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“E vista quando hd vento e grande vaga

Ela faz um ninho no rolar da firia e voa firme e certa como bala

As suas asas empresta a tempestade

Quando os ledes do mar rugem nas grutas,

Sobre os abismos, passa e vai em frente

Ela ndo busca a rocha, o cabo, o cais

Mas faz da inseguranga a sua forga e do risco de morrer, seu alimento
Por isso me parece imagem justa

Para quem vive e canta no mau tempo”

Epahey!l!

(Maria Bethania)
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Resumo

Atualmente, com base em dados moleculares, s&o reconhecidos trés clados
monofiléticos de Platyrrhini: Cebidae, Atelidae, e Pitheciidae. Cebidae possui trés
subfamilias: Callitrichinae, Aotinae e Cebinae. Em Callitrichinae encontram-se os menores
primatas conhecidos, pertencentes aos géneros: Callithrix, Cebuella, Mico, Saguinus,
Leontopithecus e Callimico. O género Leontopithecus Lesson, 1840 compreende quatro
espécies popularmente conhecidas como mico-ledes: Leontopithecus rosalia (mico-ledo-
dourado), L. chrysomelas (mico-ledo-da-cara-dourada), L. chrysopygus (mico-ledo-preto) e
L. caissara (mico-ledo-da-cara-preta). As quatro espécies do género Leontopithecus ja
tiveram seus cariotipos descritos e apresentaram 0 mesmo numero de Cromossomos
(2n=46) e um caribtipo que parece conservado, inclusive apés a andlise dos padrbes de
bandeamento GTG. Experimentos de citogenética molecular, incluindo a pintura

cromossOmica so6 foram realizados em L. chrysomelas.

Neste trabalho analisamos cariotipicamente trés exemplares de Leontopithecus
rosalia (2n=46 e NF=74), incluindo os padrées de bandeamento GTG e CBG, os quais foram
comparados com dados da literatura. As preparacdes cromossdmicas de L. rosalia foram
submetidas a pintura cromossdmica com sondas cromossomo-especificas humanas e os
resultados foram comparados com os descritos para outros Platyrrhini. Apds a hibridacao in
situ fluorescente (FISH) com sondas teloméricas e de DNA alfa-satélite ndo foram
observados sinais intersticiais que poderiam fornecer indicios de rearranjos cromossémicos.
A comparacdo dos caridtipos de L. rosalia e de L. chrysomelas, mostrou grande
conservacao cariotipica entre elas.. Entretanto, nossos resultados de pintura cromossdmica
evidenciaram diferencas entre as regides heterocrométicas das duas espécies, sugerindo
gue a analise de sequéncias repetitivas deve produzir dados que permitam diferenciar seus

genomas.

Xii



Abstract

There are currently three accepted monophyletic clades of Platyrrhini, based on
molecular data: Cebidae, Atelidae and Pitheciidae. Cebidae has three subfamilies:
Callitrichinae, Aotinae, and Cebinae. The smallest primates belong to the Callitrichinae
subfamily and are included into the genera: Callithrix, Cebuella, Mico, Saguinus,
Leontopithecus, and Callimico. Four species of the genus Leontopithecus Lesson, 1840,
known as lion tamarins, are currently recognized: Leontopithecus rosalia (golden lion
tamarin), L. chrysomelas (golden headed tamarin), L. chrysopygus (black lion tamarin) and
L. caissara (black headed lion tamarin). These four species had their karyotypes described
and presented the same diploid number (2n=46) and a karyotype that seemed conserved,
even after the analysis of the GTG-banding patterns. Molecular cytogenetics analyses,
including chromosome painting, have only been peformed on L. chrysomelas.

We karyotypically analyzed three specimens of Leontopithecus rosalia (2n=46 and
FN=74), including their GTG- and CBG- banding patterns, which were compared to
published data. Chromosome painting with human chromosome-specific probes was
performed in L. rosalia and the results were compared to those described for other
Platyrrhini. FISH with telomeric and alpha-satellite DNA probes did not produce interstitial
signals that could suggest chromosome rearrangements. The comparison of the karyotypes
of L. rosalia and L. chrysomelas showed conservation during their speciation. Nevertheless,
our chromosome painting results evidenced differences between the heterochromatic
regions of both species, suggesting that the analysis of their repetitive sequences may yield

data that will allow to differentiate their genomes.
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1. INTRODUCAO

Os primeiros primatas antropoides surgiram na Africa ha 90 milhdes de anos (Ma)
(Stanyon e Bigoni 2013) e sua colonizagdo do Novo Mundo ocorreu na transi¢éo entre o
Eoceno e o Oligoceno, entre 50 e 30 Ma atras. Este periodo é contemporaneo ao
isolamento da América do Sul, que foi um continente-ilha de 80 a 3,5 Ma atras (Fleage
2013). Os primatas do Novo Mundo se originaram a partir de linhagens de antropoides do
Velho Mundo. Os antropoides pertencem a duas parvordens: Catarrhini, que inclui os
grandes primatas - o homem, o gorila e o chimpanzé - e Platyrrhini, representada pelos

macacos do Novo Mundo, como 0s muriquis, macacos-prego e bugios (Ross 2000).

A ideia mais aceita atualmente é a de que os Platyrrhini, ou macacos do Novo
Mundo, chegaram & América do Sul vindos da Africa pelo oceano Atlantico em balsas
flutuantes (Houle 1998, Houle 1999, Bond e col. 2015).

Considerando as condi¢Ges do vento, das correntes maritimas e de outras variaveis
da migracdo transoceanica, Houle (1999) mostrou que a travessia poderia ser concluida
entre 10-15 dias ha 30 Ma e em 7-11 dias ha 40 Ma. Tal suposicdo € possivelmente
verdadeira se considerarmos que animais mantidos experimentalmente em condi¢fes de
privacdo de agua mostraram-se capazes de sobreviver por até 13 dias e voltaram ao seu
estado fisioldgico normal rapidamente (Houle 1999). Deve-se considerar também que uma
ilha flutuante pode ser grande o suficiente para fornecer algum recurso nutricional. Houle
(1999) sugeriu ainda que os Protoplatyrrhini deveriam ser animais adaptados a privacfes de
recursos e que durante a migragdo podem ter-se comportado como em estagdes secas,

consumindo qualquer recurso disponivel.

Os fésseis mais antigos de platirrineos foram encontrados em localidades na
Bolivia (datados de 26 Ma atras) e no Peru (datado do fim do Eoceno 35-36 Ma). A auséncia
de fésseis na América do Norte e na Antartida é tida como mais uma evidéncia de que os
primatas neotropicais tiveram sua origem nas linhagens africanas, que sao representadas
por um extenso registro féssil, incluindo exemplares que se assemelham aos Platyrrhini
(Bond e col. 2015, Fleage 2013).

1.1 Filogenia de Platyrrhini

Atualmente, com base em dados moleculares, sdo reconhecidos trés clados
monofiléticos de Platyrrhini: Cebidae (géneros Callithrix, Cebuella, Mico, Saguinus,

Leontopithecus, Saimiri, Cebus, Sapajus, Aotus e Callimico), Atelidae (géneros Alouatta,
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Brachyteles, Lagothrix e Ateles), e Pitheciidae (géneros Callicebus, Chiropotes, Cacajao e
Pithecia) (Figura 1) (Perelman e col. 2011, Schneider e Sampaio 2015).

A posicao de alguns taxa na filogenia de Platyhrrini permanece em discussdo, como
a dos géneros Callicebus e Aotus. Este ultimo ja foi alocado em um ramo basal da radiacédo
de Atelidae (Kay 1990), em uma familia separada (Aotidae) (Groves 2001) e ainda em
Cebidae, como linhagem-irma de Callitrichinae (Perelman e col. 2011).

Outro ponto controverso é a ordem de divergéncia das trés familias de Platyhrrini.
Enquanto Schneider (2000) considerou Cebidae como a familia mais basal, Perelman e col.
(2011) atribuiram esta posic¢ao a Pitheciidae.

« Saguinus
15
5 Callithrix

Cebuella
¥ Colico

ico

~13 <!

