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“[...] 

Uma flor nasceu na rua! 

Passem de longe, bondes, ônibus, rio de aço do tráfego. 

Uma flor ainda desbotada 

ilude a polícia, rompe o asfalto. 

Façam completo silêncio, paralisem os negócios, 

garanto que uma flor nasceu. 

Sua cor não se percebe. 

Suas pétalas não se abrem. 

Seu nome não está nos livros. 

É feia. Mas é realmente uma flor. 

Sento-me no chão da capital do país às cinco horas da tarde 

e lentamente passo a mão nessa forma insegura. 

[...] 

É feia. Mas é uma flor. Furou o asfalto, o tédio, o nojo e o ódio.” 

(Trecho do poema “A Flor e a Náusea” de Carlos Drummond de Andrade) 
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CARACTERIZAÇÃO DE HOMOLOGIAS ENTRE SONDAS DE BACs DE BOVINO 

(Bos taurus) E CROMOSSOMOS DE VEADO-CATINGUEIRO (Mazama 

gouazoubira): NOVAS PERSPECTIVAS EM ESTUDOS INTRA E 

INTERESPECÍFICOS DO GÊNERO MAZAMA 

 

 

RESUMO – A família Cervidae é reconhecida por uma acentuada diversidade 
cariotípica, reflexo de sua elevada taxa de evolução cromossômica. Os cervídeos 
neotropicais do gênero Mazama destacam-se por um expressivo polimorfismo 
cromossômico. Embora as espécies desse gênero demonstrem uma elevada variação 
nos valores de seus números diploides (2n), elas são morfologicamente semelhantes 
e estão intimamente relacionadas. Por consequência, o grupo é cercado de incertezas 
taxonômicas. A evolução cromossômica das espécies do gênero a partir do cariótipo 
hipotético ancestral, retido pelo veado-catingueiro (Mazama gouazoubira, 2n = 70), é 
pouco compreendida e carece de análise citogenética molecular. Dessa forma, o 
presente estudo caracterizou as homologias cromossômicas entre bovino (Bos taurus, 
2n = 60) e M. gouazoubira usando uma combinação de clones cromossomos artificiais 
de bactéria (BAC) derivados do genoma bovino. Por hibridização in situ fluorescente, 
foi construído um mapa citogenético com 106 novos marcadores para os 34 pares de 
autossomos e para o cromossomo X do veado-catingueiro. As sondas de BACs de 
bovino mostraram-se satisfatórias para o estabelecimento de marcadores 
cromossômicos em cervídeos. Foi demonstrado que as diferenças evolutivas entre o 
cariótipo de B. taurus e os cromossomos do M. gouazoubira incluem 5 fissões e uma 
fusão em tandem em bovino. Cada grupo de sondas de BACs derivadas dos pares 
cromossômicos 1, 2, 5, 6, 8 e 9 apresentaram sinais de hibridização em dois 
cromossomos diferentes, enquanto os pares 28 e 26 estão fusionados em tandem em 
um único cromossomo acrocêntrico em M. gouazoubira. Para os demais 
cromossomos, as BACs derivadas do mesmo autossomo bovino apresentaram sinais 
em um único par cromossômico no veado-catingueiro. Além disso, as análises 
detectaram que os homólogos aos pares do autossomo 1 e do cromossomo X 
apresentaram rearranjos intracromossômicos no M. gouazoubira. Sendo assim, 
espera-se que os estudos futuros usando os marcadores produzidos resultem em um 
grande conhecimento taxonômico e reprodutivo para o gênero os cervídeos 
neotropicais. 
 

 

Palavras-chave: cariótipo ancestral, citogenética molecular, evolução cromossômica, 
mapa citogenético. 
 

  



v 
 

CHARACTERIZATION OF HOMOLOGIES BETWEEN BOVINE BAC PROBES 

(Bos taurus) AND GRAY BROCKET DEER (Mazama gouazoubira) 

CHROMOSOMES: A NEW PERSPECTIVE ON INTRA AND INTERSPECIFIC 

STUDIES OF THE GENUS MAZAMA 

 

 

ABSTRACT – The Cervidae family presents a marked karyotypic variation as a 
reflection of its high rate of chromosome evolution. The Neotropical deer from the 
genus Mazama stands out for its expressive chromosomal polymorphism. Although 
the species of the genus differ in the values of their diploid number (2n), they are 
closely related and similar morphologically. Due to this, the group exhibits taxonomic 
uncertainties. The chromosomal evolution of the Mazama species from the 
hypothetical ancestral karyotype, retained by the gray brocket Mazama gouazoubira 
(2n = 70), is poorly understood and lacks molecular cytogenetic analysis. Then, the 
present study revealed chromosomal homologies between bovine (Bos taurus, 2n = 
60) and M. gouazoubira using a combination of bacterial artificial chromosome (BAC) 
clones derived from cattle. By fluorescent in situ hybridization, we constructed a 
cytogenetic map with 106 new markers to the 34 gray brocket autosomes and the X 
chromosome. Our results showed that bovine BAC probes proved to be satisfactory 
for the establishment of chromosomal markers in deer. The evolutionary differences 
between the bovine and gray brocket deer chromosomes include five fissions and one 
tandem fusion in the cattle. Each group of BAC probes derived from bovine 
chromosomes pairs 1, 2, 5, 6, 8, and 9 presented hybridization signals on two different 
chromosomes, while pairs 28 and 26 are fused in tandem on a single acrocentric 
chromosome in M. gouazoubira. For the other chromosomes, the BAC probes derived 
from the same bovine autosome showed signals in a unique chromosome pair in M. 
gouazoubira. Moreover, we detected that the homologous to the autosome pair 1 and 
X chromosome are intrachromosomally rearranged in M. gouazoubira. Therefore, it is 
expected that future studies using the produced markers result in great taxonomic and 
reproductive knowledge for brocket deer. 
 

 

Keywords: ancestral karyotype, chromosome evolution, cytogenetic map, molecular 
cytogenetics. 
 



1 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

Os cervídeos, pertencentes à ordem Cetartiodactyla e a família Cervidae, 

apresentam uma acentuada diversidade cariotípica que parece ser reflexo de uma das 

taxas de evolução cromossômica mais elevadas dentro da classe dos mamíferos 

(Fontana e Rubini, 1990). A grande pluralidade de cariótipos, a observação frequente 

de rearranjos cromossômicos, assim como a presença de cromossomos B em várias 

espécies, tornam esse grupo atraente para estudos citogenéticos evolutivos (Neitzel, 

1987; Abril et al., 2010a).  

Nesse contexto, o gênero Mazama destaca-se por um expressivo polimorfismo 

cromossômico. As espécies Mazama americana (2n = 42-53+ 0-7B; NF = 46-56), 

Mazama bororo (2n = 34-36 +4-5B; NF = 46), Mazama nana (2n = 36-41+1-6B; NF = 

58), Mazama gouazoubira (2n = 68-70+0-3B; NF = 70) e Mazama nemorivaga (2n = 

67-70 +2-8B; NF = 70) exibem variação intraespecífica de seus números diploides 

devido à uma instabilidade cromossômica descrita para o gênero (Duarte, 1998; Abril 

et al., 2010b). A presença de cromossomos susceptíveis a quebras é vista como 

possível causa da origem de complexos rearranjos cromossômicos, frequentemente 

observados em indivíduos pertencentes ao gênero (Vargas-Munar et al., 2010; 

Tomazella et al., 2017). Apesar da grande diversidade cariotípica apresentada, as 

espécies de Mazama se apresentam intimamente relacionadas e morfologicamente 

semelhantes, fato que culminou em erros na classificação taxonômica com descrições 

de complexos de espécies crípticas (Duarte e Jorge, 2003; Duarte et al., 2008; Abril 

et al., 2010b; González e Duarte, 2020; Cifuentes-Rincón et al., 2020). 

A citogenética tem sido indicada como uma importante ferramenta de auxílio 

para a classificação taxonômica dos cervídeos e no entendimento dos sucessivos 

rearranjos cromossômicos observados no grupo (Abril et al., 2010a; González e 

Duarte, 2020). Por bandamento cromossômico, no final da década de 80, foi proposto 

que o mecanismo primário de diferenciação cariotípica das espécies de cervídeos foi 

baseado em fusões cromossômicas, que reduzem o número diploide e alteram o 

número fundamental de braços cromossômicos (Neitzel, 1987; Fontana e Rubini, 

1990). Adicionalmente, a espécie Mazama gouazoubira e a espécie Hydropotes 

inermis foram reconhecidas por terem retido o cariótipo basal hipotético da família 
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Cervidae, o qual apresenta 2n = 70 e NF = 70, sendo 68 autossomos acrocêntricos, o 

X acrocêntrico e o maior do lote, e o Y metacêntrico e o menor do lote (Neitzel, 1987; 

Fontana e Rubini, 1990). 

O bandamento cromossômico é considerado um indicador confiável de 

homologia cromossômica interespecífica, entretanto, quando é necessário comparar 

espécies filogeneticamente distantes ou que passaram por um rápido processo de 

evolução cariotípica, métodos mais avançados que detectam homologias ao nível do 

DNA são mais indicados (Rubes et al., 2008a; Graphodatsky et al., 2011). Assim 

sendo, o advento da hibridização in situ fluorescente (FISH) representa um grande 

salto qualitativo, permitindo uma análise mais fidedigna das relações filogenéticas e 

um entendimento mais acurado do contexto das translocações (Rubes et al., 2008a; 

Kasahara, 2009; Graphodatsky et al., 2011).  

O conhecimento dos mecanismos de evolução a partir do cariótipo ancestral 

retido por M. gouazoubira é de extrema importância no auxílio das análises 

filogenéticas do gênero Mazama, que exibe incessantes dúvidas quanto a sua 

taxonomia (Abril et al., 2010b; Cifuentes-Rincón et al., 2020; González e Duarte, 

2020). Dessa forma, o presente estudo possui como finalidade a caracterização das 

homologias de sondas derivadas de clones BAC de Bos taurus no genoma da espécie 

Mazama gouazoubira e produção de um mapa citogenético dos novos marcadores 

produzidos. Acredita-se que essa caracterização representa um grande salto 

qualitativo nas análises filogenéticas, pois permitirá um estudo acurado do cenário dos 

rearranjos na evolução dos cromossomos nas espécies do gênero e um melhor 

entendimento do polimorfismo cromossômico característico do grupo. 

Consequentemente, o mapa citogenético poderá ser utilizado como base de 

referência para posteriores estudos, auxiliando na revisão taxonômica das espécies e 

na elucidação dos processos evolutivos que envolvem o grupo.  

O presente trabalho foi avaliado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Faculdade de Ciências Agrárias da Universidade Estadual Paulista “Júlio 

de Mesquita Filho” (processo nº 005433/19) que certificou sua conformidade com os 

princípios éticos na experimentação animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 A família Cervidae e a diversidade cariotípica dos cervídeos 

A família Cervidae, pertencente à Ordem Cetartiodactyla, é composta por 

mamíferos ungulados de características morfológicas, ecológicas e genéticas 

altamente diversificadas (Duarte e González, 2010). São descritos, até o momento, 

55 espécies e 18 gêneros (Zurano et al., 2019) distribuídos pelos continentes Europeu, 

Americano e Asiático (Merino e Rossi, 2010). Ocupam diversos habitats, como áreas 

alagadas (Blastocerus dichotomus) e florestas secas de terra firme (Mazama 

americana) (Duarte e Merino, 1997). Inclui desde indivíduos com tamanho reduzido, 

como a espécie Pudu mephistophiles, de peso aproximado de 6 quilos; até indivíduos 

de grande massa corporal, como a espécie Alces alces, que pode ultrapassar os 600 

quilos (Merino e Rossi, 2010). Os machos da família desenvolveram chifres, estrutura 

óssea maciça e renovável originada a partir do osso frontal, com exceção da espécie 

Hydropotes inermis, em que ambos os sexos não possuem chifres, mas grandes 

caninos superiores. Apenas na rena, Rangifer tarandus, o chifre está presente em 

ambos os gêneros, masculino e feminino (Merino e Rossi, 2010).  

