Sitientibus Série Ciéncias Bioldgicas 7 (1): 56-59. 2007.

VARIABILIDADE GENETICA EM CERVIDEOS DO GENERO MA4ZAMA BASEADA NO POLIMORFISMO DA TRANSFERRINA, ALBUMINA

SERICA E HEMOGLOBINA

Jost: Epuarpo Garcial®, PauLo Roserto R. Ramos!, JEnup BorroLozzr> &
Jost Mauricio B. DUARTE?

'Departamento de Fisica e Biofisica, Instituto de Biociéncias /UNESP, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil
’Faculdade de Ciéncias, UNESP, Bauru, Sdo Paulo, Brasil
SDepartamento de Zootecnia, FCAVJ /UNESP, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil
*Address for correspondence: Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Centro de Ciéncias Exatas, Universidade
Estadual de Londrina, Caixa Postal 6001, Londrina, Paran4, Brasil (jegarcia30@gmail.com)

(Variabilidade genética em cervideos do género Mazama baseada no polimorfismo da transferrina, albumina
sérica e hemoglobina) — O género Mazama ¢ atualmente representado no Brasil por cinco espécies: M. nana, M.
americana, M. gouazoubira, M. bororo e M. nemorivaga. O objetivo do presente trabalho foi avaliar as caracteristicas
eletroforéticas das transferrinas, albuminas séricas ¢ hemoglobinas em cervideos do género Mazama no que diz respeito
ao polimorfismo entre as diferentes espécies brasileiras. Foram analisadas em eletroforese em gel de poliacrilamida
amostras de plasma sangiiineo e hemoglobina de 138 animais, mantidos em cativeiro, com origem conhecida na natureza
e provenientes de todas as regides do pais. O sistema das transferrinas apresentou variabilidade crescente nas espécies M.
nana, M. americana e M. gouazoubira, variando do monomorfismo na primeira espécie a ocorréncia de seis diferentes
fendtipos na Glltima. As albuminas séricas apresentaram-se monomorficas, porém o perfil eletroforético observado em M.
gouazoubira foi diferente das outras espécies. As hemoglobinas apresentaram trés fendtipos, aparentemente compostos
por dois alelos A e B, ndo sendo observadas diferengas significativas em relagdo as freqiiéncias fenotipicas.

Palavras-chave: Cervidae, Mazama, cervideos neotropicais.

(Genetic variability in Mazama genus based on transferrin, seric albumin, and hemoglobin polymorphism) — The
genus Mazama is currently represented in Brazil by five species: M. nana, M. americana, M. gouazoubira, M. bororo,
and M. nemorivaga. The objective of the present study was to determine the electrophoretic characteristics of transferrin,
serum albumin, and hemoglobin in the genus Mazama in order to evaluate the polymorphism among different species
in Brazil. Blood samples from 138 animals, kept in captivity and with a known origin in nature and coming from all
regions of the country, were studied by polyacrylamide gel electrophoresis. Variability for the transferrin locus ranged
from monomorphism in M. nana and M. bororo to six different electromorphs in M. gouazoubira. Monomorphism
was found at the serum albumin locus but two alleles were observed in M. gouazoubira. Hemoglobin presented three

phenotypes but no significant differences in gene frequencies were observed.
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INTRODUCAO

Os cervideos do género Mazama ocorrem em toda
a América tropical e subtropical, desde o México até o
Paraguai (ALLEN, 1915; CaBRERA, 1960). Alguns trabalhos
tentaram esclarecer as duvidas taxondmicas no género
(ALLEN, 1915; RiBEIRO, 1919; CaBRERA, 1960, CZERNAY,
1987), porém ainda hoje existe muita controvérsia sobre a
distribuigdo geografica e a classificagdo de suas espécies.
A classificagdo atualmente aceita para as espécies que
ocorrem no Brasil (Duarte & MEermNo, 1997) divide o
género Mazama em cinco espécies: M. gouazoubira, M.
americana, M. nana, M. bororo e M. nemorivaga.

No unico estudo realizado em genética
bioquimica do género Mazama, SMiTH et al. (1986)
observaram polimorfismo em 50% dos locos estudados
em M. gouazoubira ¢ M. americana. Além das analises
eletroforéticas, estudos morfométricos foram realizados,
contradizendo as evidéncias morfologicas, uma vez que
M. americana mostrou-se mais estreitamente relacionada a
Odocoileus virginianus que a M. gouazoubira.