Salmiri

6 Cebus
Sapajus

Aotus

~23

La

25 11 el Brachy
Ateles

Callicebus

13.7 L Chiropotes
Cacajao

Pithecia i
S Ou(group

1
S

Figura 1. Arvore filogenética proposta por Schneider e Sampaio (2015) para os géneros atuais de
platirrinios, baseada em dados moleculares. Os nimeros indicam o tempo de divergéncia em milhdes
de anos. Figura retirada de Schneider e Sampaio 2015.

1.2 Callitrichinae

Cebidae possui trés subfamilias: Callitrichinae, Aotinae e Cebinae. Aotinae possui
apenas o0 género Aotus, Cebinae relne os géneros Cebus, Sapajus e Saimiri. Em
Callitrichinae encontram-se 0s menores primatas conhecidos, pertencentes aos géneros:
Callithrix, Cebuella, Mico, Saguinus, Leontopithecus e Callimico (Schneider e Sampaio
2015).
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Com base em dados morfolégicos, diferentes autores apresentaram conclusdes
variadas sobre a filogenia de Cebidae, principalmente quanto a posicdo de Saguinus e
Leontopithecus. Assim, Rosenberger (1981) e Ford (1986) consideraram Leontopithecus
como grupo-irmao da linhagem Callithrix-Cebuella, enquanto Kay (1990) apontou Saguinus
como grupo-irmao da mesma linhagem. Estudos mais recentes com dados moleculares
(Schneider e col. 1993, 1996) e citogenéticos (Oliveira e col. 2012) confirmaram Saguinus
como basal dentro do grupo, seguido da divergéncia de Leontopithecus, posteriormente
Callimico e, finalmente, Callithrix, Cebuella e Mico (Schneider e Sampaio 2015).

Os membros da subfamilia Callitrichinae sao estritamente relacionados e
compartilham tragos morfoldgicos, fisiol6gicos, ecoldgicos e comportamentais (Nagamachi e
col. 1999, Schneider e Sampaio 2015). Entre estes estdo a auséncia do terceiro molar, a
onivoria e a cauda maior que o corpo, que auxilia no equilibrio, essencial para a locomoc¢éao

saltatoria (Auricchio e col. 1995).

Nagamachi e col. (1999) consideraram trés cenarios hipotéticos sobre a origem e
diversificacdo de Callitrichinae. O primeiro foi descrito por Hershkovitz (1977) e sugere que a
linhagem pré-Callitrichinae era amplamente distribuida e, devido a fatores climaticos, foi
reduzida a populacBes isoladas que deram origem aos géneros atuais. Assim, Cebuella
poderia ter-se originado de uma populacdo na area do Alto Solim@es, e a linhagem que o
autor denomina de pré-Callithrix poderia ter dado origem a Leontopithecus e Callithrix, com
Callithrix divergindo primeiro e Mico derivando dele e dando origem a Saguinus. Uma
segunda hipbtese assume que a linhagem ancestral de Calitrichinae era amplamente
distribuida pelas florestas Neotropicais. Com o aparecimento das florestas secas, o Cerrado
e a Caatinga, as populacdes divergiram, dando origem a Saguinus na Bacia Amazonica e a
Leontopithecus na Mata Atlantica. Callithrix pode ter derivado da linhagem que colonizou a
Mata Atlantica ou de Leontopithecus. Posteriormente, uma irradiacdo da populacdo costeira
de saguis para o norte e oeste em direcdo da Bacia Amazénica teria dado origem a Mico e
mais tarde a Cebuella, que pode ter derivado de uma forma de Mico (Ferrari 1993). O
terceiro cenario, proposto por Barroso e col. (1997), supde que durante o Mioceno médio, ha
cerca de 11 Ma, os Callitrichinae basais na regido amazoénica sofreram uma irradiagdo que
0s separou em dois clados: o primeiro originou posteriormente Saguinus e o segundo era o
clado ancestral comum de Leontopithecus, Callimico, Mico e Callithrix, que foram separados
em seguida, ha cerca de 10 Ma. Os autores sugerem que a ampla distribuicdo de Saguinus
em toda a vasta regido amazonica é uma evidéncia de que este género teve uma radiacao
inicial se diferenciando diretamente da populacdo de Callitrichinae basais. Os precursores
de Leontopithecus migraram para o sul e para o leste e tornaram-se isolados na Mata

Atlantica, ao passo que os ancestrais de Callimico, Mico e Callithrix podem ter ocupado o
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sudoeste da Bacia Amazébnica. Mais tarde, préximo ao inicio do Plioceno, uma populacao de
Callithrix migrou para o leste e ocupou uma vasta area do sudoeste da regido amazénica até
o sudeste do Brasil. Posteriormente, devido a mudancas geoclimaticas e episédios de
reflgios, Callithrix diferenciou-se na Amazénia dando origem a Cebuella pygmaea
(monotipico) e a Mico, e o grupo do Brasil Central e Oriental originou os Callithrix atuais.

Estudos mais recentes apoiam um cenario diferente dos anteriormente descritos.
Schneider e Sampaio (2015) propuseram gue a radiagédo dos Callitrichinae se deu a partir de
uma populacéo basal na regido central da Bacia Amazonia. Saguinus teria sido o primeiro a
se diferenciar e o clado que deu origem a Leontopithecus/Callimico/saguis (Cebuella-Mico-
Callithrix) pouco depois passou por um segundo evento de diferenciacdo, resultando em
duas linhagens: (1) a que originou os micos-ledes, que migraram e colonizaram a Mata
Atlantica e (2) e a do ancestral comum de Callimico e dos saguis, que na Bacia Amazonica
deu origem a Callimico e ao ancestral dos demais saguis (Cebuella-Mico-Callithrix).
Subsequentemente, hd cerca de 5 Ma, Cebuella e Mico na Amazébnia se separaram da
linhagem ancestral de Callithrix, que havia migrado para o leste para colonizar a Mata
Atlantica - a segunda invaséo de Callitrichinae neste bioma (Figura 2). A diferenciacédo dos
grupos mais recentes teria ocorrido pouco tempo depois, separando 0s saguis amazonicos,
Cebuella e Mico. Pelo menos duas linhagens diferentes de Callitrichinae podem ter

colonizado a Mata Atlantica em periodos distintos: micos-ledes ha 9 Ma e ancestrais de
Callithrix ha 5 Ma.

Mico
E
4.5 Ma
D ebuella
b 5 Ma
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Figura 2. Arvore filogenética de Calitrichinae com ramos coloridos indicando o bioma de ocorréncia
do género; Mata Atlantica (azul) e Amazonia (verde). Figura retirada de Schneider e Sampaio 2015.
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1.3 O Género Leontopithecus

O género Leontopithecus Linnaeus, 1766 compreende quatro espécies popularmente
conhecidas como mico-ledes: Leontopithecus rosalia (mico-ledo-dourado), L. chrysomelas
(mico-ledo-da-cara-dourada), L. chrysopygus (mico-ledo-preto) e L. caissara (mico-ledo-da-
cara-preta) (Auricchio e col. 1995, Nagamachi e col. 1997).

Os mico-lebes apresentam uma pelagem brilhante e bastante farta ao redor da
cabeca, formando uma juba caracteristica que lhes confere os nomes popular e cientifico
(Auricchio e col. 1995). Sdo animais de hébitos diurnos e dieta bastante variada,
alimentando-se de frutos, flores, néctar, exsudatos, invertebrados e pequenos vertebrados.
Sado também importantes dispersores de sementes e sua extincdo local pode mudar a
composicao da flora (Oliveira 2005).