Acredita-se que os primeiros representantes de Cervidae viveram em florestas 

tropicais na Eurásia no início do Mioceno, sendo sua origem datada para 13 mya 

(milhões de anos atrás) (Eisenberg, 1987; Geist, 1998; Zurano et al., 2019). 

Possivelmente, na transição do Mioceno e Plioceno, por volta de 5 mya, os cervídeos 

chegaram a América no Norte através do Estreito de Bering. A partir da formação do 

istmo do Panamá, no grande intercâmbio americano, os cervídeos da América do 

Norte expandiram-se para a América do Sul. Essa dispersão ocorreu durante a 

transição do Plioceno para o Pleistoceno, aproximadamente 2,5 mya (Webb, 2000). 

Segundo Gilbert et al. (2006), a colonização de novas espécies na América do Sul 

ocorreu em dois momentos: uma primeira vez no início do Plioceno pelo ancestral do 

clado dos cervídeos sul-americanos e, uma segunda vez, no final na transição entre 

Plio-Pleistoceno pelas espécies Mazama americana e Odocoileus virginianus. O 

registro fóssil indica que os pequenos cervídeos relacionadas aos gêneros Pudu e 

Mazama evoluíram durante o Plio-Pleistoceno e descenderam de ancestrais maiores 
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que apresentavam chifres mais desenvolvidos (Eisenberg, 2000; Webb, 2000; Gilbert 

et al., 2006). Como consequência a uma rápida radiação adaptativa, novas 

características, como corpo pequeno e chifre simples, foram adquiridas 

independentemente no gênero Pudu e nas espécies de Mazama (Webb, 2000; Gilbert 

et al., 2006). 

Os cervídeos destacam-se entre os mamíferos pela história evolutiva pouco 

compreendida que culminou em recorrentes alterações no seu esquema de 

classificação (Duarte et al., 2008; Merino e Rossi, 2010; González e Duarte, 2020). 

Como reflexo do advento das técnicas citogenéticas e moleculares, a taxonomia da 

família tem sido rediscutida nas últimas décadas (Duarte et al., 2008; Abril et al., 

2010b; Gutiérrez et al., 2017; Heckeberg, 2020; Cifuentes-Rincón et al., 2020). As 

abordagens mais modernas complementam os dados morfológicos e auxiliam no 

entendimento do contexto por trás das complexas relações entre os táxons (Duarte et 

al., 2008; González e Duarte, 2020). 

Reconhecidos pela elevada taxa de evolução cromossômica e pela marcante 

diversidade de cariótipos, os cervídeos possuem número diploide variando de 2n=6 

nas fêmeas de M. muntjak vaginalis a 2n = 70 em M. gouazoubira (Fontana e Rubini, 

1990). Essa acentuada variedade cariotípica está relacionada a rearranjos 

cromossômicos que são comumente observados nas espécies da família (Neitzel, 

1987; Fontana e Rubini, 1990; Duarte e Jorge, 1996; Abril et al., 2010a). 

O mecanismo primário de evolução cariotípica dos cervídeos foi fundamentado 

em fusões cromossômicas, como translocações Robertsonianas e fusões em tandem, 

que levam à redução do número de cromossomos e alteram o número fundamental 

de braços cromossômicos (Neitzel, 1987; Fontana e Rubini, 1990). As subfamílias do 

grupo são descritas possuindo particularidades em seus rearranjos cromossômicos 

predominantes, apresentando mecanismos de evolução cariotípicas que diferem entre 

suas linhagens. As fusões cêntricas, por exemplo, são frequentemente associadas as 

diferenças cromossômicas na tribo Cervini, enquanto as fusões em tandem são o 

principal rearranjo conduzindo a rápida evolução de cariótipos na tribo Muntiacini 

(Fontana e Rubini, 1990; Yang et al., 1997a; Bonnet-Garnier et al., 2003; Chi et al., 

2005). Adicionalmente, após análise citogenética de 30 espécies e 20 subespécies de 

cervídeos da tribo Rangiferini, dois ramos principais foram propostos para a árvore 
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filogenética da tribo: enquanto a evolução cromossômica do grupo principal de 

Odocoileus sofreu uma diferenciação pouco complexa, as espécies do gênero 

Mazama passaram por diversos rearranjos cromossômicos interespecíficos durante 

sua diferenciação cariotípica envolvendo inversões pericêntricas, fusões em tandem 

e fusões cêntricas (Figura 1) (Fontana e Rubini, 1990; Abril e Duarte, 2008; Abril et 

al., 2010a; Cifuentes-Rincón et al., 2020). 

 

 

Figura 1. Diferenciação cariotípica e relações filogenéticas dentro da subfamília 
Capreolinae. Os quadrados verdes representam as inversões pericêntricas; 
os quadrados azuis os cromossomos B; os círculos amarelos as fusões em 
tandem e os círculos vermelhos as fusões cêntricas. O grupo principal de 
Odocoileus representam as espécies O. virginianus borealis, O. hemionus, 
Pudu puda, Alces americana e Hippocamelus bisulcus. 2n = número 
diploide e NF = número fundamental. (Abril et al., 2010a, adaptado de 
Fontana e Rubini, 1990). 
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A presença de cromossomos B, ou supernumerários, estabelecem uma 

variabilidade cromossômica nas espécies que os possuem visto que apresentam 

variação inter e intraindividual de seu número (Neitzel, 1987; Duarte, 1998; Abril et al., 

2010a). São elementos extras no cariótipo que não seguem o modelo de herança 

mendeliana e exibem variação em número entre populações, indivíduos e até em nível 

celular (Camacho, 2005; Kasahara, 2009). Em Cervidae, os cromossomos B foram 

identificados no genoma dos gêneros Capreolus e Mazama, sendo os menores 

cromossomos do lote, exceto pelo cromossomo Y. Também, os cromossomos 

supernumerários apresentam variação intraindividual em todas as espécies de 

cervídeos portadores (Neitzel, 1987; Duarte e Jorge, 1996, 2003; Abril e Duarte, 2008; 

Abril et al., 2010a; Fiorillo et al., 2013). Alguns estudos moleculares passaram a 

abordar o conteúdo e a atividade de cromossomos B em cervídeos, porém, esses 

estudos se limitam as espécies C. pygargus (2n = 70 + 0-14B) e M. gouazoubira (2n 

= 70 + 0-3B). Demonstrou-se que apesar de apresentarem o mesmo cariótipo padrão 

(2n = 70 + Bs), essas espécies apresentam uma grande diferença no conteúdo 

genético de seus cromossomos supernumerários, sendo que na espécie C. pygargus 

o cromossomo B se mostrou mais derivado (Trifonov et al., 2013; Makunin et al., 

2016). 

A citogenética é uma importante ferramenta no auxílio da identificação de 

espécies da família Cervidae, sobretudo nos grupos que passaram por complexo e 

rápido processo de evolução cariotípica, tais como os gêneros Mazama e Muntiacus 

(Yang et al., 1995; Mudd et al., 2020; González e Duarte, 2020). Nos indivíduos desses 

gêneros, a diversidade de cariótipos acompanha reduzidos níveis de diferenciação 

morfológica, o que dificulta a categorização taxonômica das suas espécies (Yang et 

al., 1997a, b e c; Duarte e Jorge, 2003; Chi et al., 2005; Abril e Duarte, 2008; Abril et 

al., 2010b; Cifuentes-Rincón et al., 2020). O entendimento dos rearranjos 

cromossômicos e suas funções nos eventos de especiação, nesse contexto, ocupa 

parcela imprescindível nas análises filogenéticas (Duarte et al., 2008; González e 

Duarte, 2020). 
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2.2  A complexidade do gênero Mazama 

O gênero Mazama Rafinesque, 1817 compreende um amplo grupo de 

cervídeos neotropicais. Sua distribuição se estende do Estado de Veracruz no México 

até a Argentina Central (Merino e Rossi, 2010). Integra espécies de tamanho pequeno 

a médio, nas quais os machos possuem chifres curtos, não ramificados e pontiagudos. 

Tais espécies apresentam hábitos solitários e ocupam habitats diversos, incluindo 

florestas tropicais chuvosas e secas, florestas montanhosas e savanas arbóreas 

(Duarte e González, 2010). 

A taxonomia do gênero Mazama representa um dos maiores obstáculos aos 

pesquisadores do grupo por conta da dificuldade amostral, já que ocorrem em 

vegetação densa e possuem comportamento evasivo e, pela complexidade de seu 

processo evolutivo (Merino e Rossi, 2010; González et al., 2010). O grupo apresenta 

incertezas em sua taxonomia e a classificação das espécies do gênero é controversa 

(Duarte et al., 2008; González et al., 2010; Gutiérrez et al, 2017; Heckeberg, 2020). 

São reconhecidas até o momento nove espécies válidas de Mazama: Mazama 

americana Erxleben, 1777, Mazama temama Kerr, 1792, Mazama gouazoubira 

Fischer, 1814, Mazama nemorivaga Cuvier, 1817, Mazama rufina Bourcier e 

Pucheran, 1852, Mazama nana Hensel, 1872, Mazama pandora Merriam, 1908, 

Mazama chunyi Hershkovitz, 1959 e Mazama bororo Duarte, 1996 (Merino e Rossi, 

2010; Gutiérrez et al., 2017). Entretanto, o agrupamento dessas espécies nesse táxon 

foi baseado sobretudo em caracteres morfológicos (Allen, 1915; Cabrera, 1960; 

Merino e Rossi, 2010). O advento das metodologias modernas demonstrou que a 

morfologia não é critério suficiente para avaliar questões taxonômicas do gênero 

devido ao elevado grau de convergência adaptativa (Duarte et al., 2008; Abril et al., 

2010b; Gutiérrez et al., 2017; Heckeberg, 2020). 

A condição não monofilética de Mazama tem sido extensamente relatada na 

literatura (Gilbert et al., 2006; Duarte et al., 2008; Hassanin et al., 2012; Gutiérrez et 

al., 2017; Heckeberg, 2020). Análises filogenéticas dos cervídeos da América do Sul 

separou com alto suporte as espécies de Mazama em duas subtribos que divergiram 

há aproximadamente 5 milhões de anos. A subtribo Blastocerina incluem as espécies 

de M. gouazoubira e M. nemorivaga, juntamente com outros gêneros como 

Blastocerus, Ozotoceros e Hippocamelus. Por sua vez, a subtribo Odocoileina 
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abrange as espécies M. nana, M. bororo, duas linhagens de M. americana e o gênero 

Odocoileus (Duarte et al., 2008; Gutiérrez et al., 2017; Heckeberg, 2020). Dentro de 

Blastocerina, essas análises demonstraram ainda que M. gouazoubira e M. 

nemorivaga não possuem ancestral comum exclusivo, não sendo intimamente 

relacionados do ponto de vista filogenético (Figura 2) (Duarte et al., 2008; Gutierrez et 

al., 2017; Heckeberg, 2020). Assim, dois novos gêneros devem ser propostos, um 

para a linhagem que inclui M. gouazoubira e M. chunyi, e outro para a espécie M. 

nemorivaga (Gutiérrez et al., 2017). Já a nomenclatura Mazama deve ser mantido nos 

táxons relacionados a espécie tipo do gênero M. americana, pertencente ao clado de 

Odocoileina (Gutiérrez et al., 2017; Cifuentes-Rincón et al., 2020). 

Do ponto de vista cromossômico, o panorama encontrado é uma intrigante 

diversidade de cariótipos. Entre as espécies do gênero, o número diploide varia entre 

2n = 32 a 2n = 70, entretanto, comumente é relatado um polimorfismo cromossômico 

intraespecífico característico (Duarte e Jorge, 2003; Abril e Duarte, 2008; Abril et al., 

2010; Fiorillo et al., 2013; Valeri et al., 2018). Essa variação inter e intraespecífica está 

frequentemente associada a presença de cromossomos instáveis e susceptíveis a 

quebras, características responsáveis por sucessivos rearranjos cromossômicos 

(Vargas-Munar, 2010; Tomazella et al., 2017). Em decorrência desses aspectos, a 

classificação de Mazama não pode ser entendida sem uma análise citogenética 

minuciosa (Duarte et al., 2008; Abril et al., 2010b).  