Comparando duas populacdes de Rangifer
tarandus, uma continental e outra introduzida numa ilha ha
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aproximadamente 200 anos, RUED et al. (1985) observaram
uma baixa variabilidade genética no locus das transferrinas,
além de desvio das freqiiéncias alélicas na populacdo
insular, quando comparada a continental, estando essa
baixa variabilidade associada a perda de alelos por deriva
genética ou endocruzamentos sucessivos. As espécies
generalistas ou “oportunistas” (estrategistas r), ou seja, que
se adaptam com facilidade em ambientes degradados ou
areas cultivadas e que mesmo nestas condigdes apresentam
alta fertilidade, tém maior diversidade genética no nivel
molecular. Ja as espécies especialistas (estrategistas k), que
exploram ambientes estaveis, geralmente florestas antigas
ou ecossistemas conservados, exibem a tendéncia de ser
menos variaveis geneticamente (NEvo ef al., 1983). HARTL
& REMOSER (1988) corroboram estas observagdes em
estudos de genética bioquimica em cervideos, afirmando
que em espécies estrategistas r muitos polimorfismos
podem ser preservados e a ocorréncia de alelos raros pode
ser freqliente, em contraste com as perdas alélicas sofridas
por espécies estrategistas k.

StraTIL et al. (1990) estudaram 112 animais da
espécie Cervus elaphus ¢ observaram monomorfismo no
loco das albuminas séricas. As mesmas observagdes foram
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feitas por CAMERON & VYsE (1978). A observagdo do mo-
nomorfismo intra-especifico caracteriza esta proteina como
um bom marcador bioquimico a ser utilizado na diferencia-
¢do interespecifica em individuos deste género, sendo que
a heterozigosidade no loco da albumina pode ser utilizada
para a avaliag@o da hibridagdo entre estas espécies.

EmErsoN & Tate (1993) utilizaram a hemoglo-
bina, juntamente com outras proteinas e enzimas, com o
objetivo de estabelecer relagdes evolutivas entre dez dife-
rentes espécies de cervideos da subfamilia Cervinae. As
relagdes bioquimicas entre as espécies contrastam com as
observagdes de caracteres morfoldgicos, fazendo com que,
por exemplo, Cervus unicolor ¢ C. timorensis, muito seme-
lhantes morfologicamente, sendo inclusive considerados da
mesma espécie por alguns zoo6logos, apresentaram distan-
cia genética estimada em D=0.54, praticamente a mesma
estimada para C. nippon e C. timorensis, espécies morfolo-
gicamente muito distintas.

O objetivo do presente trabalho foi determinar o
perfil eletroforético das transferrinas, albuminas séricas e
hemoglobinas em cervideos do género Mazama de diver-
sas localidades no Brasil, visando a busca de marcadores
protéicos especificos que possam contribuir com o entendi-
mento das relagdes filogenéticas e a historia evolutiva das
espécies desse género.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisados amostras de plasma sangiiineo ¢
produto de hemolise de 138 cervideos do género Mazama
provenientes de todas as regides do Brasil (Tabela 1). Os
animais, de ambos os sexos, eram mantidos em cativeiros
particulares ou zoologicos, porém todos com a origem co-
nhecida na natureza. De cada animal, foram obtidos 5ml de
sangue através de venopuncgao da jugular, em tubos estéreis
contendo EDTA. O plasma sangiiineo foi obtido através
de centrifugacdo do sangue total a 120 G por 10 minutos.
O hemolisado foi obtido apds trés lavagens consecutivas
das hemacias em solugdo fisiologica de NaCl 0,9% através
de centrifugagdo a 120 G e posterior tratamento com agua
destilada e cloroférmio 1:1 e centrifugagdo a 120 G por 10
minutos.

Tabela 1. Numero de individuos e regido de coleta de cada espécie do
género Mazama.

Espécies N Regides
Sul, Sudeste, Nordeste e
Centro-Oeste

Sul, Centro-Oeste € Norte

Mazama gouazoubira 66

Mazama americana 26
Mazama nana 35 Sul

Mazama bororo 02 Sudeste

Mazama nemorivaga 09 Norte
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A metodologia de eletroforese empregada tanto na
separacgdo das transferrinas e albuminas séricas quanto na
separacao dahemoglobina foiamesma (HAMES & Rickwoob,
1990), havendo variacdo apenas na concentragdo do gel e
tempo de corrida utilizado para cada proteina. A eletroforese
foi realizada em sistema descontinuo de tampodes (Tris-
Glicina pH 8,6 na cuba e Tris HCI pH 6,8 no gel), em
gel de poliacrilamida, em placas de 18 X 16 cm. Para a
separacdo das transferrinas utilizou-se gel de separacgdo a
6% de concentragdo durante seis horas em 200V e 20mA.
A separagdo das albuminas séricas foi realizada em gel de
concentragdo 10%, por 16h a 150V e SmA. A eletroforese
das hemoglobinas foi realizada em gel de concentragdo
7,5%, durante seis horas com 200V e 20mA. Todas as
eletroforeses foram realizadas a temperatura constante de
4°C. As coloragoes foram realizadas em solug¢do corante
de Comassie Blue Brillant (R250) a 0,04% (W/V), por
aproximadamente seis horas (DIEzEL ef al., 1972).