O grupo é endémico da Mata Atlantica e todos os seus membros encontram-se sob
algum nivel de ameaca, segundo a IUCN (2008). L. rosalia, anteriormente classificada como
“criticamente em perigo”, esta agora listada como “em perigo”, devido aos esfor¢os para sua
conservacdo. Esta espécie esta restrita a uma area menor que 5.000 km? e o que resta do
seu habitat encontra-se severamente fragmentado (Kierulff e col. 2008a). L. caissara esta
classificada como “criticamente em perigo” devido principalmente ao tamanho de sua
populacdo de aproximadamente 400 individuos, divididos em trés populacdes isoladas,
localizadas em reservas ambientais que ndo oferecem a protecdo necessdria para evitar
gue as populacdes continuem a diminuir (Kierulff e col. 2008b). L. chrysopygus esta listada
como “em perigo”, apesar de sua populacao estar diminuindo (Kierulff e col. 2008c). L.
chrysomelas esta ameacada de extingdo pela grave reducédo de sua populacdo durante as

Gltimas trés geracoes, cerca de 50% (Kierulff e col. 2008d).

As quatro espécies de mico-ledo se distribuem em areas diferentes. O mico-ledo-de-
cara-dourada é encontrado na Bahia, o mico-ledo-dourado habita o Rio de Janeiro, 0 mico-
ledo-preto, Sdo Paulo, e o mico-ledo-de-cara-preta esta distribuido no Parand e em Sao

Paulo (Associagdo Mico-Ledo-Dourado 2015) (Figura 3).
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Figura 3. Distribuicdo aproximada das espécies do género Leontopithecus. Figura retirada do site da
Associacao Mico-Ledo-Dourado. Acesso em: 8 de setembro de 2015.

Em 1976, Coimbra-Filho e Mittermeier descreveram os primeiros hibridos de mico-ledo,
gerados em cativeiro a partir de um macho de L. rosalia e uma fémea de L. chrysomelas.
Em 2009, houve uma soltura indiscriminada de L. chrysomelas em Niterdi, na serra da
Tiririca, regido dentro da area de distribuicdo de L. rosalia (Kierulf 2009). Por representar
ameaca a conservacdo do mico-ledo-dourado a repatriacdo dos micos-ledes-de-cara-
dourada se fez necesséria para evitar a hibridizacéo entre as espécies (Kierulf 2009).

1.4 Citogenética de Platyrrhini

Platyrrhini exibe uma grande variabilidade -cariotipica, com numeros dipléides
variando de 2n=16 em Callicebus lugens a 2n=62 em todas as espécies do género
Lagothrix. Gracas a esta grande diversidade, muitas espécies deste grupo tém sido objeto
de estudos citogenéticos desde os anos 1970. Mais recentemente, as andlises neste grupo

tém sido enriquecidas com dados de pintura cromossémica (Oliveira e col. 2012).

A pintura cromossémica € uma variante da hibridacao in situ fluorescente (FISH) em
gue se usa como sondas bibliotecas de DNA compostas por sequéncias de cromossomos
inteiros, isolados por microdissecc¢ao ou por fotocitometria de fluxo. A pintura cromossémica
interespecifica é de grande utilidade para estudos evolutivos, pois permite construir mapas

gendmicos comparativos entre espécies com diferentes graus de parentesco e a
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reconstrucdo de cariétipos ancestrais. Devido a segregacao mendeliana dos cromossomos
e por serem considerados eventos raros, 0s rearranjos cromossémicos sado Uteis no estudo
de relacdes filogenéticas, ja que sinapomorfias cromossdmicas indicam uma relagdo entre
taxa (Oliveira 2012, Stanyon e Bigoni 2013).

Stanyon e col. (2000) deduziram o provavel cariétipo ancestral de Platyrrhini, que
teria 2n=56 e seria composto pelos seguintes homologos de cromossomos humanos: 1a;
1b; 1c; 2a; 2b; 3a; 3b; 3/21; 4; 5; 6; 7; 8a; 8/18; 9; 10a; 10/16; 11; 12; 13; 14/15; 15a; 16; 17;
19; 20; 22; X e Y. Nesse trabalho, os autores enfatizaram que a associacdo 5/7 poderia ser
incluida no cariétipo ancestral, caso fosse encontrada em mais espécies. No ano seguinte,
Neusser e col. (2001), com base em dados adicionais de pintura cromossémica, propuseram
um cariotipo ancestral com 2n=54, que incluia ndo s6 a associacdo 5/7, como também a
2/16.

O carittipo ancestral de Platyrrhini mais aceito atualmente (Figura 4) tem 2n=54 foi
publicado em 2012 por Oliveira e col. estando de acordo com varios estudos (Neusser e col.
2001; Stanyon e col. 2001; Miller 2006; Stanyon e col. 2008), existem também hipoteses de

cariétipos ancestrais para cada familia do grupo (Oliveira e col. 2012; Tabela 1).

Figura 4. Cariétipo ancestral de Platyrrhini com 2n=54. Figura retirada de Oliveira e col., 2012.
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Tabela 1. Constituicdo dos cari6tipos ancestrais de Platyrrhini e de cada uma de suas quatro familias
em relacdo aos cromossomos humanos, segundo Oliveira e col. 2012.

NUmero de Fragmentos
Cariétipos .
. Sintenias
Ancestrais | Conservados | pojs Trés Quatro
.. | 4,6,9, 11, 12, | 2,7, 8, 10, 2/16, 3/21, 5/7, 8/18, 10/16 e
Platyrrhini
13, 17, 19, 20, | 15e 16 le3 14/15
2n=54
22e X
) 6,9, 11, 12, 13, 3,4,7, 2/16, 3/21, 7/517, 8/18,
Atelidae .
17, 19, 20, 22, | 2,5, 10 15, 16 1| 16/10/16/10 (inversdo), 4/15,
2n=62
X 14/15
) 4,6,9, 11, 12, | 2,7, 8, 10, 2/16, 3/21, 5/7, 8/18 10/16 e
Cebidae .
13, 17, 19, 20, | 15e 16 le3 - | 14/15 (14/15/14 em Sapajus)
2n=54
22e X
i . 4,6,9, 11, 12, | 2,5, 7, 8, 2/10, 2/16, 3/21, 5/7, 8/18, 14/15,
Pitheciidae :
13, 17, 19, 22 | 10,15e 16 |1e3 16/10/16/10 (inversao)
2n=52 o X

Até o0 momento, 38 espécies de Platyrrhini ja tiveram seus cromossomos pintados
com sondas cromossomo-especificas humanas, sendo 13 Atelidae, 10 Pitheciidae e 15

Cebidae (revisado por Oliveira e col. 2012).

Apesar de os dados moleculares e citogenéticos indicarem a monofilia de Atelidae,
as relacdes intrafamiliares permanecem em discussdo (Oliveira e col. 2012). A pintura
cromossOmica ndo esclarece as relacbes entre os géneros, mas o bandeamento GTG, que
permite a visualizagcdo de rearranjos intracromossdmicos, acrescenta informacdes
importantes para elucidar tais relagbes. Uma inversdo no cromossomo homdlogo ao 8
humano em todos os atelideos, exceto Alouatta, indica que este género foi o primeiro a
divergir, o que é corroborado nas filogenias moleculares. Os desacordos existentes em
Atelidae sdo quanto as relagbes dentro da subfamilia Atelinae (composta pelos géneros
Lagothrix, Ateles e Brachyteles). Dados citogenéticos sugerem que Lagothrix é o grupo-
irmao de Ateles porgue ambos compartilham uma inversao no homadlogo ao 13 humano. Isto
vai contra as os dados das filogenias moleculares, que colocam Lagothrix como grupo irmao

de Brachyteles (Perelman e col. 2011, Oliveira 2012, Schneider e Sampaio 2015).

A citogenética molecular também néo corrobora dados de filogenias moleculares que
classificam Callicebus como Pitheciidae e Aotus como Cebidae. Esses dois géneros

compartilham uma associacdo dos homdlogos aos cromossomos humanos 10 e 11, que
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pode ser uma sinapomorfia, permitindo agrupa-los em um clado (Oliveira e col. 2012).
Contudo, a associacdo 16/10/16/10 sugere que Callicebus se agrupe com Pitheciidae e, por
estar ausente apenas em Cebidae, permite alocar Aotus, que ndo possui esta associacao,
nesta familia. As relacbes filogenéticas destes taxa ainda ndo é consenso e mais estudos
sobre o rearranjo HSA 10/11 podem ajudar a elucida-las (Oliveira e col. 2012).