A espécie Mazama americana, por exemplo, exibe um cenário singular que 

evidencia essa particularidade do grupo. No Brasil, foram descritas seis variedades 

cariotípicas que possuem coerência geográfica, denominadas citótipos. Os citótipos 

ainda podem apresentar variações no seus números cromossômicos, porém, menores 

do que as demonstradas entre eles. Cada variante possivelmente pode vir a ser 

descrita como nova espécie. Ainda, as possíveis novas espécies podem estar 

ameaçadas de extinção (Figura 3) (Abril et al., 2010b). Adicionalmente, a 

caracterização citogenética de um indivíduo coletado na Guiana Francesa, localidade 

de descrição da espécie, exibiu cariótipo que não se enquadra em nenhum citótipo 

previamente relatado para as variantes do Brasil apesar da grande semelhança 

morfológica. O achado corrobora a existência de um complexo de espécies crípticas 

e sugere que Mazama americana sensu Erxleben, 1777 é uma espécie diferente de 
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todos os citótipos já descritos na literatura (Cifuentes-Rincón et al., 2020).  

 

 

Figura 2. Relações filogenéticas dos cervídeos neotropicais (Odocoileini: 
Capreolinae: Cervidae) utilizando um fragmento de 935 pb do citocromo 
B do DNA mitocondrial. A análise separou com alto suporte as espécies 
de Mazama em duas subtribos que divergiram há aproximadamente 5 
milhões de anos: subtribo Odocoileina e subtribo Blastocerina (adaptado 
de Duarte et al., 2008). 
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Figura 3. Dois indivíduos machos de Mazama americana com morfologias externas 
muito semelhantes e elevada diferença cariotípica. À esquerda, indivíduo 
do citótipo Juína, com 2n = 45 + 3Bs e à direita, indivíduo do citótipo Paraná, 
com 2n = 53 + 4Bs (Abril et al., 2010a). 

 

O veado-mateiro-pequeno Mazama bororo Duarte, 1996, por sua vez, foi 

erroneamente classificada como Mazama americana Erxleben, 1777 sob análise 

morfológica (Cabrera, 1960; Czernay, 1987). Somente após estudos cromossômicos, 

que demonstraram uma enorme diferença entre o cariótipo do M. bororo (2n = 32 – 

34, NF = 46) de todos aqueles já descritos para M. americana (2n = 42 – 52, NF = 48 

- 57), o táxon foi individualizado e classificado como uma nova espécie. Essas duas 

espécies só podem ser distinguidas por seus cariótipos notavelmente diferentes 

(Duarte e Jorge, 2003).  

A ocorrência de translocações Robertsonianas é frequentemente descrita em 

Mazama. Na espécie M. gouazoubira, esse tipo de fusão foi observado em cinco 

indivíduos de vinte analisados em uma população do Pantanal da Nhecolândia, Mato 

Grosso do Sul, Brasil (Valeri et al., 2018). Já na espécie Mazama nana, a presença 
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dessa translocação levou a descrição de oito diferentes variantes cariotípicas. As 

variações observadas para essa espécie não tiveram correlação geográfica, e, 

portanto, não foram separadas em citótipos, e sim reconhecidas como polimorfismo 

cromossômico intraespecífico (Abril e Duarte, 2008).  

A presença de variações cromossômicas intraespecíficas potencialmente 

exerce influência na estabilidade gamética e na produção dos gametas. Acredita-se 

que uma fusão cêntrica em heterozigose possa reduzir a fertilidade em virtude da 

segregação gamética irregular durante a meiose (Baker e Bickham, 1986). Entretanto, 

a análise do complexo sinaptonêmico de um indivíduo de M. americana, portador de 

uma fusão cêntrica em heterozigose, verificou que a formação de gametas 

desequilibrados é improvável, uma vez que geralmente se formam trivalentes na 

meiose (Aquino et al., 2013). Subfertilidade e infertilidade, contudo, foram observadas 

em híbridos de citótipos de M. americana de parentais com divergência cromossômica 

maior que dois cromossomos. Sendo assim, observou-se a presença de mecanismo 

de isolamento reprodutivo pós-zigótico com o acúmulo de rearranjos cromossômicos 

sugerindo-se assim que populações com mais de dois cromossomos de diferença 

estão reprodutivamente isoladas (Cursino et al., 2014; Salviano et al., 2017). 

A especiação do gênero Mazama foi baseada em alterações cromossômicas 

que não conduziram a uma mudança gênica significativa. A ocorrência de rearranjos 

cromossômicos e a elevada frequência da observação de polimorfismo cromossômico 

no gênero contribui para a formação de novas espécies em situação de isolamento 

geográfico (Duarte e Jorge, 1996; Duarte e Merino, 1997; Duarte et al., 2008). 

Adicionalmente, a presença de cromossomos B causa uma variabilidade 

cromossômica inter e intraespecífica (Neitzel, 1987; Duarte, 1998; Abril et al., 2010a).  

Considerando as características apresentadas, acredita-se que o gênero se 

encontra em plena evolução e que suas espécies ainda não fixaram seus cariótipos 

(Duarte e Merino, 1997). O contexto da rápida evolução cromossômica em que o 

gênero se insere reforça a citogenética como técnica de nobre valor para compreender 

a relação dos táxons, a qual deve ser o alicerce dos estudos taxonômicos do grupo 

(González e Duarte, 2020; Cifuentes-Rincón et al., 2020).  
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 2.3 A espécie Mazama gouazoubira e sua importância como base nos 

estudos cariotípicos do gênero 

O veado cinza Mazama gouazoubira Fisher, 1814, conhecido como veado-

catingueiro, é uma espécie de cervídeo neotropical encontrado na América do Sul. 

Possui pequeno a médio porte e ampla variação na coloração de sua pelagem, 

caracterizada por ser amarronzada nas formas de savana e acinzentada nas formas 

de floresta (Black-Décima et al., 2010). Apresenta mancha superciliar esbranquiçada, 

característica marcante da espécie, e a face interna da orelha e inferior da cauda de 

coloração branca. Sua altura média é de 50 cm na cernelha e seu peso na fase adulta 

varia de 17 a 23 kg. Os machos possuem chifres simples e inclinados póstero-

dorsalmente (Figura 4) (Duarte e Merino, 1997; Rossi, 2000; Black-Décima et al., 

2010). 

 

 

Figura 4. Indivíduo macho da espécie Mazama gouazoubira (Black-Décima et al., 
2010). 

 
O veado-catingueiro apresenta extensa distribuição geográfica devido a sua 

elevada plasticidade ecológica (Duarte, 2007). A espécie é encontrada desde regiões 

secas e pré-andinas da Argentina e Bolívia, estendendo-se para a costa atlântica a 
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oeste. Seu limite norte fica ao sul da região amazônica e seu limite sul inclui todo o 

Uruguai até a província de Entre Rios na Argentina (Black-Décima et al., 2010). No 

Brasil, está presente em todos os biomas do território (Figura 5), com exceção da 

região Amazônica (Duarte, 1998). É considerado a espécie mais abundante da 

América do Sul, sendo classificada pela International Union for Conservation of Nature 

em um status de conservação “menos preocupante” (Black-Décima e Vogliotti, 2016). 

 

 

Figura 5. Mapa da área de distribuição da espécie Mazama gouazoubira (Black-

Décima et al., 2010, com modificações).  

 

 Conforme anteriormente comentado, o veado-catingueiro foi alocado em 

Mazama Rafinesque, 1817 devido a convergência morfológica apresentada pelas 

espécies que compõem este grupo (Duarte et al., 2008). Contudo, considerando os 

problemas taxonômicos do gênero Mazama que já foram amplamente demonstrados 

por estudos filogenéticos (Duarte et al., 2008; Gutiérrez et al., 2017; Heckeberg et al., 

2020), a mudança do nome de gênero para a espécie Mazama gouazoubira Fisher, 

1814 é necessária e urgente. O gênero Mazama deverá ser mantido para as espécies 

relacionadas a espécie Mazama americana, espécie tipo do gênero. O nome Subulo 
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Smith, 1827 foi sugerido como o mais adequado para a alteração, sendo a mudança 

de nomenclatura do táxon para Subulo gouazoubira. Também, diante da ausência de 

um holótipo e dos problemas taxonômicos que envolvem esse grupo de cervídeos, foi 

proposto uma nova série tipo, neótipo e paraneótipos, a partir de topotipos atuais da 

espécie coletados próximos a localidade de descrição em Asunción, Paraguai 

(Bernegossi et al., 2021, no prelo). 

A primeira descrição citogenética da espécie M. gouazoubira foi realizada por 

Neitzel (1979) a partir da análise de uma fêmea, que obteve número diploide de 2n = 

70 e NF = 70. Em 1987, através da análise de um macho da espécie, Neitzel definiu 

que todos os autossomos da espécie são acrocêntricos, sendo o cromossomo sexual 

X acrocêntrico e maior do lote, e o Y metacêntrico e o menor do lote. Além disso, foi 

proposto um idiograma do padrão de Banda G para a espécie (Figura 6). Sugeriu-se 

que essa composição cariotípica teria sido retida do ancestral hipotético comum da 

família Cervidae (Neitzel, 1987; Fontana e Rubini, 1990). Dessa forma, os cervídeos 

das demais espécies do gênero Mazama, e de toda família, presumivelmente se 

formaram decorrentes de diversos rearranjos cromossômicos em diferentes 

combinações a partir do cariótipo do veado-catingueiro. 
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Figura 6. Idiograma do padrão de Banda G da espécie Mazama gouazoubira, 
ancestral hipotético da família Cervidae, com 2n=70 e NF=70, todos os 
autossomos acrocêntricos, sendo o cromossomo X acrocêntrico e maior do 
lote (Neitzel, 1987). 

 

O veado-catingueiro já foi amplamente estudado através da citogenética 

clássica (Neitzel, 1987; Duarte, 1992; Duarte, 1998; Tomazella, 2016; Tomazella et 

al., 2017; Valeri et al., 2018). Uma importante característica da espécie é a presença 

de polimorfismo cromossômico intraespecífico, decorrentes de fusões cêntricas e das 

variações no número de cromossomos supernumerários (Duarte, 1992; Tomazella, 

2016; Valeri et al., 2018). Tomazella (2016) analisou 135 indivíduos de M. 

gouazoubira. Desses, seis animais (8,82%) foram heterozigotos para uma 

translocação Robertsoniana, um indivíduo (1,47%) foi homozigoto para uma 

translocação Robertsoniana e 14 animais (20,59%) foram portadores de 

cromossomos B e heterozigotos para uma translocação Robertsoniana. 
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Posteriormente, Valeri et al. (2018) investigou citogeneticamente uma população de 

vida livre do pantanal da Nhecolândia no estado do Mato Grosso do Sul no Brasil. 

Entre os indivíduos analisados, 9 possuíam cromossomos B e 5 possuíam fusão 

cêntrica em heterozigose (2n = 69 e FN = 70) (Figura 7).  

 

 

Figura 7. Cariótipos de M. gouazoubira apresentando translocação Robertsoniana em 
heterozigose. (A) Cariótipo representando a translocação entre o 
cromossomo X e o autossomo 16, (B) cariótipo representando a 
translocação entre os autossomos 4 e 16, (C) cariótipo representando a 
translocação entre os autossomos 7 e 21. (D) Banda G dos cromossomos 
translocação e representação gráfica, segundo Neitzel (1987), das 
respectivas translocações (Valeri et al., 2018). 

