de cada animal estéo presentes na Tabela 1.

Tabela 1: Identificacdo dos Mazama gouazoubira (n=12).

Origem | Sonda T314 Sonda T303 Sonda T130
D Bs (FN 2) (FN 1) (MG 1)
T13 0-3 Pantanal de MT Sem sinal Sinal em um dos Sem sinal
Poconé — MT Bs
T117 0-3 Tocantins TO Sinalem B Sinalem 3B e Sinalem B e
centrébmeros centrémeros
T126 0-1 Brasilia - DF DF Sem sinal NR NR
T130 0-1 Funilandia - MG1 SinalemBe SinalemBe Sinalem B e
MG centrébmeros centrébmeros centrébmeros
T145 0-3 Paraiba PB Sinal em 3B Sinal em 3B, Sinal em 2B,
centrébmeros centrébmeros e
telébmeros
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T156 (0-1 Corumba-MS MS Sinal em B Sinalem B e Sinalem B e
centrébmeros centrémeros
T159 0-1 Guaxupé - MG 2 Sinal em Sinal em Sem sinal
MG centrébmeros centrémeros
T177 0-1 Tatui - SP SP Sinal em Sinal em NR
centrébmeros centrébmeros
T191 (-2 Mangueirinha PR  SinalemBe Sinalem B e SinalemBe
-PR centrébmeros centrémeros centrémeros
T303 0-1 Fazenda FN1 SinalemBe Sinalem B e Sinalem B e
Nhumirim - centrébmeros centrémeros centrémeros
MS
T314 0-1 Fazenda FN 2 Sinal em B Sinal B e Sem sinal
Nhumirim - centrémeros
MS
T354 (-2  Farias Brito - CE Sinal em NR NR
CE centrébmeros

ID=identificacdo do espécime; Bs=nimero de cromossomos B; Origem = local de origem do
individuo; | = identificacdo do animal por localidade; NR = indica néo realizag&o da FISH.

3.2. CULTURA DE PELE E FIBROBLASTOS
Para o cultivo de fibroblastos e pele, foi seguido o protocolo descrito por
Verma e Babu (1995).
3.3. OBTENCAO E MARCACAO DAS SONDAS

3.3.1. Microdissec¢cdo Cromossomica
Para a preparacdo de laminulas para microdissec¢do cromossémica, foi

seguido o proposto por Gribble et al. (2004).

3.3.2. Amplificacdo e Reamplificagcdo (WGA4 — Sigma)

A amplificagdo do DNA do material microdissecado foi realizada com o
kit GenomePlex Single Cell Whole Genome Amplification Kit (WGA4-Sigma),
segundo instru¢des do fabricante. Os DNAs amplificados pelo método WGA4
(Sigma) foram marcados utilizando o kit GenomePlex Whole Genome

Amplification Reamplification Kit (WGA3-Sigma), incluindo na reagdo o
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nucleotideo biotina-15-dUTP (Roche Applied Science), de acordo com as
orientacdes do fabricante (GRIBBLE et al., 2004).

3.4. PINTURA CROMOSSOMICA
A pintura cromossomica foi realizada conforme proposto por Pinkel et al.
(1986). As preparacdes submetidas a FISH foram analisadas na microscopia de
fluorescéncia. As preparacdes cromossomicas foram fotografadas com uma camera
Zeiss AxioCam MRm acoplada ao microscopio Olympus BX60 (objetiva de 60x),
com auxilio do programa Axio Vision Release 4.8.2. As imagens obtidas foram

editadas com o auxilio do programa Adobe Photoshop CS6 Portable.

4. RESULTADOS

4.1. SONDAS

4.1.1. Sonda T314 (Fazenda Nhumirim — MS)

A sonda T314 marcou em todos os Bs dos animais da pesquisa, exceto 0s
animais MT, DF e CE. Além da marcacdo em cromossomo B, foi observado sinal
em centrémero dos animais TO, MG 1, MG 2, PR, FN 1. Outro resultado observado
foi em que ndo houve sinal em B do animal SP, somente nos centrébmeros,
constatando que a sonda foi efetiva na lamina (Apéndice A). Em MG 2 foi
encontrado uma metafase com B, em que ndo houve sinal tanto em centrémeros
guantos em B. Os animais CE e DF ndo foram constatados B nas FISH realizadas,
0 que é justificado pela baixa frequéncia de B; no entanto, CE apresentou sinal em
todos os centrdmeros. Por meio da imagem de DAPI (Apéndice A) € possivel

classificar os cromossomos como eucromaticos.

4.1.2. Sonda T303 (Fazenda Nhumirim — MS)

A sonda T303 obteve sinal em todos os cromossomos B dos animais em
que foi realizado a FISH. Foi observado que o animal MT apresentou diferenca de
marcagdo em dois cromossomos B da mesma metafase, em que somente um obteve
sinal. O animal TO apresentou metafase com trés cromossomos B de intensidades
diferentes. Ademais, os animais TO, MG 1, PB, MS, MG 2, SP, PR, FN 1, FN 2
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apresentaram sinal em centromero (Apéndice B). Os animais MG2 e SP néo
apresentaram metafase com B, o que é justificado pela baixa frequéncia de B, no
entanto apresentaram sinal em todos os centrdmeros, evidenciando que a sonda foi

efetiva na metafase.