Pitheciidae retne os géneros Chiropotes, Pithecia e Cacajao, que tém como
sinapomorfia a associagcdo HSA 2/10, Chiropotes e Cacajao sdo espécies mais derivadas
gue compartilham uma fissdo no cromossomo HSA 5/7 (5, 5/7) e a associacdo HSA
14/15/20 (Oliveira e col. 2012).

Grande parte dos géneros de Cebidae ja teve algum representante analisado por
pintura cromossémica (Tabela 2) e é consenso que o cariétipo ancestral dos primatas do
Novo Mundo é mais préximo ao encontrado em Cebus capucinus (Amaral e col. 2008).
Dados citogenéticos apoiam Cebidae como o grupo mais basal, ja que representantes desta
familia ndo tém uma inversdo da associacdo sinténica HSA 10/16 (16/10/16/10), uma

caracteristica compartilhada por Atelidae e Pitheciidae (Oliveira e col. 2012).

Tabela 2. Espécies de Cebidae ja estudadas por pintura cromossémica, segundo Oliveira e
col., 2012.

Género Espécies Referéncias
C. albifrons Amaral e col. 2008
Cebus C. capucinus Richard e col. 1996
C. olivaceus Amaral e col. 2008
) S. apella Garcia e col. 2000
Sapajus — -
S. nigrivitatus Garcia e col. 2002
o C. jacchus Neusser e col. 2001;
Callithrix
Sherlock e col. 1996
Mico M. argentata Neusser e col. 2001
Callimico C. goeldii Neusser e col. 2001
Cebuella C. pygmaea Neusser e col. 2001
) L. chrysomelas Gerbault-Serreau e caol.
Leontopithecus
2004
Saguinus S. oedipus Mdiller e col. 2001
Saimiri S. sciureus Stanyon e col. 2000
A. lemurinus griseimembra Stanyon e col. 2011
Aotus A. nancymae Stanyon e col. 2004
A. sp. Ruiz-Herrera e col. 2005
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As quatro espécies do género Leontopithecus j& tiveram seus cariétipos descritos: L.
rosalia foi descrito por Benirschke e col. (1962); L. chrysomelas e L. chrysopygus por Soares
(1982) e L. caissara por Shalqueiro e col. (1992). Seuanez e col. (1988) realizaram estudos
citogenéticos com a andlise dos bandeamentos GTG de trés espécies de Leontopithecus (L.
rosalia, L. chrysomelas e L. chrysopygus) e encontraram trés cari6tipos iguais, 0 que 0s
levou a sugerir uma classificacdo de subespécies para os trés taxa estudados. L. caissara
foianalisado posteriormente, mas apresentou um cariotipo igual ao das outras trés espécies.
As quatro espécies apresentaram 2n=46 e um cariétipo que parece conservado, inclusive
apos a andlise dos padrées de bandeamento GTG (Nagamachi e col. 1997).

Experimentos de pintura cromossémica s6 foram realizados em L. chrysomelas
(Gerbault-Serreau e col. 2004). Como resultado, foram encontrados treze autossomos
totalmente conservados (HSA 4, 5, 6, 9, 11, 12, 14, 17, 18, 19, 20, 21 e 22) Sete
cromossomos humanos correspondiam a dois blocos em L. chrysomelas: HSA 2, 7, 8, 10,
13, 15 e 16; enquanto HSA 1 e HSA 3 estavam divididos em trés blocos. Também foram
encontradas as associagbes HSA 3p/21, 5/7, 8/18, 13/9/22, 15/2, 15/14, 16/2, 16/10 e
20/17/13 (Figura 5).
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Figura 5: Correspondéncia dos cromossomos humanos no cariétipo de L. chrysomelas (2n=46;
NF=74). Os nimeros a direita indicam os cromossomos humanos correspondentes a cada par de L.
chrysomelas. Figura retirada de Gerbault-Serreau e col. (2004).
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Os resultados de pintura cromossémica com sondas humanas obtidos em L.
chrysomelas (Gerbault-Serreau e col. 2004) sdo semelhantes aos descritos para Saguinus
oedipus (Neusser e col. 2001). Leontopithecus e Saguinus sdo géneros filogeneticamente
proximos e os caritipos das duas espécies estudadas diferem apenas por rearranjos
intracromossémicos, ndo detectados por pintura cromossémica. Sao eles: uma inverséo
paracéntrica no brago curto do par 14, inversdes pericéntricas nos pares 19, 20, 21 e 22, e
variacdes no conteudo e distribuicdo de heterocromatina constitutiva ndo centromérica, que

sdo caracteristicos para cada género (Nagamachi e col. 1997).

Os Calllithrichinae ja analisados por pintura cromossémica com sondas humanas
(Callithrix jacchus, Mico argentata; Callimico goeldii, Cebuella pygmaea, Leontopithecus
chrysomelas, Saguinus oedipus e Saimiri sciureus) compartilham as associagfes HSA 2/15,
13/9, 13/17 e 13/22. A associacdo HSA 1/10 é compartilhada apenas por Cebuella,
Callithrix, Mico e Callimico, mas n&o por Leontopithecus e Saguinus, o que reforca a

proximidad dos micos-ledes com Saguinus (Oliveira e col. 2012).

1.5 DNA Repetitivo

De modo geral, existem trés tipos de sequéncias no genoma (Madalena 2008):

» Sequéncias de copia unica: apresentam renaturacio lenta e contém a maioria dos genes

funcionais;

» Sequéncias moderadamente repetitivas: genes de rRNA e de histonas estao inclusos nesta

fracao;

» Sequéncias altamente repetitivas: podem estar repetidas milhares de vezes no genoma e

renaturam rapidamente. As repeticbes em tandem fazem parte dessa porgao;

De acordo com varios critérios, incluindo o tamanho da unidade de repeti¢cdo, niumero
de coépias e distribuicdo genbmica, as repeticbes em tandem sdo classificadas em trés
classes principais: DNAs satélites, minissatélites e microssatélites (Lépez- Flores e Garrido-
Ramos 2012).

DNA Satélite
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Apés a constatagdo de que é possivel observar a renaturacdo do DNA de mamiferos,
verificou-se que parte dele se renaturava com mais rapidez que o DNA de E. coli, um
organismo com um genoma muito menor. Essa fragdo foi denominada satélite e sua rapida
renaturacao foi explicada pela hipétese de que haveriam sequéncias repetidas muitas vezes
no genoma (Waring e Britten, 1966). O termo DNA satélite foi inicialmente usado para se
referir & fracdo de DNA que se situava em uma banda separada da banda principal apés
centrifugacdo da amostra em um gradiente de cloreto de césio (Kit 1961).

Os DNAs satélites reinem sequéncias altamente repetitivas que constituem uma
parte consideravel dos genomas eucaridticos. Sao sequéncias repetidas em tandem (Lépez-
Flores e Garrido- Ramos, 2012), normalmente organizadas em arranjos muito longos, que
ocupam até varios megabases dentro de genomas. Estas repeticbes concentram-se
principalmente na heterocromatina pericentromérica e subtelomérica (Ugarkovic e Plohl,
2002). DNAs satélites sao o principal componente da heterocromatina, mas também podem
estar intercalados na eucromatina (Pavlek e col. 2015). Podem estar em autossomos ou
cobrindo cromossomos sexuais. O mais estudado entre os DNAs satélites centroméricos é o
alfa-satélite humano, conservado nos centrdmeros dos demais primatas (Lopez- Flores e
Garrido- Ramos 2012).

DNAs satélites sdo diversos em comprimento de monémeros, sequéncia de
nucleotideos e abundéncia genémica. As sequéncias ndo sdo rigorosamente idénticas e
apresentam polimorfismos dentro de uma mesma espécie. No entanto, sdo mais
semelhantes neste caso do que guando comparados com repeticGes de outras espécies
(Dover 1982).