 

Buscando compreender a variação cromossômica intraespecífica presente no 

veado-catingueiro, alguns trabalhos investigaram a fragilidade cromossômica da 

espécie pelo uso da droga mutagênica doxorrubicina (Vargas-Munar et al., 2010; 

Tomazella et al., 2017). Essa droga, pertencente ao grupo das antraciclinas, provoca 

mutação no DNA devido ao aumento de radicais livres altamente tóxicos ou por sua 

ação direta, através da inibição da atividade da topoisomerase II e da helicase que 
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interferem na separação do DNA de fita dupla (Quiles et al., 2002; Islaih et al., 2005; 

Resende et al., 2010). A espécie M. gouazoubira, entre as espécies M. americana, M. 

nana e Blastocerus dichotomus, foi a mais afetada pela ação do mutagênico e a 

espécie B. dichotomus, a menos afetada. Diante do exposto, sugeriu-se que M. 

gouazoubira possui elevada fragilidade cromossômica e que a ocorrência de 

translocações seria comum para a espécie (Vargas-Munar et al., 2010). Os 

cromossomos envolvidos nos sítios de quebras induzidas pela droga doxorrubicina no 

veado-catingueiro foi posteriormente caracterizado por bandamento G, segundo 

idiograma de Neitzel (1987). Os pares 7 (15,18%), X (12,42%), 2 (12,19%), 1 

(11,04%), 4 (9,66%), 16 (9,20%) e 6 (8,74%) foram os cromossomos com maior 

frequência de aberrações cromossômicas, sendo que 14 pares de autossomos e o 

cromossomo Y não apresentaram aberrações (Tomazella et al., 2017). 

 A retenção do cariótipo ancestral (Neitzel, 1987; Fontana e Rubini, 1990), a 

presença de sítios frágeis (Vargas-Munar et al., 2010; Tomazella et al., 2017), o 

polimorfismo cromossômico e a ocorrência de cromossomos B (Duarte, 1992; 

Tomazella, 2016; Valeri et al., 2018) posiciona a espécie M. gouazoubira como um 

ótimo modelo para os estudos citogenéticos do complexo gênero Mazama e ponto de 

partida para compreensão da origem dos cariótipos das demais espécies.  

 

2.4 Citogenética Molecular e importância nos estudos da família Cervidae 

Como discutido nos tópicos anteriores, as técnicas citogenéticas possuem 

grande relevância no fornecimento de dados no estudo de animais selvagens de vida 

livre e em cativeiro, conferindo descobertas importantes para a gestão e a 

conservação da fauna (Rubes et al., 2008a; González e Duarte, 2020; Cifuentes-

Rincón et al., 2020). No início da década de 1970, o advento de métodos que 

propiciavam marcações ao longo dos cromossomos, permitiu uma melhor 

compreensão de suas estruturas e funções (Kasahara, 2009; Graphodatsky et al., 

2011).  

Comumente, na citogenética comparativa, o bandamento cromossômico é visto 

como um indicador confiável de homologia cromossômica para o entendimento das 

divergências cariotípicas interespecíficas (Graphodatsky et al., 2011). Entretanto, a 

comparação de espécies filogeneticamente distantes ou que passaram por um rápido 
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processo de evolução cromossômica requerem uma análise mais refinada e 

metodologia mais avançada, a nível de DNA (Graphodatsky et al., 2011). A 

incorporação de técnicas moleculares na citogenética aperfeiçoou, nesse sentido, a 

análise dos processos genéticos que contribuem para a diferenciação das espécies. 

A técnica de hibridização in situ fluorescente (FISH) representou um salto qualitativo 

nas análises cromossômicas e uma eficiente comparação entre espécies (Rubes et 

al., 2008a; Kasahara, 2009; Graphodatsky et al., 2011).  

A metodologia da FISH consiste em uma reação de hibridização entre 

sequências complementares de DNA ou RNA a partir da utilização de sondas 

previamente marcadas com fluorocromos. Os fluorocromos são responsáveis por 

emitir múltiplos sinais coloridos fluorescentes nos sítios de hibridização com o DNA-

alvo (Liher e Weise, 2017). A técnica possui sensibilidade elevada e depende 

sobretudo do conjunto e da qualidade das sondas utilizadas (Kasahara, 2009). A partir 

dela, foi possível observar complexos mecanismos de reorganização entre segmentos 

cromossômicos e por consequência, as relações filogenéticas entre as espécies se 

tornaram mais fidedignas (Graphodatsky et al., 2011). 

O método de citogenética molecular mais comumente utilizado, a pintura 

cromossômica, que geralmente utiliza cromossomos inteiros como sonda, esbarra na 

dificuldade na detecção de rearranjos intracromossômicos (Ferguson-Smith e 

Trifonov, 2007). A nível citogenético molecular, os rearranjos intracromossômicos 

podem ser identificados por sondas específicas para regiões cromossômicas, 

derivadas da microdissecção, ou pela utilização de DNA clonado, como nos 

cromossomos artificiais de bactérias (BACs). O grande avanço no sequenciamento 

dos genomas de diferentes espécies produziu amplas bibliotecas de clones de BAC 

mapeados com precisão e que podem ser usados de forma muito eficiente em 

experimentos de FISH (Rocchi et al., 2012). 

Nesse sentido, sondas de BACs têm sido cada vez mais utilizadas como 

marcadores cromossomo-específicos e na construção de mapas citogenéticos de 

diferentes espécies (Pedrosa-Harand, 2012). A principal vantagem do uso de BACs 

como sondas em estudos de FISH, é o tamanho e as sequências definidas dos 

insertos (Liher, 2017). A abordagem da FISH com uso de BACs representou um elo 

visual poderoso para trabalhar com a organização citogenética de diferentes espécies 
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(Rocchi et al., 2012). Dessa forma, o uso dessas sondas tornou possível a detecção 

precisa de rearranjos intracromossômicos e locais de quebras cromossômicas (Liher, 

2017).  

Dentro da família Cervidae, o gênero Muntiacus, reconhecido por apresentar 

um complexo e rápido processo de evolução cariotípica semelhante ao exposto para 

Mazama, possui importantes estudos de citogenética molecular que levaram ao 

melhor entendimento de reorganização cromossômica das espécies atuais do gênero 

(Yang et al., 1995; Yang et al., 1997a, b e c). Sob bandamento G foi hipotetizado que 

as diferentes espécies de Muntiacus resultaram de múltiplas fusões em tandem e 

centroméricas a partir de cromossomos acrocêntricos ancestrais menores (Shi et al., 

1980). A FISH permitiu observar que os cromossomos 1, 2, 3, 4, 5 e 11 da espécie 

chinesa Muntiacus reevesi (2n = 42) evoluíram exclusivamente por fusões em tandem 

a partir do cariótipo basal da família. Todavia, a análise dos cromossomos da espécie 

indiana Muntiacus muntjak vaginalis (2n = 6♀/7♂) demonstrou que não é possível 

reconstruir o cariótipo do muntíaco-indiano exclusivamente por fusões em tandem a 

partir do cariótipo ancestral. Diante disso, demonstrou-se que, além das fusões em 

tandem e centroméricas, outros rearranjos tiveram relevância na evolução das 

espécies do gênero (Yang et al., 1997a). 

Em contraposição, as espécies do gênero Mazama carecem de estudos 

citogenéticos moleculares para melhor compreensão de seu processo de evolução 

cariotípica marcado por contínuos rearranjos cromossômicos (Abril, 2009; Tomazella, 

2016). Os estudos prévios de evolução cromossômica das espécies do gênero a partir 

do cariótipo hipotético ancestral, retido pela espécie Mazama gouazoubira, foram 

ineficazes pela dificuldade de produção dos marcadores cromossômicos. A obtenção 

de marcações espécie-específicos, para caracterização dos cromossomos 

carreadores de translocações Robertsonianas isolados por microdissecção da 

espécie, foram impossibilitadas pela hibridização centromérica, em região de 

heterocromatina, de todos os demais cromossomos. Diante disso, não foi possível 

diferenciar os sítios de hibridização específicos dos sítios inespecíficos. Os resultados 

demonstraram um impasse na supressão de sequências repetitivas por diferentes DNA 

supressores (Abril, 2009; Tomazella, 2016). 

Uma alternativa para solucionar o problema de marcações inespecíficas é 
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trabalhar com hibridização in situ entre diferentes espécies. Devido a rápida evolução 

e degeneração das sequencias de DNA repetitivo, as sondas produzidas a partir de 

outra espécie e sua posterior caracterização para a determinação de homologias 

interespecíficas, aparecem como opção para a produção de marcadores 

cromossômicos para estudos intra e interespecíficos (Trifonov et al., 2017). 

Nesse contexto, o rápido progresso no conhecimento do genoma bovino fez 

desse animal um modelo ideal para estudos citogenéticos e genômicos comparativos 

(Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium, 2009). O número diploide 

bovino é de 2n = 60, sendo composto por 58 autossomos acrocêntricos e 2 

cromossomos sexuais (Gallagher e Womack, 1992). Sondas cromossômicas 

fluorescentes dessa espécie já foram amplamente utilizadas em estudos comparativos 

de cariótipos, tanto em espécies filogeneticamente próximas e intimamente 

relacionadas quanto em espécies distantes da família Cetartiodactyla (Rubes et al, 

2008b; Ropiquet et al., 2010; Cernohorska et al., 2012; Cernohorska et al., 2013; 

Frohlich et al., 2016; Frohlich et al., 2017). 

Em estudo comparativo com cervídeos, Dementyeva et al. (2010) utilizaram 

sondas de cromossomos inteiros de dromedário (Camelus dromedarius) no genoma 

da corça siberiana (Capreolus pygargus). A pintura cromossômica revelou 53 

homologias autossômicas no genoma da espécie do cervídeo. De forma indireta por 

meio das homologias pré-estabelecidas entre dromedário e bovino (Bos taurus), o 

estudo detectou que 8 rearranjos cromossômicos separam os cariótipos de C. 

pygargus e B. taurus, sendo 6 fissões na espécie C. pygargus. Adicionalmente, 

combinando os resultados com dados publicados anteriormente, o trabalho deduziu 

as correspondências cromossômicas entre o ancestral hipotético da infraordem 

Pecora, dromedário, bovino e C. pygargus.  

De forma semelhante, Frohlich et al. (2017) utilizaram sondas de cromossomos 

inteiros de bovino nas espécies Cervus elaphus (2n = 68, CEL), Elaphurus davidianus 

(2n = 68, EDA), Cervus timorensis russa (2n = 60, CTR), Rucervus eldii (2n = 58, REL), 

Alces alces (2n = 68, AAL), Rangifer tarandus (2n = 70, RDA), Capreolus capreolus 

(2n = 70, CCA), Dama dama (2n = 68, DDA) e Muntiacus reevesi (2n = 46, MRE) para 

a detecção de segmentos conservados e de rearranjos inter e intracromossômicos. 

Nesse estudo, os resultados obtidos a partir das 29 sondas de cromossomos inteiros 
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da espécie Bos taurus evidenciaram que, a despeito da diversidade cariotípica das 

espécies de cervídeos participantes, todas apresentaram o mesmo número de 35 

segmentos cromossômicos conservados no cariótipo de Bos taurus. Os achados de 

Frohlich et al. (2017) concordaram com os resultados anteriormente apontados por 

Dementyeva et al. (2010), constatando de forma mais refinada o padrão evolutivo para 

a família. 

Ademais, os autores descreveram rearranjos intracromossômicos utilizando um 

conjunto de sondas de clones BAC, nos cromossomos homólogos ao par BTA1 

(Frohlich et al., 2017). Em todas as noves espécies estudadas, o homólogo ao BTA1 

se apresentou dividido em dois cromossomos de tamanhos diferentes, sendo o maior 

desses de morfologia acrocêntrica (EDA, DDA, CEL, CTR, REL e CCA) ou 

submetacêntrica (AAL e RTA), devido a mudança de posição no centrômero. As 

espécies cujo homólogo maior possui morfologia acrocêntrica apresentam alterações 

intracromossômicas na ordem das sondas de BACs do BTA1 (Frohlich et al., 2017). 

Nestes, os clones das regiões distais e terminais do BTA1 hibridizaram em regiões 

mediais do homólogo de maior tamanho nos cervídeos (Figura 8). Nas espécies AAL 

e RTA, esses clones hibridizaram com a região distal (em relação ao centrômero) do 

braço p do cromossomo submetacêntrico. Para todas as espécies estudadas, o clone 

BAC derivado da região proximal de BTA1 hibridizou com as regiões proximais do 

homólogo de menor tamanho (Frohlich et al.,2017). 
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Figura 8: FISH mostrando a hibridização das sondas de BACs do cromossomo 
bovino 1 e sua ilustração esquemática em várias espécies de 
cetartidactílos. (A) Padrão de hibridização das sondas de bovino 
BAC1qp (rosa), BAC1qd (verde) e BAC1qt (vermelho) em cromossomos 
de Bos taurus (BTA), Cervus timorensis rusa (CTR) e Rangifer tarandus 
(RTA). (B) Ilustração demonstrando rearranjos dos homólogos ao BTA1 
em Cervus timorensis rusa (CTR), Muntiacus reevesi (MRE), Rangifer 
tarandus (RTA), Antilocapra americana (AAM), Giraffa camelopardalis 
(GCA), Okapia johnstoni (OJO) e Choeropsis liberiensis (CLI). Os 
pontos aproximam as posições das sondas BAC1qp (rosa), BAC1qd 
(verde) e BAC1qt (vermelho) (Frohlich et al., 2017). 