Os fenotipos observados para os trés loci foram
classificados segundo sua freqiiéncia e distribuicdo
geografica.

RESULTADOS

Ap0s as analises eletroforéticas, ficaram definidos
doze diferentes fenotipos para o sistema das transferrinas
no género Mazama (Fig. 1-A; Tabela 2). As espécies M.
nana e M. bororo apresentaram-se monomorficas com um
fenétipo comum as duas espécies, de apenas duas bandas
(fenotipos I e II). Na espécie M. americana, dois fenotipos
(denominados III e IV) ficaram evidentes, um com duas e
outro com trés bandas. Os padrdes obtidos nesta espécie
diferiram dos observados nas espécies M. nana e M.
bororo. Mazama gouazoubira apresentou-se como a mais
polimorfica das espécies para o sistema das transferrinas.
Seis diferentes fendtipos (denominados V, VI, VII, VIII, IX
e X) foram observados, variando os padrdes de duas a quatro
bandas. Dois desses fendtipos (V e VI) estdo amplamente
distribuidos no Brasil. Os demais estdo restritos as
regides Sul e/ou Sudeste (Tabela 3). Mazama nemorivaga
apresentou dois diferentes fenotipos (denominados
XI e XII) para as transferrinas, sendo estes também
identificados em M. gouazoubira, apresentando mobilidade
relativa semelhantes aos fendtipos V e X (Fig. 1-A).

No locus das albuminas uma unica banda
foi detectada em todos os animais estudados, porém a
mobilidade relativa observada em M. gouazoubira foi
diferente das observadas nas demais espécies, as quais
se mantiveram constantes. As espécies M. nana, M.
americana, M. bororo e M. nemorivaga apresentaram
mobilidade eletroforética semelhante. Em M. gouazoubira,
abanda referente a albumina mostrou migragao eletroforética
maior (Fig. 1-B).

Foram observados trés diferentes fenotipos para o
sistema das hemoglobinas em todas as espécies do género
(Fig. 1-C). Dois deles formados por apenas uma banda de
diferentes padrdes de migrag¢do, denominados AA e BB, os
de menor e maior migraco respectivamente. Um terceiro
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Fig. 1. Representagdo esquematica do padrdes de transferrina (A),
albuminas séricas (B) e hemoglobinas (C) obtidos em eletroforese
vertical em gel de poliacrilamida a 6%, 10% e 7,5%, respectivamente,
em sistema descontinuo de tampdes alcalinos pH 8,6 para cervideos do
género Mazama. Mn: M. nana, Mb: M. bororo, Ma: M. americana, Mg:
M. gouazoubira, Mr: M. nemorivaga.

Tabela 2. Freqiiéncia dos fenotipos de transferrina observados no género
Mazama.

Especie Fenotipo Frequéncia
M. nana I 100%
M. bororo II 100%
M. americana 111 78,5%
1A% 21,5%
M. gouazoubira \Y4 49,3%
VI 26,1%
VII 10,8%
VIII 9,3%
IX 1,5%
X 3%
M. nemorivaga X1 75%
XII 25%

Tabela 3. Distribui¢ao dos fendtipos (%) de transferrina observados em M.
gouazoubira encontrada nas regides do Brasil.

Fenotipos S SE C-O NE Total
\Y% 26,7% 17,8% 24,4% 31,1% 45
VI 40% 20% 30% 10% 10
vl 100% 0 0 0
VIII 66,7% 33,3% 0 0 3
IX 0 100% 0 0
X 100% 0 0 0 3
25 12 14 15 66

fenétipo formado por duas bandas constituiu um provavel
heterozigoto dos dois primeiros, denominado AB. Mazama
nana, M. americana e M. gouazoubira apresentaram os trés

[Vol. 7
fenoétipos; M. gouazoubira, os fendtipos AA e AB; e M. bo-
roro, o fenotipo AB (Tabela 4).

Tabela 4. Freqiiéncia dos fenotipos de hemoglobina no género Mazama.