Nos genomas eucaribticos, as repeticdes satélite estdo entre os componentes mais
dinAmicos. Resultados de diferentes estudos nas Ultimas décadas indicaram papéis
bioldgicos para os DNAs satélites, o que contrasta com o0s primeiros estudos nos quais eram
considerados como “DNA lixo” acumulado nos genomas. Dentre suas funcbes, destaca-se a
contribuicdo para processos de regulacdo epigenética através do seu papel no
estabelecimento e manutencéo dos estados de cromatina e a formacgéo de heterocromatina,
influenciando a expressdo génica e o comportamento adequado dos cromossomos ha
mitose e meiose (Ugarkovic e Plohl 2002, Ugarkovic 2005, Lépez-Flores e Garrido-Ramos
2012).

DNA Telomérico
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Hermann J. Miller, em 1938, foi o primeiro a empregar a palavra teldmero para
definir as extremidades dos cromossomos. Com base em seus estudos sugeriu que
possuiam uma estrutura diferenciada e propds que possuiam a fungéo de "selar" as pontas
dos cromossomos, ja que a irradiacdo com raios X em larvas de Drosophila ndo produzia
mutantes com alteracbes que envolvessem extremidades cromossdmicas. Assim, 0
teldbmero seria uma extremidade protetora que asseguraria a integridade do cromossomo,
uma protegdo contra o0 ataque de endonucleases, recombinagbes e fusbes

intercromossomicas.

O telébmero deve compensar a perda de material genético gerada pela incapacidade
da DNA polimerase em replicar completamente a extremidade da molécula de DNA e a
enzima telomerase é a responsavel pela adicdo das repeticdes teloméricas, resolvendo o
problema de replicacao nas extremidades da molécula de DNA (Blackburn 2001).

A telomerase tem atividade de transcriptase reversa e possui sua propria molécula
de RNA, que serve de molde para as cOpias da sequéncia telomérica. A enzima reconhece
a sequéncia telomérica rica em G alongando-a na diregdo 5’- 3’. A DNA polimerase utiliza as
extensfes criadas apoés varios ciclos de replicacdo das repeticdes teloméricas como molde

para sintetizar uma nova fita complementar (Blackburn 2001).

Sequéncias teloméricas foram descritas em diversas espécies e até 0 momento a
maioria dos organismos eucariontes estudados apresentaram teldbmeros constituidos por
sequéncias curtas e ricas em G. Blocos de repeticbes em tandem (TTAGGG)n foram
inicialmente caracterizados em humanos e encontrados na maioria dos vertebrados (Meyne
e co0l.1989). Embora exista variacdo entre sequéncias teloméricas, os teldmeros e a
telomerase tém funcdo muito semelhante nos eucariontes (Blackburn 2001). As sequéncias
teloméricas podem nao ter um papel efetivo na funcdo dos teldbmeros, mas facilitam o

emparelhamento dos cromossomos na meiose (Henderson 1995).

Quando presentes em regibes intersticiais as sequéncias teloméricas podem indicar
pontos de rearranjo. Por este motivo, sua localiza¢cdo pode ser muito informativa em estudos

citogenéticos.

DNA Centromérico

O centrbmero, ou constricdo priméria, divide o cromossomo em dois bracos,
definindo sua morfologia (LOpez-Flores e Garrido-Ramos 2012). Dentre as fungdes do

centrdmero, estdo manter a coesdo entre as cromatides-irmas e regular a segregagédo dos
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cromossomos durante a divisdo celular. No centrdbmero encontra-se o cinetdcoro, estrutura
proteica que promove a adesdo do cromossomo as fibras do fuso que guiam o movimento
dos cromossomos durante a divisdo celular (Stimpson e Sullivan 2010). Estas funcdes sao
comuns a todas as espécies eucarioticas, mas as sequéncias de DNA do centrdmero
diferem abundantemente entre si, mesmo entre espécies estreitamente relacionadas

(L6pez-Flores e Garrido-Ramos 2012).

O fato de as sequéncias ndo serem conservadas entre espécies sugere que a
sequéncia de DNA néo € o principal determinante da funcéo e identidade do centrémero,
gue sdo reguladas epigeneticamente através da formacdo de uma estrutura especializada
da cromatina (Lépez-Flores e Garrido-Ramos 2012).

A maioria dos centrdbmeros de eucariotos tem uma variante da histona H3, que em
mamiferos é a proteina centrébmero-especifica CENP-A (Stimpson e Sullivan 2010). Mesmo
ndo havendo uma sequéncia centromérica conservada, € possivel que todos os
centrdmeros partiihem uma caracteristica comum que seja capaz de promover a deposicao
de CENP-A. As possibilidades incluem a composicdo rica em AT e o comprimento das

unidades de repeticdes satélite (Buscaino e col. 2010).

O DNA centromeérico alfoide foi descrito em cromossomos humanos e é conservado
nos demais primatas. Sua estrutura mais simples é composta por monémeros de 170 pb em
tandem, que € organizado em matrizes que se estendem por 0,2-5 Mb. A CENP-A em
cromossomos humanos se localiza no DNA alfa-satélite, mas a ligacdo ndo parece ser
sequéncia-especifica, pois a proteina ndo se liga ao DNA alfa-satélite ndo ordenado,
monomérico, ou em centrdbmeros inativos que ocorrem em cromossomos dicéntricos, com
duas regides de DNA de alfa-satélite (Prakhongcheep e col. 2013a, Stimpson e Sullivan

2010).

Estudos comparativos do DNA alfa-satélite mostraram que os principais taxons de
primatas muitas vezes tém variagbes nas sequéncias ou formas de unidades de repeticdo
especifica do taxon. Em Platyrrhini, sabe-se que os mondmeros tém comprimento em torno
de 340 pb e, no lugar da unidade de repeticdo basica, existe um conjunto de duas unidades
fundamentais de repeticdo com uma diferenca de sequéncia entre elas, 0 que pode ser

devido a um evento que ocorreu num ancestral comum (Prakhongcheep e col. 2013a).
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Justificativa para realizag&o do trabalho

s

A citogenética € uma ferramenta muito Gtil na identificacdo de espécies e de
variacdes intraespecificas. Dados da literatura apontam para a grande conservacdo dos
cariotipos das quatro espécies de mico-ledo, bem como a semelhanca destes com o0s
encontrados no género Saguinus. No entanto, estudos mais detalhados em Leontopithecus,
incluindo dados de citogenética molecular, s6 foram realizados em L. chrysomelas. Desta
forma, o presente trabalho foi realizado com o intuito de obter mais detalhes sobre o
complemento de L. rosalia e verificar se ha caracteristicas que poderiam diferencia-lo de
outros Callitrichinae.

A elucidacdo dos mecanismos que diferenciam os complementos aparentemente
iguais das espécies de mico-ledo visa fornecer dados que em conjunto com outros estudos

sobre o género futuramente possam a explicar a especiagéo no grupo.

As quatro espécies de Leontopithecus estdo ameacadas de extingdo. Um melhor
conhecimento sobre seus genomas pode dar indicacdes importantes sobre caracteristicas

gue as diferenciam e futuramente auxiliar esforgos de manjo e conservacao.

28



2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

e Descrever o cariétipo do mico-ledo-dourado (Leontopithecus rosalia) utilizando

citogenética classica e molecular.
2.2 Objetivos Especificos

e Obter e avaliar os padrbes de bandas GTG, CBG e pintura cromossdmica
interespecifica com cromossomos humanos individuais em metéfases de L. rosalia;

e Verificar a localizacdo das sequéncias repetitivas alfa-satélite e teloméricas por FISH;
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3. Metodologia

3.1 Obtencéo de prepara¢cdes cromossémicas

As preparacdes cromossdmicas foram obtidas a partir de fibroblastos mantidos em
cultura de trés fémeas de Leontopithecus rosalia oriundas da Fundacdo Zoobotanica de
Belo Horizonte (FZBH), todos os exemplares sdo nascidos em cativeiro cujos pais também
nasceram nessas condigoes.