 

Já o cromossomo sexual X foi amplamente estudado em Cetartiodactyla quanto 

aos seus rearranjos intracromossômicos pelo uso de sondas derivadas de clones BAC 

de bovino. A análise detalhada no mapeamento do X mostrou que as espécies não-

ruminantes estudadas (porco, camelo, baleia e hipopótamo) compartilham o mesmo 

mapa de marcação do cromossomo X, enquanto nas espécies de ruminantes a taxa 

de rearranjos X-específicos excede significativamente a dos demais mamíferos 

eutérios (Proskuryakova et al., 2017). Sumarizando os achados do uso de sondas de 

BAC em Cervídeos, o cromossomo X possuiu uma grande variação de morfologia e 

na extensão da conservação dos cromossomos sexuais: a família Capreolinae 

apresenta uma morfologia metacêntrica uniforme com disposição semelhante dos 

blocos sintênicos entre suas espécies; em contraste, a subfamília Cervinae é 

caracterizada pela ocorrência de grande variedade de rearranjos no cromossomo X 

como reposicionamento do centrômero, inversões e fusões X-autossômicas 

(Proskuryakova et al., 2017). 
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Mais recentemente, Galindo et al. (2021a) indicaram que sondas de pintura 

cromossômica e sondas de clones BAC derivados da espécie bovina possuem 

resultados satisfatórios como marcadores cromossômicos para o veados neotropicais 

do gênero Mazama. Assim, elas vêm sendo utilizadas na confirmação de 

cromossomos participantes de translocações Robertsonianas, previamente descritas 

por banda G (Tomazella, 2016), em indivíduos de Mazama gouazoubira com redução 

do número diploide de 2n = 70 para 2n = 69 (Galindo et al., 2021a).  

Diante do exposto, o mapeamento de clones BAC para todo o conjunto 

cromossômico de uma espécie que reteve o cariótipo ancestral é de enorme 

relevância para compreender, de forma refinada e detalhada, o processo de evolução 

cariotípica dentro do gênero Mazama. Inclusive, a definição de marcadores 

cromossômicos para o cariótipo ancestral permitirá seu uso na determinação das reais 

diferenças cariotípicas entre as várias espécies de Mazama e os efeito reprodutivo 

que elas produzem. Consequentemente, essas diferenças poderão ser utilizadas 

como uma das principais ferramentas para as definições taxonômicas do grupo. 

 

3. OBJETIVOS 

 

 

O objetivo principal desse trabalho é caracterizar as homologias de sondas de 

clones BAC derivadas do genoma bovino nos cromossomos da espécie Mazama 

gouazoubira. Para tanto, os seguintes objetivos específicos foram determinados: 

 

- Propor novo idiograma do padrão de Banda G para a espécie M. gouazoubira; 

 

- Caracterizar, mapear e esquematizar as homologias entre sondas de BACs 

de bovino e os cromossomos da espécie M. gouazoubira;  

 

- Produzir marcadores cromossômicos para estudos intra e interespecíficos do 

gênero Mazama. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Esse trabalho foi parcialmente desenvolvido no laboratório de Citogenética do 

Núcleo de Pesquisa e Conservação de Cervídeos (NUPECCE), Jaboticabal, Brasil e 

parcialmente no Veterinary Research Institute (VRI), Brno, República Tcheca. O 

cultivo celular foi realizado no NUPECCE (tópicos 4.1 e 4.2) e as metodologias de 

Banda G (tópico 4.3), aquisição de clones BAC, obtenção e marcação das sondas 

(tópico 4.4) no VRI. A Hibridização in situ fluorescente (Tópico 4.5) foi realizada em 

ambos os laboratórios. 

 

 

4.1 Amostras 

Foram avaliadas amostras de pele de três indivíduos machos da espécie M. 

gouazoubira apresentando 2n = 70 e NF = 70 (Tabela 1). As amostras estavam 

estocadas no banco criogênico do Núcleo de Pesquisa e Conservação de Cervídeos 

(NUPECCE), localizado na Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias da 

Universidade Estadual Paulista - FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal.  

 

Tabela 1: Identificação, cariótipo e origem dos indivíduos selecionados: 

Identificação 2n NF Cromossomo B Origem 

T194 70 70 0-3 Serra da Mesa - GO 

T376 70 70 0 Pitangueiras - SP 

T384 70 70 0 Guarací- SP 

 

4.2 Cultivo de Fibroblastos e Preparações Cromossômicas 

4.2.1 Semeadura 

As amostras de pele foram descongeladas em banho-maria (37°C) até que o 

meio com as células congeladas voltasse ao estado líquido. Em fluxo laminar, o 

fragmento foi lavado duas vezes em 2,0 mL de PBS (10g NaCl/L + 0,25g KCl/L + 1,44g 

Na2HPO4.12H2O/L + 0,25g KH2PO4/L) em placas de Petri descartáveis. O material foi 

divulsionado com lâmina de bisturi em placa de Petri contendo 1,0 mL de solução 
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completa de cultivo DMEM (Meio Essencial Mínimo Modificado de Dulbeco 

Cultilab™/L + 3,7 g de bicarbonato/L + 1,0 mL de sulfato de gentamicina/L + 2,0 mL 

de anfotericina B/L, pH 6,8-7,1). Os diversos fragmentos de aproximadamente 1 mm2 

foram transferidos para frascos de cultivo T25 (TPPTM) que continham 1,0 mL de meio 

DMEM e 1,0 mL de soro fetal bovino (SFB) Cultilab TM. Os frascos foram levados para 

estufa a 5% CO2 e 37°C por 48 horas sem qualquer movimento (Verma e Babu, 1995). 

A cultura primária (Figura 9a) foi monitorada diariamente e o meio trocado a cada 48 

horas. Após aderência dos fragmentos de pele, mudou-se a quantidade do meio para 

2,5 mL de DMEM com 15% de SFB até a formação de uma monocamada de células 

no fundo do frasco (Figura 9b). 

 

 

Figura 9. (A) Início do crescimento celular a partir de um fragmento de pele de M. 
gouazoubira no 7º dia de cultivo e (B) confluência celular no 15º dia de 
cultivo. Fotos obtidas com microscópio invertido, aumento de 40x.  

 
 

4.2.2 Repique 

Após o crescimento adequado da monocamada de células, foi realizado o 

repique dos cultivos. O método consistiu em desprezar o meio presente nas garrafas, 

e lavá-las 3 vezes com 2,0 mL de PBS. Para soltura das células aderidas a 

monocamada, as garrafas foram tripsinizadas com 1,0 mL de tripsina (8,0g NaCl/L + 

0,4g KCl/L + 0,58 g NaHCO3/L + 1 g glucose/L + 0,005 g vermelho fenol/L + 0,2 g 

EDTA/L + 0,5 g tripsina/L, pH 7,2-7,4). A cultura foi monitorada em microscópio 
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invertido para verificar se as células soltaram do fundo do frasco e então, 

imediatamente, a tripsina foi inativada com 200 µL de SFB e 800 µL de DMEM. Dividiu-

se o material da garrafa mãe entre novos frascos, as quais foram monitoradas e 

tratadas como descrito anteriormente (subitem 4.2.1) até obter um número suficiente 

de cultivos secundários. 

 

4.2.3 Colheita 

Após atingirem a confluência celular, um dia antes da colheita, foi realizada a 

pré-tripsinização das garrafas. Passadas 24 horas da pré-tripsinização e trinta minutos 

antes da colheita, foram adicionados 60 µL de colchicina (0,016%) CultilabTM em cada 

frasco, os quais permaneceram incubados a 37°C e 5% de CO2. Depois, foi realizada 

a tripsinização para que as células se desprendessem dos frascos. O conteúdo dos 

frascos foi transferido para tubos de centrífuga cônico e, então, centrifugados por 

cinco minutos a 167,6 g e os sobrenadantes descartados. Após o descarte dos 

sobrenadantes, os sedimentos foram ressuspendidos em 8 mL de solução hipotônica 

KCl 0,067M e incubados no banho-maria a 37°C por vinte minutos. Posterior a 

incubação, a pré-fixação dos materiais foi realizada adicionando-se três gotas de 

fixador (solução de metanol e ácido acético 3:1). Os tubos foram centrifugados por 

cinco minutos a 1.200 rpm e os sobrenadantes descartados. Os sedimentos foram 

ressuspendidos em três ocasiões (6,0, 4,0 e 3,0 mL) com solução fixadora. As 

preparações cromossômicas obtidas a partir dos cultivos de fibroblastos foram 

gotejadas em lâminas para posterior uso nas técnicas de banda G e hibridização in 

situ fluorescente. 

 

4.3 Banda G 

A banda G foi realizada de acordo com o protocolo descrito em Seabright 

(1971), modificado. Para tanto, após o gotejamento do material, as lâminas foram 

deixadas overnight a 50 ºC. Depois, foram incubadas em solução 2xSSC a 50ºC por 

50 minutos. Posterior a incubação, foram mergulhadas em solução de tripsina (0,02%) 

a 38°C durante 30 segundos, sendo, em seguida, lavadas em solução tampão 

Sorensen (0,1M, pH 6.8). Finalmente, as lâminas foram coradas em solução corante 

Giemsa em tampão Sorensen (0,1M, pH 6,8) por 2 minutos, lavadas em água 
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destilada e deixadas para secar. As lâminas foram analisadas usando um microscópio 

Zeiss Axio Imager Z2 e as imagens digitais foram capturadas com o software ISIS 

(Meta-Systems, Altlussheim, Alemanha). 

 

4.4 Aquisição de clones BAC, Obtenção e Marcação das sondas 

4.4.1 Aquisição dos clones BAC 

Um conjunto de 107 clones BAC foram adquiridos comercialmente da biblioteca 

bovina CHORI-240 com base no NCBI ARS-UCD1.2 Assembly data e obtidos do 

BACPAC Genomics, Emeryville, CA, USA (Tabela 2).  

Do par cromossômico BTA1 ao par BTA11, foram selecionados quatro clones 

BAC compreendendo as localizações centromérica, proximal, distal e terminal dos 

cromossomos. A partir do cromossomo BTA12 até o BTA29, três clones BAC foram 

selecionados das regiões centromérica, medial e terminal. Para o cromossomo X, 

nove clones foram adquiridos envolvendo o braço q e braço p do cromossomo sexual 

bovino. Com base nos trabalhos de Dementyeva et al. (2010) e Frohlich et al. (2017), 

tentou-se estimar os pontos de quebras dos autossomos BTA1, 2, 5, 6, 8 e 9, que 

apresentavam dois cromossomos homólogos diferentes em diversas espécies da 

família Cervidae. Dessa forma, caso o padrão for equivalente em Mazama 

gouazoubira, cada homólogo possuirá dois marcadores BAC. 

Os clones recebidos foram pré-inoculados transferindo uma colônia de 

bactérias para uma placa com meio LB ágar com 12,5 µg / ml de cloranfenicol. A placa 

foi deixada em estufa a 37°C por 24 horas. Posteriormente, a placa foi removida e 

colocada em refrigeração até sua extração.  
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Tabela 2: Lista dos clones BAC adquiridos para caracterização em diferentes espécies de cervídeos neotropicais. Os clones 
foram selecionados da biblioteca bovina CHORI-240. Abreviações: cent = centromérica; prox = proximal; dist = 
distal; term = terminal. 