Especie Fenotipos

AA AB BB
M. nana 50% 35% 15%
M. americana 51,9% 40,7% 7,4%
M. nemorivaga 66,7% 33,3% -
M. bororo _ 100% -
M. gouazoubira 46,5% 35,2% 18,3%

Discussio

A observagdo do monomorfismo para o locus das
transferrinas em M. nana, a ocorréncia de apenas dois fend-
tipos em M. americana e o alto polimorfismo em M. goua-
zoubira talvez possam ser entendidos pelo fato de M. nana
e M. americana serem altamente especialistas (estrategistas
k), ou seja, sobrevivem somente em ambientes preserva-
dos. As observagoes realizadas em relagdo a estas espécies,
por ocasido das coletas, mostraram que realmente elas ndo
se adaptam com facilidade a ambientes degradados e utili-
zados para agricultura ou pecudria. Em contrapartida, M.
gouazoubira apresenta maior facilidade de adaptag@o a tais
ambientes (DUARTE, 1992), podendo ser considerada uma
espécie “oportunista” (estrategista r). Em relagdo a varia-
bilidade apresentada nestas espécies, tomando-se por base
tais caracteristicas ecologicas, as observagdes deste estudo
concordam com as inferéncias feitas por HARTL & REIMOSER
(1988).

Outra hipdtese para os dados obtidos em termos
de variabilidade das transferrinas talvez possa ser enten-
dida pela alta variabilidade numérica e morfologica dos
cromossomos, caracteristica do género Mazama. O grau
de polimorfismo protéico observado neste estudo ¢ inver-
samente proporcional ao cromossdmico, descrito por Du-
ARTE (1992) e DuarRTE & MERINO (1997), onde M. nana e
M. americana apresentam alta variabilidade cariotipica,
variando tanto no conjunto dipléide quanto no nimero fun-
damental de bragos. Ja& M. gouazoubira apresenta os nui-
meros diploide e fundamental de bragos estaveis, com seu
cariotipo podendo ser considerado como ancestral exata-
mente pelas suas caracteristicas cromossomicas particula-
res (2n:70, sendo todos acrocéntricos). A associagdo da alta
variabilidade cromossdmica observada nas duas primeiras
espécies, com sua reduzida distribuigdo geografica, talvez
seja responsavel por uma diminui¢do do tamanho efetivo
das populagdes, uma vez que o desbalango cromossdmico
se traduz muitas vezes em infertilidade ou subfertilidade,
incrementando uma futura perda de variabilidade genética.
Jaem M. gouazoubira, a estabilidade cromossémica contri-
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bui para que mais produtos férteis sejam obtidos através de
cruzamentos na natureza, contribuindo para a manuteng¢ao
da variabilidade das populagdes.

Uma outra possivel explicagdo para a observagéo
de apenas homozigotos para o locus das transferrinas em
M. nana pode se basear no fato de que as populagdes des-
ta espécie, de ocorréncia exclusiva no Sul do pais, tenham
sofrido uma fragmentagao e que as subpopulagdes estariam
sofrendo acentuado aumento na freqiiéncia de homozigotos
devido a grande incidéncia de acasalamentos consangiiine-
os. Efeito semelhante foi proposto por GYLLENSTEN et al.
(1980) para explicar a baixa heterozigosidade em uma po-
pulagdo de Cervus elaphus. Outros marcadores, tais como
microssatélites ou DNA mitocondrial, poderao futuramen-
te ser aplicados nas mesmas amostras, visando corroborar
essa idéia.

A observagdo dos fendtipos V, VI e VII em maior
freqiiéncia e sob ampla distribui¢do sugere que estes se-
jam derivados dos ancestrais, uma vez que fen6tipos seme-
lhantes ja foram descritos para espécies do Velho Mundo e
América do Norte (EMERSON & TATE, 1993; GYLLENSTEN et
al., 1980; STRATIL et al., 1990). Ja a ocorréncia de fendtipos
exclusivos na Regido Sul corrobora a hipotese de que os
cervideos entraram na América do Sul via Panama no Plio-
ceno (EISENBERG, 1987) e sugere que estes fenotipos sejam
mais recentes evolutivamente.

A observacdo do monomorfismo intra-especifico
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em relagdo ao locus das albuminas séricas concorda com
a maioria dos dados obtidos na literatura para outras espé-
cies de cervideos (MANLOVE et al., 1975; McCLYMONT et al.,
1982; RLIED, 1985, 1986; STRATIL et al., 1990; BALLINGER
et al., 1992). Uma possivel explicacdo para a mobilidade
eletroforética diferente apenas em M. gouazoubira pode se
basear no fato de que tal espécie foi a primeira a divergir na
evolugdo do género. A ocorréncia de um unico fen6tipo em
todas as outras espécies pode representar uma sinapomorfia
daquele grupo.

Os dados obtidos no sistema das hemoglobinas
concordam com os descritos para outras espécies de cer-
videos do Velho Mundo e América do Norte (MAUGHAN &
WiLLiams, 1964; EMErRsoN & TATE, 1993; HErzoG & KRraA-
BEL, 1993). A mobilidade eletroforética, diferentemente das
outras proteinas estudadas, mostrou-se idéntica em todas as
espécies do género, o que pode representar que este siste-
ma vem se mantendo conservado no decorrer do processo
evolutivo que envolve este grupo.
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