Para o cultivo de fibroblastos foram usados fragmentos de pele. As amostras foram
colhidas pelos veterinarios da FZBH, armazenadas em meio de coleta composto por meio
de cultura, 10% de soro fetal bovino e 2% de estreptomicina e penicilina, e mantidas a 4°C
até a chegada ao laboratério. No laboratorio, as amostras foram lavadas em PBS, cortadas
mecanicamente em placa de Petri, transferidas para tubos de centrifuga conicos contendo
aproximadamente 2 ml de solucdo de colagenase 1mg/ml e os tubos foram agitados a cada
30 minutos até que o tecido estivesse digerido pela enzima. O material foi centrifugado por
10 minutos a 1000 rpm, ressuspendido em meio DMEM (Meio Essencial Minimo Modificado
de Dulbeco), transferido para frascos de cultivo T25 contendo 5,0 mL de meio DMEM, 10%
de soro fetal bovino e antibioticos. Os frascos foram mantidos em estufa com 5% CO2 a
37°C e o0 meio era trocado a cada 48 horas, até a formacdo de uma monocamada de
células. Apdés a formagcdo da monocamada, procedia-se a tripsinizacdo para repicar ou
congelar as células. Quando era observado um pico mitético ao microcopio invertido, eram
adicionados 5 uL de colcemida ao frasco, que era incubado a 37°C por 3 a 5 horas.
Realizava-se entdo a tripsinizacdo para que as células descolassem dos frascos. O
contetudo do frasco era transferido para um tubo de centrifuga cénico, centrifugado por 10
minutos a 1000 rpm e o sobrenadante descartado. As células eram ressuspendidas em 5
mL de solucdo hipotdnica (KCI 0,075M) e incubadas a 37°C por 20 minutos. Apés a
incubacao, era feita a pré-fixacdo, adicionando 0,5 mL de fixador (solucdo de metanol e
acido acético 3:1), e entdo o material era centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm e o
sobrenadante descartado. Este Ultimo procedimento era repetido trés vezes e a suspensao
final era armazenada a — 20°C para analise posterior.

3.2 Coloragéo convencional

A coloracdo convencional foi realizada com Giemsa a 10% em tampé&o fosfato por 5

minutos.
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3.3 Bandeamento GTG

Foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Seabright (1971), com algumas
modificacdes:
1. Mergulhar as laminas em solucdo de tripsina (20% em PBS, pH 7,2) por 60
segundos;
Imergir as laminas em Hanks BSS ou solucao de soro fetal bovino (2,5% em agua)
Corar o material com Giemsa 2% em tampao fosfato por 30 minutos;

Lavar com agua destilada e deixar secar.

As laminas eram analisadas quanto a digestdo adequada pela tripsina e o tempo

ajustado de acordo com o aspecto dos cromossomaos.
3.4 Bandeamento CBG

A heterocromatina constitutiva foi evidenciada através da técnica descrita por Sumner

(1972), com algumas modificagdes:

1. Incubar a lamina com preparacdes cromossdmicas em 2xSSC a 60°C por 10
minutos;
Lavar com agua destilada;
Incubar a lamina em HCI 0,2N a temperatura ambiente por 15 min;
Incubar a lamina por 10-14 segundos em uma soluc¢éo 5% de hidroxido de bario pré-
aguecida a 60°C em banho-maria;

5. Lavar a lamina com agua destilada, incuba-la rapidamente em HCI 1N 60°C e lavar
novamente com agua destilada;

6. Incubar a lamina por 30 minutos em 2xSSC pré-aquecido a 60°C em banho-matria;
Lavar com agua destilada;

Corar com Giemsa 5% em tampao fosfato por 50 minutos.
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3.6 Pintura cromossdmica

Para a realizagcdo de experimentos de pintura cromossGmica foram utilizadas sondas
de cromossomos humanos individuais obtidos por fotocitometria de fluxo pela Dra. Marta
Svartman durante seu pos-doutoramento no NIH e estocadas no nosso laboratorio.

As sondas cromossémicas foram amplificadas por DOP-PCR com o iniciador 6MW
(Telenius e col., 1992). Os reagentes usados para 50 ul de volume final da reacéo eram:

1. 1 yL de dNTP MIX (dATP, dCTP, dTTP, dGTP — 2 mM de cada nucleotideo);
2. 6 plde MgCl; (25 mM);

3. 5 pl Tampéo 10x (200mM Tris-HCI pH 8,4; 500mM KCI);

4. 0,5yl de Taqg polimerase (5U/uL);

5. 1 yl de iniciador 6 MW (100uM);

6. 4 ulde DNA.

O ciclo usado foi: 94°C por 3 minutos; 30 vezes do ciclo 94°C por 1 minuto, 58°C por

1 minuto e 72°C por 1 minuto e 30 segundos; alongamento a 72°C por 7 minutos.

A visualizacdo das sondas amplificadas na PCR foi feita pela aplicacdo de 3 pl do
produto da reacdo somado a 1 pl de corante em gel de agarose 1% em TAE 1X. O marcador
de pares de base usado - DNA ladder 100-1000 pb (Jena Bioscience) - permitiu observar no
gel bandas de 200 a 400 pares de bases. A corrida do gel foi feita a 70v por 30 min. A
analise da qualidade das sondas foi feita pelo tamanho das bandas e quantidade de DNA

observados no padrdo em rastro deixado no gel apos a corrida.

As sondas foram marcadas com biotina ou digoxigenina por DOP-PCR. Os reagentes

usados para 50 ul de volume final da reacdo para marcacdo com biotina foram:

5 yL de dNTP MIX (dATP, dCTP, dGTP, dTTP —2:2:2:1) (0,2 mM);
6 ul de MgCl,, (25 mM);

5 ul Tampéo 10x (200mM Tris-HCI pH8,4; 500mM KCI);

0,5 ul de Taq polimerase (5U/uL);

1 pl de iniciador 6 MW (100uM);

1,3 pl de biotina

2 ul de DNA.

N o o~ o DdR

Os reagentes usados para 50 ul de volume final da reagé&o foram para marcagdo com

digoxigenina:

1. 5pL de dNTP MIX (dATP, dCTP, dGTP, dTTP —-2: 2: 2: 1) (0,2 mM);
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6 pl de MgClI2 (25 mM);

5 ul Tampéo 10x (200mM Tris-HCI pH8,4; 500mM KCI);
0,5 yl de Taq polimerase (5U/uL);

1 pl de iniciador 6 MW (100uM);

1pl de digoxigenina

2 ul de DNA.

N o o bk~ Db

O ciclo de usado era: 94°C por 3 minutos; 30 vezes do ciclo 94°C por 1 minuto, 58°C por
1 minuto e 72°C por 1 minuto e 30 segundos; alongamento a 72°C por 7 minutos.

Uma sonda marcada com biotina e outra marcada com digoxigenina eram
precipitadas com DNA Cot humano (Invitrogen) na propor¢do 1:50 e ressuspendidas em
meio de hibridag&o (formamida 50% em 2xSSC). Esta mistura era desnaturada em banho-
maria a 98°C por 10 minutos, colocada em estufa a 37°C por uma hora e aplicada sobre a

area de hibridacéo.

As preparagbes cromossOmicas eram envelhecidas por dois dias em estufa a 37°C
antes da hibridacdo. Os cromossomos eram desnaturados em solucdo de formamida (70%
de formamida deionizada em 2xSSC) por 90 segundos a 75°C. A hibridacéo era feita por
trés dias a 37°C. Em seguida, procedia-se a lavagem das laminas em trés banhos de 5
minutos em 2xSSC a 45°C. A imunodeteccdo era feita com avidina+FITC e
antidigoxigenina+rodamina e as laminas eram montadas com 18 uL de DAPI (0,8 ng/uL) em

Slowfade (Invitrogen).
3.7 Hibridacé&o in situ fluorescente com sonda telomérica

Sequéncias teloméricas (TTAGGG), com uma molécula de biotina na extremidade
foram sintetizadas (Invitrogen). As condicfes de hibridacéo foram similares as descritas para

0s experimentos de pintura cromossémica, com poucas modificagdes:

1. Aplicar o mix de hibridagdo, constituido por 1040 ng de sonda em 50%
formamida/2xSSC, sem desnatura-lo, as preparag¢fes cromossémicas desnaturadas;
Manter as laminas com a sonda em uma camara de hibridag&o a 37°C overnight;
Lavar as laminas trés banhos de 5 minutos em 2xSSC a 37°C,

Proceder a imunodetec¢cdo com antidigoxigenina conjugada com rodamina (Roche

Applied Science) e montar a lamina com SlowFade e DAPI.
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3.8 Hibridacao in situ fluorescente com sonda de DNA Alfa-satélite

O satélite alfa foi amplificado por PCR a partir do DNA gendémico de Leontopithecus rosalia
com o0s seguintes iniciadores: Alfa-R (GCTTACTGCTGTTTCTTCCATATG) e Alfa-F
(ACAGGGAAATATCTGCTTCTAAATC). Os iniciadores foram desenhados a partir de
alinhamentos gerados utilizando as sequéncias do satélite alfa de primatas do Novo Mundo
depositados nos bancos de dados Resultados da pesquisa (GenBank-NCBI e Repbase —
GIRI).