Cromossomo 
bovino (BTA) 

Clone BAC 
(cent) 

Posição em 
BTA (Mb) 

Clone BAC 
(prox) 

Posição em BTA 
(Mb) 

Clone BAC 
(dist) 

Posição em BTA 
(Mb) 

Clone BAC (term) 
Posição em 
BTA (Mb) 

BTA1 106N15 2.08-2.25 69G2 57.29-57,48 109I18 116,68-116.91 273F5 154.36-154.55 

BTA2 42D15 9.51-9.71 110M8 44.41-44,65 124N14 96.51-96.71 437C7 135.51- 135.71 

BTA3 24H18 4.38-4.62 274A19 53.24-53.51 106P15 98.75-98.97 433N8 121.25-121.43 

BTA4 168K3 5.43-5.62 215P21 40.28-40.51 95A8 77.04-77.23 259C9 119.29-119.48 

BTA5 411D6 5.81-5.99 59F16 68.51-68,70 78L8 70.86-71.06 100C21 119.70-119.89 

BTA6 89B23 3.37-3.55 46O3 61.12-61.34 45E5 64.74-64.97 200F18 117.34-117.56 

BTA7 57O13 1.36-1.56 117P3 38.88-39.13 57A5 81.18 -81.42 105G13 109.52-109.76 

BTA8 418M12 1.50-1.67 71G4 62.73-62.93 223P21 63.95-64.13 504A4 112.10-112.29 

BTA9 448F18 9.19-9.39 78C10 60.39-60.60 64B22 63.97-64.19 90A6 103.38-103.59 

BTA10 173B8 3.97-4.21 131N22 42.65-42.86 90G7 76.15-76.37 214M18 103.02-103.24 

BTA11 98M8 3.70-3.92 91N11 37.25-37.46 164D13 72.21-72.43 463C19 106.02-106.22 

Cromossomo 
bovino (BTA) 

Clone BAC 
(cent) 

Posição em 
BTA (Mb) 

Clone BAC 
(medial) 

Posição em BTA 
(Mb) 

Clone BAC 
(term) 

Posição em BTA 
(Mb) 

Clone BAC 
Posição em 
BTA (Mb) 

BTA12 68F22 11.10-11.33 27O21 36.43-36.65 115C4 86.36-86.58 

BTAXp 

159O16 22.97-23.15 

BTA13 174M6 7.23-7.44 114C2 42.80-43.05 278J11 75.01-75.26 67P21 33.57-33.81 

BTA14 319C15 0.87-1.06 58J6 36.99-37.22 278M23 81.17-81.38 442N4  35.53-35.73 

BTA15 122B6 5.29-5.51 121K12 41.87-42.09 399A11 77.08-77.28 

BTAXqprox 

311B9 45.22-45.422 

BTA16 283F4 2.65-2.86 124O11 38.84-39.04 140I17 80.23-80.49 93K24 52.41-52.62 

BTA17 63H8 3.90-4.12 215C16 35.26-35.46 98F22 72.19-72.41 316D2 61.09-61.27 

BTA18 121P7 2.76-2.96 79A23 34.69-34.92 105L6 65.58-65.76 BTAXqdist 40H2 66.94-67.12 

BTA19 130E10 9.12-9.34 50L8 34.35-34.57 188A20 55.91-56.09 
BTAXPAR 

453C5 133.34-133.53 

BTA20 189H8 5.16-6.89 60G20 35.32-35.51 378K8 71.13-71.32 326C13 137.12-137.32 

BTA21 95M7 5.45-5.66 377F11 33.80-33.98 283I6 66.79-67.00 

 

BTA22 153G8 1.61-1.82 168H4 38.93-39.12 155B17 59.06-59.29 

BTA23 194A20 7.27-7.48 77G24 28.26-28.47 166B3 50.80-51.03 

BTA24 205G22 0.61-0.82 90M14 32.92-33.16 453P2 61.93-62.12 

BTA25 93C17 3.86-4.09 89A17 21.27-21.51 124M6 37.22-37.43 

BTA26 205E12 8.51-8.68 47G11 24.54-24.77 457G23 49.25-49.41 

BTA27 79A12 1.27-1.52 41E12 26.81-27.00 126M6 41.90-42.14 

BTA28 321F10 1.40-1.59 108O21 24.74-24.94 361P13 44.02-44.18 

BT29 384F12 5.79-5.96 103L15 28.99-29.16 472F18 39.69-39.85 
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4.4.2. Preparo do DNA de BAC 

Para a extração do DNA, foi utilizado protocolo adaptado do método incluído no 

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems. Uma colônia bacteriana do 

pré-inóculo foi colhida, transferida e cultivada em meio de cultura líquido com 12,5 µg 

/ ml de cloranfenicol e incubada overnight a 37°C. Após retirado da estufa, o conteúdo 

do tubo contendo a cultura foi despejada em tubo falcon de 15,0 ml e centrifugado a 

3.000 rpm por 10 minutos. Subsequentemente, o sobrenadante foi descartado e o 

pellet de bactéria ressuspendido e lavado em 1,0 mL de PBS. O conteúdo foi 

transferido para um tubo eppendorf. O tubo eppendorf foi centrifugado por 10 minutos 

a 3.000 rpm. O sobrenadante foi então descartado e o tubo invertido em papel filtro 

para remover o excesso de líquido.  

Para produção do lisado purificado, o sedimento celular foi ressuspendido em 

250 μl da solução “Cell Resuspension Solution”. Foram adicionados 250 μl de “Cell 

Lysis Solution” e a solução do eppendorf foi então homogeneizada delicadamente. 

Posteriormente, foram adicionados 10 μl da solução “Alkaline Protease Solution” e o 

tubo foi incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Posterior a incubação, foram 

adicionados 350 μl da solução “Neutralization Solution” e o conteúdo do tubo 

homogeneizado delicadamente. O lisado bacteriano foi então centrifugado a 13.000 

rpm por 10 minutos em temperatura ambiente. Foi inserido a coluna de centrifugação 

no tubo de coleta e, então, o lisado foi transferido para a coluna. Posteriormente, o 

tubo foi centrifugado a 13.000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente. O 

sobrenadante foi descartado.  

A coluna foi reinserida no tubo de coleta e 750 μl da solução “Wash Solution” 

foram adicionados. O tubo foi centrifugado a 13.000 rpm por 1 minuto e, 

posteriormente, o sobrenadante descartado. O procedimento de lavagem foi 

novamente realizado utilizando 250 μl da solução “Wash Solution”. A coluna foi 

transferida para um microtubo de 1,5 ml estéril. O DNA das BACs foi eluido em 100 μl 

de água livre de nuclease e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Após 

esse período, o microtubo foi centrifugado a 13.000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante 

foi transferido para um tubo de armazenamento e a coluna descartada. A 

concentração do DNA foi estimada através do NanoDrop®. O microtubo com o DNA 

purificado foi identificado e armazenado -20°C.  
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4.4.3 Marcação dos clones BAC 

A marcação dos clones BAC para serem utilizados como sondas foi realizada 

com Green-DdUTP (Abbott, IL, USA), biotina 16-dUTP ou digoxigenina-11-dUTP 

(Roche, Mannheim, Alemanha) utilizando protocolo adaptado do método incluído no 

kit BioPrime® Array CGH Genomic Labeling System (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

Para isso, 10,5 μL de DNA foi misturado com 10,0 μL de “2,5X Random Primers 

Solution”. A mistura foi incubada a 95°C por 5 minutos e, em seguida, esfriada 

imediatamente em gelo por 5 minutos. Subsequentemente, foram pipetados os 

seguintes reagentes: 2,5 μL de “dUTP Nucleotide Mix”, 1,5 μL de nucleotídeo dUTP 

marcado e 0,5 μL da solução “Exo– Klenow Fragment”. A solução foi agitada 

brevemente e centrifugada. A mistura foi incubada a 37°C por 2 horas em um 

termociclador. 

Para identificação de possíveis rearranjos intracromossômicos entre Bos taurus 

e a espécie Mazama gouazoubira, as sondas foram marcadas conforme indicado na 

Tabela 3. Para a sonda da região pseudoautossômica (PAR), os dois clones de BAC 

foram usados em conjunto em uma única sonda. Dessa forma, foram produzidas um 

total de 106 sondas para os 107 clones adquiridos. 
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Tabela 3. Marcação das sondas pelos diferentes nucleotídeo-dUTP-marcados. As 
ordens dos nucleotídeos-dUTP foram escolhidas de forma que os 
rearranjos intracromossômicos sejam facilmente identificados. A marcação 
foi realizada com com Green-DdUTP (Abbott, IL, USA), biotina 16-dUTP ou 
digoxigenina-11-dUTP (Roche, Mannheim, Alemanha). A coloração 
observada no microscópio de fluorescência após hibridização e detecção 
são apresentadas para cada tipo de nucleotídeo-dUTP utilizado. 

Cromossomo  Número de sondas por 

cromossomo 

Marcação 

BTA 1 – BTA 11 4 sondas Green-dUTP (verde) - sonda região 
centromérica; 

Digoxigenina (rosa)- sonda região 
proximal; 

Green-dUTP (verde) - sonda região 
distal; 

Biotina (amarelo) - sonda região 
terminal; 

BTA 11 – BTA 29 3 sondas Green-dUTP (verde)- sonda região 
centromérica; 

Digoxigenina (rosa)- sonda região 
medial (rosa); 

Biotina (amarelo) - sonda região 
terminal (amarelo); 

*exceto BTA 17 

BTA17: Biotina- clone região centromérica; 
Digoxigenina- sonda região medial; Green-
dUTP - sonda região terminal 

BTA X 9 sondas Região Braço p: 

Green-dUTP- sonda clone 67P21 

Digoxigenina- sonda clone 159O26 

Biotina- sonda clone 442N4 

 

Região Proximal Braço q: 

Green-dUTP - sonda clone 93K24 

Digoxigenina- sonda clone 311B9 

Biotina- sonda clone 316D2 

 

Região Distal Braço q 

Green-dUTP: sonda clone 40H2 

Biotina- clones 453C5 e 326C13 
(sonda de região pseudoautossômica); 
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4.5 Hibridização in situ fluorescente 

As lâminas com preparações cromossômicas de M. gouazoubira foram 

incubadas em solução de 2xSSC a 70°C em banho-maria por 30 minutos e, após esse 

período, deixadas para esfriar em temperatura ambiente por 20 minutos. 

Subsequentemente, foram lavadas em 0,1xSSC por 1 minuto e desnaturadas em 

solução de 0,07M NaOH por 1 minuto. Após desnaturação, foram incubadas em 

solução 0,1xSSC e 2xSSC, a 4°C por 1 minuto cada e, finalmente, em série alcoólica 

(70%, 80%, 96%) em temperatura ambiente, 1 minuto cada novamente. 

Concomitantemente, foi preparado o mix de hibridização conforme apresentado 

na tabela 4. Foram utilizados DNA Cot bovino (HyblocTM Competitor DNA, Applied 

Genetics Laboratories Inc. Melbourne, USA) e DNA de esperma de salmão 

(UltrapureTM Salmon Sperm DNA Solution, Invitrogen®) como DNA supressores a fim 

de se inibir a hibridização de sequências repetitivas. 

 

Tabela 4. Mistura de hibridização para volume final de 10 μl: 

Reagente Volume 

Master Mix* 

(*5ml formamida+1g Sulfato de dextrano+ 1 ml 
20xSSC) 

7 μl 

 

DNA Cot bovino 1 μl 

DNA de esperma de Salmão 0.6 μl 

Sonda 0,7 μl -1,4 μl por sonda 

 

A mistura de hibridização foi aquecida a 92°C por 10 minutos e incubada a 37°C 

por 30 minutos. Posteriormente, essa foi adicionada as lâminas que foram cobertas 

por lamínula e incubadas em câmara úmida a 37°C por 40 horas. 

Para a lavagem pós-hibridização, as lâminas foram incubadas em solução 

0.7xSSC por 2 minutos a 70°C e em 2xSSC por 2 minutos a temperatura ambiente. 

Em seguida, foram incubadas em câmara úmida a 37°C com 100 μL de solução 

bloqueio (0,1g de solução bloqueio Sigma- Aldrich®, dissolvido em 9 ml H2O + 1 ml 

solução TN) por 10 minutos. 