4.1.3. Sonda T130 (Funilandia — MG)
A sonda T130 marcou os cromossomos B dos animais realizado a FISH,
exceto MT, MG 2 e FN 2. Os animais TO, MG 1, PB, MS, PR e FN 1 apresentaram

sinal em centrdmero. Ademais, o PB obteve sinal em teldmero (Apéndice C).

5. DISCUSSAO

O género Mazama apresenta alta variabilidade cariotipica, devido a sua
elevada taxa de evolucdo cromossdmica (VARGAS-MUNAR, 2003, apud
DUARTE et al, 2008). Mazama gouazoubira é a espécie com menor quantidade
de cromossomos B dentro do género (0-3) e apresenta uma das maiores taxas de
polimorfismo cromossdmico (TOMAZELLA, 2016). Os estudos dos cromossomos
B nessa espécie sdo recentes e escassos de informagdes. Dessa forma, o presente
trabalho obteve resultados que permitem avangar na compreensao dos
cromossomos B da espécie.

A partir da visualizacdo do DAPI na FISH, foi possivel observar
cromossomos B eucromaticos. Tomazella (2016) descreveu dois tipos de
cromossomos B com base no padrdo de cromatina: centrdmero heterocromético e
bracos eucromaticos e outro totalmente eucromatico; no entanto, ja foi relatado Bs
totalmente heterocrométicos na espécie (RESENDE, 2012), sendo possivel a
ocorréncia de trés tipos de cromossomo B em M. gouazoubira. A heterocromatina
constitutiva estd associada a presenca de sequéncias de DNAs satelites
(CAMACHO et al., 2000), possibilitando inferir que alguns cromossomos B da
espeécie apresentam esse componente (TOMAZELLA, 2016).

A presenca de cromossomos B heterocroméaticos e eucromaticos
possibilita a hipotese de uma origem recorrente, na qual os Bs teriam surgido em
momentos distintos. Desta forma, os Bs que surgiram antes estariam mais

degenerados (heterocromaticos) comparativamente com outros que emergiram
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posteriormente, contendo mais sequéncias ancestrais (eucromaticos). A
degeneracdo dos cromossomos B heterocromaticos poderia ter se dado a partir do
acumulo de DNAs repetitivos, tais como DNAs satélites, elementos transponiveis
e pseudogenes (CAMACHO et al., 2005; MARTIS et al., 2012). Essa hipotese
pode ser representada nos animais que apresentavam mais de um B na mesma
metafase e que ndo apresentaram marcacao em ambos, como 0 T13 — MT.

A diferenca de sinal em cromossomos B na mesma metafase indica o
acumulo de diferentes B no mesmo individuo, visto que ndo sdo cromossomos
homologos. Além disso, 15 diferentes ensaios com as sondas apresentaram
marcacdes distintas em um mesmo individuo, como é o caso do animal T13 com
as sondas T303 e T314, reforcando a ocorréncia de diferentes tipos de cromossomo
B dentre os individuos.

Ademais, a presenca de marcacdo em centromeros e teldomeros recapitula
a suposicao da origem intraespecifica de Bs, em que estes derivam de fragmentos
dos cromossomos A ap0s a ocorréncia de fusdes ou amplificacbes (JONES; REES,
1982, apud CAMACHO et al, 2000; YOSHIDA et al., 2011).

6. CONCLUSAO

Os dados aqui apresentados permitiram o avanco frente ao conhecimento
dos cromossomos B de Mazama gouazoubira. As diferentes marcagdes a partir da
pintura cromossdmica indicam que estes cromossomos apresentam sequéncias
distintas, sendo assim, 0os mecanismos moleculares empregados por cada um deles

para obter sucesso por meio das divisoes celulares podem ser diferentes.
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APENDICE A

Figura 1: FISH realizadas dos animais utilizando a sonda T314, dividida em 2

colunas principais por uma linha branca. Em cada coluna principal, da esquerda
para direita: FITC com DAPI; DAPI e FITC. Cada linha se refere a um animal,
identificado com a foto da primeira coluna da esquerda para direita. As setas

indicam o cromossomo B.
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APENDICE B

Figura 2: FISH realizadas dos animais utilizando a sonda T303, dividida em 2

colunas principais por uma linha branca. Em cada coluna principal, da esquerda
para direita: FITC com DAPI; DAPI e FITC. Cada linha se refere a um animal,
identificado com a foto da primeira coluna da esquerda para direita. As setas
indicam o cromossomo B.
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APENDICE C

igura 3: FISH realizadas dos animais utilizando a sonda T130, dividida em 2
colunas principais por uma linha branca. Em cada coluna principal, as colunas da
esquerda para direita: FITC com DAPI; DAPI e FITC. Cada linha se refere a um
animal, identificado com a foto da primeira coluna da esquerda para direita. As

setas indicam o cromossomo B.
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