As reacdes de PCR consistiram de um passo inicial de desnaturacdo a 94°C por 3
min, seguido de 30 ciclos a 94°C por 60s, 55°C por 60s e 72°C por 60s, e uma extensao
final a 72°C por 10 min. Os produtos da reacdo de PCR foram excisados de um gel de
agarose 1% e purificados com o Kit Wizard SV Gel e PCR Clean-up System (Promega). O
fragmento purificado foi marcado por nick translation com digoxigenina-11-dUTP com o kit
DIG-Nick Translation Mix (Roche Applied Science).As condi¢des de hibridacdo foram

idénticas as da FISH com sonda telomérica.
3.9 Andlise dos resultados

As preparacBes cromossdmicas foram analisadas sob um microscopio de
epifluorescéncia Axio Imager A2 equipado com a camara AxiocamMRm (Zeiss). As imagens

foram capturadas com o programa Axiovision (Zeiss) e editadas em Adobe Photoshop.
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4. RESULTADOS

Coloracgéo convencional

Os trés exemplares de Leontopithecus rosalia apresentaram um cari6tipo com 2n=46
e NF=74 (Figura 6), composto por cinco pares de autossomos metacéntricos, dez pares
submetacéntricos e sete pares acrocéntricos, o0 X era um cromossomo metacéntrico médio,
semelhante em tamanho ao par 2. Nao foi obtida informacéo acerca do Y, ja que os trés
espécimes estudados eram fémeas.

“'t ' -”t
CA ’ it ‘
11 12 13 14 15
X
¥ i) ]t Al
16 17 18 19 20
- 3 2
21 22 XX

Figura 6. Caridtipo de uma fémea de Leontopithecus rosalia com 2n=46 e NF=74, ap0s coloracéo
convencional.

Bandeamento GTG

Apos o bandeamento GTG, foi possivel reconhecer individualmente todos os pares

cromossomicos (Figura 7).
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Figura 7. Cariétipo de um fémea de Leontopithecus rosalia (2n=46; NF=74) ap6s bandeamento GTG.

Bandeamento CBG

Apos a aplicagdo do bandeamento CBG, foi constatada a presenca de heterocromatina

constitutiva nas regifes pericentroméricas de todos 0os cromossomos, na porgao distal dos

bragos longos dos pares 1, 6, 16 e X e nos bracos curtos dos pares 10-13 e 15, 16, 18-22

(Figura 8).
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Figura 8. Cariétipo de um fémea de Leontopithecus rosalia (2n=46; NF=74) ap6s bandeamento CBG.

Pintura cromossdmica

Apés a hibridacdo com as sondas de todos cromossomos humanos, foram
encontrados 33 segmentos conservados. Treze Ccromossomos se apresentaram
conservados, cinco deles ndo associados a outros cromossomos: HSA4, HSA6, HSA11,
HSA12, HSA19. Os outros oito cromossomos conservados em um unico bloco estavam
envolvidos em associacdes : HSA5 (5/7), HSA9 (13/9/22), HSAl14 (15/14), HSA1l7
(20/17/13), HSA18 (8/18), HSA20 (20/17/13), HSA21 (3p/21) e HSA22 (13/9/22). Sete
cromossomos se mostraram divididos em dois fragmentos: HSA 2, 7, 8, 10, 13, 15 e 16.

HSAL e 3 estavam divididos em trés blocos cada um (Figuras 9 e 10).
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Figura 9. Metéfases de uma fémea de Leontopithecus rosalia (2n=46; NF=74) apés hibridacdo com sondas de cromossomos humanos. As sondas marcadas
com biotina estdo identificadas em verde e as marcadas com digoxigenina, em vermelho.
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Figura 10. Correspondéncia dos cromossomos humanos no cariétipo de uma fémea de L. rosalia
(2n=46; NF=74). Os numeros a direita indicam os cromossomos humanos correspondentes a cada

par de L. rosalia.

Sondas de sequéncias repetitivas

A sonda telomérica hibridou nas extremidades de todos dos cromossomos (Figura

11). Nao foram observados sinais intersticiais que poderiam indicar pontos de rearranjos.

Figura 11. FISH com sequéncias teloméricas em cromossomos metafasicos de uma fémea de
Leontopithecus rosalia (2n=46; NF=74).

39



Apos a hibridacdo com a sonda de DNA alfa-satélite, as regides pericentroméricas de

todos os cromossomos mostraram marcacao (Figura 12).

Figura 12. FISH com uma sonda de DNA alfa-satélite em cromossomos metafasicos de uma fémea
de Leontopithecus rosalia (2n=46; NF=74).
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5. DISCUSSAO

O complemento cromossémico encontrado nas trés fémeas estudadas (2n=46 e
NF=74; Figura 6) era igual ao descrito na literatura para a mesma espécie (Nagamachi e col.
1997).

Os padrbes de bandeamento GTG obtidos por nés (Figura 7) mostraram-se
semelhantes aos descritos para a Leontopithecus rosalia (Nagamachi e col. 1997),
Leontopithecus chrysomelas (Gerbault-Serreau e col. 2004) e Saguinus midas (O’Brien e
col. 2006).

A grande semelhanca entre os padrées de bandeamento GTG das quatro espécies
de mico-ledo e a semelhanca destes cariétipos com o de Saguinus foi notada anteriormente
por Nagamachi e col. (1997), que concluiram que estes dois géneros estdo intimamente
relacionados cromossomicamente, sugerindo que provavelmente se originaram a partir do
mesmo ramo ancestral. Os dados obtidos nos permitem confirmar os resultados de

Nagamachi e col. (1997).

Nos nossos exemplares verificamos a presenca de heterocromatina constitutiva nas
regides pericentroméricas de todos os cromossomos, na porcao distal dos bracos longos
dos pares 1, 6 e 16, na extremidade dos bracos curtos dos pares 10-13 e ao longo dos
bracos curtos dos pares 15-22. Nagamachi e col. (1997) ndo encontraram diferengas entre
os caridtipos de L. rosalia e L. chrysomelas quando analisadas sob padrdes de banda C. As
diferencas encontradas entre 0s nossos resultados e o padrdo comum descrito pelos
autores foram a auséncia de heterocromatina constitutiva na porcao distal do braco curto
dos pares 6, 8, 9 e 17 e a presenca de bandas heterocromaticas nos bracos longos do par 6

e 16 e no braco curto do par 13 nos nhossos exemplares.

Estudos sobre a composicdo da heterocromatina tém aumentado muito nos ultimos
anos. Prakhongcheep e col. (2013) analisaram a composicdo da heterocromatina
constitutiva que compde os bragos curtos dos cromossomos acrocéntricos de Aotus que,
assim como os de L. rosalia, sdo totalmente heterocromaticos. As sequéncias de DNA
satélite chamadas de OwlRep foram descritas como a principal ou possivelmente Unica
sequéncia que compde a heterocromatina constitutiva dos bragos curtos de Aotus. Andlises
deste tipo ainda ndo foram realizadas em Leontopithecus e, em vista dos papéis biolégicos

gue vém sendo atribuidos a heterocromatina, seriam de grande interesse.