A detecção foi realizada com Streptavidine-Cy5 (Invitrogen/Molecular Probes 
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Camarillo, CA, USA), para as sondas marcadas com biotina-16-dUT, e com 

antidigoxigenina-rodamina (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) para as sondas 

marcadas com digoxigenina-11-dUTP. Para isso, 0,25 μl de cada anticorpo diluído em 

100 μl de solução bloqueio foram adicionados a cada lâmina, as quais foram 

incubadas em câmara úmida por 45 minutos. Após a detecção, as lâminas foram 

lavadas em solução 1xTNT três vezes por 5 minutos cada. Os cromossomos foram 

contrastados com 4',6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI) (Vozdova et al., 2019).  

Os sinais de hibridização foram examinados usando um microscópio 

fluorescente Zeiss Axio Imager Z2 e as imagens digitais foram capturadas com o 

software ISIS (Meta-Systems, Altlussheim, Alemanha). As imagens obtidas foram 

editadas com o auxílio do software ISIS e Adobe Photoshop CC 2015. 

 

4.6 Biometria cromossômica e Idiograma  

Após a banda G e considerando os dados complementares de marcação das 

sondas de BACs, os cromossomos foram classificados segundo as homologias com 

os cromossomos bovinos (ISCNDB, 2000) e, posteriormente, foi realizada a biometria 

cromossômica. Os cromossomos foram medidos de acordo com o comprimento 

relativo (CR) de 20 metáfases organizadas por banda G. Foram examinadas sete 

metáfases para os indivíduos T376 e T384, e seis metáfases para o indivíduo T194. 

Depois de devidamente classificado pela homologia bovina, o comprimento 

relativo dos cromossomos foi usado como base para a organização dos 

cromossomos. A classificação final foi definida estatisticamente por meio do valor 

médio do CR de todas as metáfases examinadas. Esse valor foi considerado para a 

montagem de um novo idiograma de banda G. Para uma representação gráfica dos 

cromossomos, foi utilizado o software Adobe Illustrator 2020.  

 

4.7 Mapa citogenético 

Um mapa citogenético representando todos os novos marcadores obtidos no 

presente estudo foi montado graficamente. Para isso, foi utilizado o programa Adobe 

Illustrator 2020. 
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5. RESULTADOS 

 

 

5.1  Banda G e Idiograma 

Foram selecionadas 20 metáfases da espécie M. gouazoubira sob bandamento 

G. Após definir a homologia com a espécie B. taurus, calculamos o comprimento 

relativo (CR) dos cromossomos. As metáfases foram organizadas usando o tamanho 

do valor médio de CR. A média final e o cromossomo bovino correspondente são 

mostrados no Apêndice A. Cromossomos metafásicos representativas de cada 

indivíduo sob bandamento G e suas homologias com os cromossomos bovinos podem 

ser visualizadas na Figura 10. Ademais, o novo idiograma da banda G proposto para 

a espécie Mazama gouazoubira está representado na Figura 11. 

 

 

Figura 10. Cromossomos metafásicos sob Bandamento G dos indivíduos T194, T376 
e T384. As homologias com os cromossomos bovino são mostradas à 
direita em vermelho. p = região proximal e d = região distal do cromossomo 
homólogo. 
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Figura 11. Novo idiograma proposto para Banda G em Mazama gouazoubira com     
otimização da qualidade do padrão de bandas. 
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5.2 Eficácia das sondas de BACs 

Todo o conjunto de sondas de BACs produzidas foram hibridizadas em 

metáfases da espécie B. taurus com a finalidade de se confirmar a correta localização 

da marcação desejada. Dos 107 clones selecionados para a produção de sondas, 

apenas um clone, derivado da região medial de BTA14 (CH240-58J6) mostrou um 

sinal de hibridização em cromossomo diferente do par 14, marcando um pequeno 

cromossomo acrocêntrico. A hibridização dos outros 106 clones produziu os 

resultados desejáveis e foram testadas em metáfases de Mazama gouazoubira, 

seguindo o padrão de marcação proposto na tabela 2 (Figura 12). 
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Figura 12. FISH mostrando os padrões de hibridização obtidos com sondas de BACs 
derivadas dos cromossomos de bovino (BTA) em metáfases de BTA. 
Sinais de hibridização dos clones derivados de (A) BTA2; (B) BTA14, as 
setas indicam a sonda do clone CH240-58J6, derivado da região medial, 
com sinais de hibridização na região pericentromérica de pequeno 
cromossomo acrocêntrico; (C) BTA17 e (D) BTA29 nos cromossomos 
esperados. A contra coloração foi realizada com DAPI (azul) e a marcação 
com digoxigenina (rosa), Green-dUTP (verde) e biotina (amarelo). 
Aumento de 1000x em microscópio de fluorescência. 
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5.3 Rearranjos evolutivos entre bovino e veado-catingueiro e produção do 

mapa citogenético dos 106 novos marcadores 

Após avaliar a efetividade das sondas, a homologia cromossômica entre bovino 

e o veado-catingueiro (MGO) foi determinada pela hibridização das sondas produzidas 

em cromossomos de MGO. Todas as sondas utilizadas obtiveram sinais de 

hibridização em MGO (Apêndice A). A sonda CH240-58J6, derivada do BTA14, não 

foi hibridizada em M. gouazoubira devido a sua falha em marcar o cromossomo 

pretendido em bovino. A partir dos resultados das hibridizações, foi produzido um 

mapa citogenético com 106 novos marcadores para a espécie. A representação 

gráfica dos cromossomos com o local de marcação de cada sonda hibridizada com 

sucesso está na Figura 13. 

As sondas de BACs derivadas dos pares BTA1, BTA2, BTA5, BTA6, BTA8 e 

BTA9 demonstraram sinais de hibridização em dois cromossomos diferentes, 

entretanto, apenas para os cromossomos BTA2 e BTA9 os dois cromossomos 

homólogos em M. gouazoubira tiveram dois marcadores cada. Nos cromossomos 

BTA1, BTA5, BTA6 e BTA8, três marcadores hibridizaram em um cromossomo 

homólogo enquanto o outro apresentou apenas um marcador (Figura 14a). 

Adicionalmente, os marcadores dos cromossomos BTA26 e BTA28 indicam que estes 

cromossomos bovinos estão fusionados em tandem em um único cromossomo de 

MGO. Nas demais análises, o grupo de sondas de BACs derivadas do mesmo 

autossomo bovino apresentaram sinais em um único par cromossômico em MGO 

(Figura 14b, c, d, e).  
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Figura 13. Mapa citogenético dos 106 novos marcadores para a espécie Mazama 
gouazoubira (MGO). A homologia com o cromossomo bovino está à 
esquerda e a identificação e localização dos clones de BAC estão à direita 
da representação gráfica de cada cromossomo MGO. 
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Figura 14. FISH mostrando a hibridização de sondas de BACs derivadas de genoma 
bovino (BTA) em cromossomos de Mazama gouazoubira (MGO): (A) 
cromossomos BTA1, BTA2 e BTA8 aparecem fissionados em MGO; (B) 
sondas derivadas do BTA4 e (C) BTA7 hibridizaram com grande 
cromossomo acrocêntrico; (D) sondas derivadas de BTA15 e (E) BTA29 
hibridizaram com pequeno cromossomo acrocêntrico. A contra coloração 
foi feita com DAPI (azul) e a marcação com digoxigenina (rosa), Green-
dUTP (verde) e biotina (amarelo). Aumento de 1000x em microscópio de 
fluorescência (barra de escala de 10 μm). 
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Ademais, rearranjos intracromossômicos foram observados entre as duas 

espécies. O homólogo ao BTA1 não é apenas dividido em dois cromossomos 

diferentes em MGO, mas também é reorganizado no cromossomo acrocêntrico maior 

(MGO4). A sonda BAC derivada da região centromérica do BTA1 (BAC1qc) hibridizou 

com a região centromérica do cromossomo MGO16; enquanto as BACs das região 

proximal (BAC1qp), distal (BAC1qd) e terminal (BAC1qt) hibridizaram com o par 

MGO4. As sondas BAC1qt e BAC1qp hibridizaram com as regiões centromérica e 

medial, respectivamente, enquanto a sonda BAC1qd hibridizou com a região distal 

(Figura 15a).  

Para uma melhor descrição dos rearranjos presentes no cromossomo sexual X 

do veado-catingueiro, foram utilizadas nove sondas de BACs derivadas do 

cromossomo BTAX. Para a hibridização, as sondas foram separadas em três grupos 

de acordo com a localização dos clones BAC no cromossomo X submetacêntrico de 

bovino: grupo 1 formado pelas sondas localizadas do braço p (BTAXp), grupo 2 

composto por sondas localizadas na região proximal do braço q (BTAXqp), e grupo 3 

formado pela sonda de região distal do braço q (BTAXqd) e pela sonda da região 

pseudoautossômica (PAR).  

Os resultados da FISH mostraram que as regiões BTAXp (grupo 1) e BTAXqp 

(grupo 2) estão reorganizadas. O grupo BTAXqp ficou dividida em dois blocos: os 

clones 93K29 e 316D9 hibridizaram com a região proximal do MGOX; já a sonda do 

clone 311B9, pertencente ao mesmo grupo, hibridizou em região medial do 

cromossomo. Também proximal, entre os dois blocos do BTAXqp, foram observados 

os sinais de hibridização das sondas do BTAXp. O grupo do BTAXqd, compreendendo 

a sonda do clone BAC 40H2 e a sonda da região pseudoautossômica, não foi 

reorganizado (Figura 15b).  
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Figura 15. Representação gráfica e imagens da hibridização in situ fluorescente 
(FISH) nos cromossomos de veado-catingueiro (MGO) que apresentaram 
rearranjos intracromossômicos em comparação ao bovino (BTA): (A) BTA1 
homólogo aos cromossomos MGO4 e MGO16. O sinal de hibridização da 
sonda de região telomérica do BTA1 (BAC1t) está em região centromérica; 
a marcação da região proximal (BAC1qp) está em região medial e a sonda 
de região distal (BAC1d) está em região terminal de MGO4. A sonda 
BAC1qc hibridizou com região centromérica de MGO16. (B) MGOX 
homólogo ao BTAX. Os sinais de hibridização visualizados em MGOX 
indicaram que o as sondas do braço p de BTAX (BTA Xp) e da região 
proximal do braço q (BTAXqp) se encontram rearranjadas, enquanto a 
região distal e pseudoautossômica do braço q (BTAXqd e PAR, 
respectivamente) não estão reorganizadas. A contra coloração foi feita com 
DAPI (azul) e a marcação com digoxigenina (rosa), Green-dUTP (verde) e 
biotina (amarelo). Aumento de 1000x em microscópio de fluorescência. 
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6. DISCUSSÃO 

 

O instigante cenário da citogenética do cervídeos neotropicais demanda uma 

análise aprofundada dos cariótipos de suas espécies (Duarte e Jorge, 2003; Abril e 

Duarte, 2008; Abril et al., 2010b; Cifuentes-Rincón et al., 2020). O presente estudo 

representa a extensão da análise cromossômica em cervídeos neotropicais, por uma 

abordagem mais sensível que as técnicas de bandamento clássicas: a citogenética 

molecular. Essa nova abordagem é particularmente fundamental quando a análise 

citogenética possui grande importância nas análises filogenéticas, dado que técnicas 

baseadas em bandas cromossômicas clássicas podem conter imprecisões 

(Cernohorska et al., 2012).  

O veado-catingueiro é reconhecido por ter retido o cariótipo ancestral dos 

cervídeos (Neitzel, 1987; Fontana e Rubini, 1990; Dementyeva et al., 2010). Foi 

produzido um idiograma atualizado de banda G da espécie visando uma melhor 

resolução de visualização das bandas. A representação esquemática da banda G tem 

um valor importante no estudo de cervídeos neotropicais devido aos polimorfismos 

cromossômicos frequentemente relatados (Abril e Duarte 2008; Abril et al., 2010b; 

Valeri et al., 2018). No entanto, é preciso ressaltar que M. gouazoubira apresenta 

cromossomos de morfologia e comprimento notavelmente semelhantes, sendo todos 

os autossomos e o X acrocêntricos (Neitzel, 1987; Duarte, 1992; Tomazella, 2016). 

Sendo assim, o estudo cromossômico dessa espécie requer bandas de alta qualidade 

e, mesmo nessa condição, as análises podem apresentar equívocos. Adicionalmente, 

os cervídeos neotropicais são reconhecidos pela rápida e complexa evolução 

cariotípica (Duarte e Jorge, 2003; Abril e Duarte, 2008; Abril et al., 2010a; Cifuentes-

Rincón et al., 2020). Nesse caso, as técnicas citogenéticas moleculares se mostram 

mais adequadas e acuradas para o estudo das reorganizações cromossômicas 

(Graphodatsky et al., 2011). Consequentemente, para a otimização das análises 

futuras e resultados comparativos precisos, foram produzidos marcadores 

citogenéticos moleculares para a espécie que reteve o cariótipo ancestral da família. 

Neste trabalho, foi apresentado a primeira investigação buscando a produção 

de um mapa cariotípico de alta-resolução pela produção de 106 novos marcadores 

para uma espécie de cervídeo neotropical. As análises detectaram que as sondas de 
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BACs derivadas dos cromossomos de Bos taurus demonstraram padrões de 

hibridização eficientes para identificar os cromossomos de Mazama gouazoubira. 

Diversas relações cariotípicas e detecção de rearranjos cromossômicos da ordem 

Cetartiodactyla já haviam sido determinadas através da utilização de sondas 

derivadas dos cromossomos de bovino (Ropiquet et al., 2010, Cernohorska et al., 

2012; Cernohorska et al., 2013; Cernohorska et al., 2014; Frohlich et al., 2016; Frohlich 

et al., 2017). Para Cervidae, sondas de pintura cromossômica e de BACs de bovino 

foram particularmente utilizadas nas espécies Cervus elaphus, Elaphurus davidianus, 

Cervus timorensis russa, Rucervus eldii, Alces alces, Rangifer tarandus, Capreolus 

capreolus, Dama dama e Muntiacus reevesi (Frohlich et al., 2017).  

Conforme identificado em nossos resultados, foi detectado que as diferenças 

entre bovino e cervídeos incluem 6 fissões (BTA1, 2, 5, 6, 8 e 9) e uma fusão em 

tandem (BTA 26/28), corroborando com as análises de Dementyeva et al. (2010) e 

Frohlich et al. (2017). O padrão das fissões dos seis cromossomos BTA é 

característico das espécies da família e a fusão entre o 26 e 28 é descrita como típica 

para a infraordem Pecora, com exceção da família Bovidae (Dementyeva et al., 2010; 

Frohlich et al., 2017).  

O veado-catingueiro também apresentou reorganização no homólogo ao BTA1, 

o qual não é dividido somente em dois pares acrocêntricos, mas também é rearranjado 

no cromossomo homólogo MGO4. Rearranjos evolutivos intracromossômicos foram 

descritos anteriormente para os homólogos ao BTA1 em Cervidae (Frohlich et al., 

2017). Entretanto, a reorganização em M. gouazoubira difere das espécies de 

cervídeos previamente estudadas. Enquanto os clones BAC da região terminal de 

BTA1 hibridizaram com a região medial do homólogo acrocêntrico maior em E. 

davidianus, D. dama, C. elaphus, C. timorensis russa, R. eldii, C. capreolus e M. 

reevesi ou a parte distal (em relação ao centrômero) do braço p do homólogo 

submetacêntrico em A. alces e R. tarandus (Frohlich et al., 2017), em MGO a mesma 

sonda hibridizou em região centromérica do homólogo acrocêntrico maior.  

O cromossomo sexual X é reconhecido por suas complexas alterações 

cromossômicas dentro de Cetartiodactyla (Proskuryakova et al., 2017). Os cervídeos 

apresentam cromossomos X de diferentes morfologias além de espécies que exibem 

sistema sexual múltiplo pela presença de rearranjos X-autossômicos (Yang et a., 
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1995; Chi et al., 2005; Abril et al., 2010). Para o cromossomo X, dois tipos diferentes 

foram descritos previamente para cervídeos: a variante acrocêntrica, encontrada nas 

espécies da subfamília Cervinae; e a submetacêntrica, característica da subfamília 

Capreolinae (Frohlich et al., 2017). Usando um conjunto de clones BAC apropriados, 

demonstramos que o cromossomo MGOX é semelhante à variante acrocêntrica 

descrita por Frohlich et al. (2017) quanto a ordem de BACs. Essa variante foi descrita 

nas espécies de cervídeos estudadas da subfamília Cervinae, formada pelas tribos 

Cervini, a qual engloba os gêneros Dama, Axis, Rucervus, Panolia, Elaphurus e 

Cervus; e tribo Muntiacini, que compreende os gêneros Muntiacus e Elaphodus.  

Como uma exceção ao resto de sua subfamília, a espécie M. gouazoubira 

conservou a morfologia acrocêntrica descrita para as espécies que retiveram o 

cariótipo ancestral. Em contraposição, a morfologia submetacêntrica do cromossomo 

X foi resultado de uma inversão pericêntrica que ocorreu cedo na diferenciação da 

subfamília Capreolinae, que consiste nas tribos Capreolini (Capreolus e Hydropotes), 

Alceini (Alces) e Odocoileini (Rangifer, Odocoileus, Blastocerus, Ozotoceros, 

Hippocamelus, Pudu e Mazama) (Abril et al., 2010a; Frohlich et al., 2017).  

Dentro do contexto apresentado pelos cervídeos neotropicais, onde o estudo 

da evolução cariotípica e dos polimorfismos são escassos e fundamentados em 

técnicas clássicas, a produção do mapa citogenético de novos marcadores ajudará a 

compreender a história evolutiva do grupo. A comparação da localização das sondas 

de BACs mapeadas no presente estudo permitirá a detecção dos homólogos e a 

orientação dos segmentos cromossômicos ancestrais nas demais espécies de 

cervídeos. Um excelente exemplo da aplicação dos mapas comparativos é 

demonstrado pelos estudos de evolução cariotípica do gênero Muntiacus (Yang et al., 

1997 a,b e c; Chi et al., 2005; Mudd et al., 2020). Semelhante ao gênero Mazama, 

esse grupo de veados asiáticos possui uma grande diversidade cariotípica associada 

a uma rápida evolução (Mudd et al., 2020). Para avaliar a evolução cromossômica 

desse grupo, uma biblioteca de clones BAC do muntíaco-indiano (Muntiacus muntjack 

vaginalis, 2n = 6 nas fêmeas e 7 nos machos) foi construída (Chi et al., 2005). O 

mapeamento comparativo desses clones BAC entre essa espécie, o qual possui o 

menor número cromossômico de todos os mamíferos, e o muntíaco-chinês (Muntiacus 

reevesi, 2n = 46), que possui o maior número diploide do gênero, sugeriu que que 
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todas as fusões em tandem que ocorreram durante a evolução do cariótipo da espécie 

indiana foram fusões centrômero-telômero. O estudo não detectou rearranjos 

intrassegmentais entre as duas espécies (Chi et al., 2005).  

Outra possível aplicação dos novos marcadores produzidos encontra-se na 

avaliação do impacto dos polimorfismos cromossômicos como barreiras reprodutivas. 

Clones BAC de bovino foram utilizados para a visualização clara dos produtos da 

segregação meiótica de indivíduos portadores de rearranjos cromossômicos em 

heterozigose das espécies M. americana e M. gouazoubira. De forma geral, esses 

estudos demostraram que as fusões cêntricas (translocações Robertsonianas) afetam 

pouco a ploidia dos espermatozoide, enquanto, as fusões em tandem mostraram 

importante efeito na segregação meiótica dos cromossomos envolvidos, com 

elevadas taxas de gametas desbalanceados (Galindo et al., 2021a e b). Além disto, 

por serem sondas de regiões específicas, o uso de BACs auxiliou na detecção de uma 

inversão pericêntrica no cromossomo MGO4 em carreadores da Translocação 

Robertsoniana 4;16 e verificou uma porcentagem maior de erros meióticos nos 

portadores dessa inversão daqueles que só possuíam a translocação (Galindo et al., 

2021b). Conforme demonstrado, a citogenética molecular e o monitoramento 

citogenético de espécies selvagens em programas de conservação in situ ou ex situ é 

altamente recomendado por prover informações que podem ser implementadas no 

manejo da vida selvagem e em estratégias de conservação. O uso dos clones BAC 

foi de grande importância no maior entendimento das barreiras reprodutivas 

provocadas por rearranjos cromossômicos e, por consequência, no padrão de 

especiação do gênero Mazama.  

 

 

7. CONCLUSÃO 

 

 

Muitas questões evolutivas e taxonômicas permanecem nas espécies de 

cervídeos. Nesse contexto, a técnica de hibridação in situ fluorescente é uma 

ferramenta poderosa na citogenética comparativa e uma promessa para a melhor 
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interpretação dos eventos de evolução cariotípica e formação de barreiras 

reprodutivas para os cervídeos neotropicais, pouco estudados pela citogenética 

molecular. As sondas de BACs derivadas de genoma bovino mostraram-se eficientes 

no estabelecimento de marcadores cromossômicos para a espécie neotropical 

Mazama gouazoubira. O mapa citogenético de um cervídeo que reteve o cariótipo 

putativo ancestral aplicado para outras espécies proporcionará uma melhor 

compreensão do cenário da evolução cariotípica, do papel dos polimorfismos 

cromossômicos como barreiras reprodutivas e auxiliará na descrição de espécies 

crípticas. Assim, espera-se que os estudos futuros usando os marcadores produzidos 

resultem em um grande conhecimento taxonômico e reprodutivo contribuindo no 

planejamento do manejo e da conservação das espécies selvagens.   
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APÊNDICE A 

 

Tabela 1. Classificação proposta para Mazama gouazoubira baseada no comprimento 
relativo (CR) e homologia com os cromossomos de bovino (BTA). Os 
correspondentes marcadores BACs para cada cromossomo do veado-
catingueiro são mostrados na última coluna.  

Classificação  CR (média) Homologia BTA Clones BAC 

1 4,0694 3 24H18, 274A19, 106P15, 433N8 

2 3,7231 4 168K3, 215P21, 95A8, 259C9 

3 3,5119 2prox 42D15, 110M8 

4 3,4366 1dist 273F5, 69G2, 109I18 

5 3,3931 28/26 321F10, 108O21, 
361P13/205E12,47G11, 457G23 

6 3,3496 10 173B8, 131N22, 90G7, 214M18 

7 3,3041 7 57O13, 117P3, 57A5, 105G13 

8 3,2382 11 98M8, 91N11, 164D13, 463C19 

9 3,2038 12 68F22, 27O21, 115C4 

10 3,0415 14 319C15, 278M23 

11 2,9984 16 283F4, 124O11, 140I17 

12 2,9754 13 174M6, 114C2, 278J11 

13 2,9745 15 122B6, 121K12, 399A11 

14 2,8668 21 95M7, 377F11, 283I6 

15 2,8275 19 130E10, 50L8, 188A20 

16 2,7274 1prox  106N15 

17 2,6791 18 121P7, 79A23, 105L6 

18 2,6706 20 189H8, 60G20, 378K8 

19 2,6566 17 63H8, 215C16, 98F22 

20 2,5288 6prox 89B23, 46O3, 45E5 

21 2,5284 5prox 411D6 

22 2,5263 9prox 448F18, 78C10 

23 2,5231 5dist 59F16, 78L8, 100C21 

24 2,4583 6dist 200F18 

25 2,4544 22 153G8, 168H4, 155B17 

26 2,4232 8prox 418M12, 71G4, 223P21 

27 2,3690 23 194A20,77G24, 166B3 

28 2,3670 24 205G22, 90M14, 453P2 

29 2,1812 29 384F12, 103L15, 472F18 

30 2,1142 2dist 124N14, 437C7 

31 2,0891 27 79A12, 41E12, 126M6 

32 2,0619 25 93C17, 89A17, 124M6 

33 2,0190 8dist 504A4 

34 1,8635 9dist 64B22, 90A6 

X 4,8265 X 93K24, 316D2, 159O16,67P21, 442N4, 
311B9, 40H2, 302C6, 453C5, 326C13 

Y 1,0539 - - 

 