Pintura cromossomica
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A pintura cromossémica permite 0 mapeamento fisico comparativo entre espécies e
apresenta enorme interesse biologico para o estudo da evolugdo cariotipica (Solinas-Toldo
1995). A reconstrucdo de possiveis cariétipos ancestrais tem sido feita com dados obtidos
em estudos comparativos usando sondas de cromossomos humanos em experimentos
interespecificos de FISH. Platyhrrini € um taxon bastante diverso do ponto de vista
citogenético e morfolégico e quanto mais dados forem adicionados, maior serd o
entendimento sobre histéria da evolutiva e cromossémica neste grupo (Oliveira 2001).

Associacbes cromossbmicas vistas em diferentes espécies podem indicar
sinapomorfias que as unem filogeneticamente (Stanyon e col. 2000). A aplicacdo da técnica
de FISH com sondas humanas cromossomo-especificas permite comparar as homologias
dos cromossomos humanos no cariétipo de Leontopithecus rosalia e de outros primatas

analisados e da literatura (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3: Associacbes cromossOmicas sinténicas encontrada nos cariotipos de Leontopithecus
rosalia, L. chrysomelas (Gerbault-Serreau e col. 2004), Saguinus oedipus (Muler e col. 2001)
Callimico goeldii (Neusser e col. 2001) e Cebus capucinus (Amaral e col. 2008).

Associacdes Leontopithecus Saguinus | Callimico Cebus
L. rosalia L. oedipus goeldii capucinus
chrysomelas
1/10 - - - + -
2/15 + + + + -
2/16 + + + + +
3/21 + + + + +
517 + + + + +
8/18 + + + + +
10/16 + + + + +
13/9/22 + + + - -
14/15 + + + + +
20/17/13 + + + - -

As sintenias 3/21, 5/7, 8/18 e 14/15 estdo presentes no cari6tipo ancestral de
Platyrrhini e permanecem conservadas em L. rosalia. As sintenias 2/15, 13/9/22, 13/17/20
sdo comuns a quase todos os Callitrichinae, exceto Callimico), no qual os cromossomos
13/9/22, 13/17/20 estdo organizados de outra maneira, apresentando as associacdes 13/9,

13/17 e 9/22 (Neusser e col. 2001). Os autores sugeriram que essa condi¢do é derivada,
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fato apoiado pela posicdo de Callimico na filogenia de Platyrrhini mais recente (Schneider e

Sampaio 2015).

Tabela 4. Correspondéncia de cromossomos humanos com 0s supostos cariétipos ancestrais de

Platyrrhini, Cebidae e Callitrichinae (Oliveira e col. 2012).

Cariotipo Conservados | Dois Fragmentos | Trés Fragmentos Associacdes
Ancestral 4,6,9, 11, 12,
- 2,7,8,10,15¢e 3/21, 5/7, 8/18,
Platyrrhini 13, 17, 19, 20, le3
16 10/16 e 14/15
2n=54 22, XeY
Ancestral 4,6,9, 11, 12,
) 2,7,8,10,15¢ 3/21, 5/7, 8/18,
Cebidae 13, 17, 19, 20, le3
16 10/16 e 14/15
2n=54 22, XeY
Ancestral 3/21, 5/7, 8/18 e
o 4,6,11, 12, 2,7,8,10,15¢€
Callitrichinae 1, 3,13 14/15, 2/15,
19,20, XeY 16
13/9/22, 13/17/20

Os resultados que obtivemos ap0s a pintura cromossémica em L. rosalia mostraram-se
semelhantes aos descritos para as regides eucromaticas de L. chrysomelas (Gerbault-
Serreau e col. 2004).

Apesar da grande semelhanca encontrada entre os resultados obtidos nas duas
espécies de Leontopithecus, observamos diferencas em regides heterocromaticas. Assim,
enguanto onze segmentos cromossbmicos heterocromaticos que nao apresentavam
hibridac@o nos nossos experimentos (regides terminais dos bracos curtos de LRO8, LRO12,
LRO14, LRO15, LRO16, LRO17, LRO18, LRO19, LRO20, LRO21 e LRO22) mostraram o
mesmo resultado em L. chrysomelas (Gerbault-Serreau e col. 2004), o cromossomo LRO4
mostrou-se diferente, sendo descrito como possuidor de uma por¢do heterocromética na
extremidade do bragco curto que ndo foi encontrada nos nossos exemplares. Os
cromossomos LRO9 e LRO11 apresentaram regides heterocrométicas nao hibridadas
também na extremidade do brago curto, diferindo do descrito nos cromossomos

correspondentes de L. chrysomelas (Gerbault-Serreau e col. 2004).

Os bracos curtos de todos os cromossomos acrocéntricos de L. rosalia s&o
inteiramente heterocromaticos e mais corados apds o bandeamento CBG. O mesmo padrao
foi observado nos cromossomos acrocéntricos de Aotus, cuja composicdo é de sequéncias

repetitivas espécie-especificas (Prakhongcheep e col. 2013b). As regides heterocromaticas
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sdo formadas por DNAs satélites, que possuem evolugdo rapida, divergindo até mesmo em
espécies bastante proximas (LOpez- Flores e Garrido- Ramos 2012). Assim, nossos
resultados indicam que, apesar da grande semelhanca entre os complementos de L rosalia
e L. chrysomelas, a andlise das sequéncias de DNA satélite das duas espécies deve
produzir resultados que permitam diferencia-los, sendo um importante objeto para pesquisas
futuras.

Sondas de sequéncias repetitivas

As sondas das sequéncias repetitivas telomérica e alfa-satélite apresentaram
hibridacdo apenas nas extremidades e regides centroméricas de todos 0S cromossomos,
respectivamente.

Sequéncias teloméricas (TTAGGG)n foram inicialmente descritas em humanos e sédo
conservadas na maioria dos organismos eucariontes (Meyne e col.1989). A presenca de
sequéncias teloméricas intersticiais, que poderiam indicar pontos de rearranjos

cromossOmicos, ndo foram observadas nos nossos exemplares.

As sequéncias alfa-satélite variam em diferentes taxa (Prakhongcheep e col. 2013a),
assim como outras sequéncias repetitivas, compostas em grande parte por DNAs satélites
gue, por nao codificarem proteinas, estdo entre 0os componentes mais dindmicos do
genoma, podendo divergir bastante mesmo entre espécies muito proximas (Strachan e cols.
1986; Piras e cols. 2010).

Porém, a selecdo sobre estas sequéncias as mantém mais conservadas, 0 que
acontece em regides ligadas, por exemplo a atividade centromérica (LOpez- Flores e
Garrido-Ramos 2012).

A especificidade da heterocromatina explica o fato de ndo haver hibridacdo nessas
regides em experimentos de pintura cromossémica interespecifica e também deve explicar
as diferencas encontradas quando da pintura cromossdmica interespecifica em L.
crysomelas e L. rosalia. Apesar de se tratarem de espécies muito proximas com cariétipos
bastante conservados, nossos resultados indicam que o estudo mais aprofundado das
sequéncias repetitivas deve produzir resultados que peritam distinguir os genomas das duas
espécies.
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Conclusao

Apbs a andlise dos padrdes de bandeamento GTG e CBG e da pintura cromoss6mica com

sondas cromossomo-especificas humanas concluimos que:

1.

4.

O bandeamento CBG revelou um padrao diferente do descrito anteriormente para a
espécie por Nagamachi e col.(1997);

Leontopithecus rosalia, assim como L. chrysomelas possui sete associacdes
conservadas encontradas no provavel cariétipo ancestral de Callithrichinae (2/15,
3/21, 5/7, 8/18, 13/9/22, 13/17/20 e 14/15), das quais quatro estdo presentes no
cariétipo ancestral de Platyrrhini (3/21, 5/7, 8/18 e 14/15);

As sondas de sequéncias repetitivas ndo evidenciaram sinais que poderiam indicar
pontos de rearranjo;

Apesar de nossos resultados de pintura cromossdmica apontarem grande
semelhanga entre o cari6tipo de L. rosalia e o descrito o cariétipo para L.
chrysomelas (Gerbault-Serreau e col. 2004) uma diferenca significativa na
heterocromatina foi observada entre essas espécies, sugerindo a existéncia de

padrdes divergentes a nivel molecular.
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