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RESUMO

SILVA, Monique Oliveira de Macedo. Analise Fenotipica e Genética em individuos de
Callithrix (Callitrichidae: Primates) no estado do Rio de Janeiro. 2018. 112p. Dissertacao
(Mestrado em Biologia Animal) Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Departamento de
Biologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

No Sudeste do Brasil, as espécies exdticas invasoras Callithrix jacchus e C. penicillata
representam uma ameaca a espéecie nativa, C. aurita, pela competicéo por recursos e hibridacéo.
Experimentos com hibridos de Callithrix demostraram a fertilidade e a variagdo fenotipica. O
cariotipo observado nesse género € 2n=46,XX ou XY. O cromossomo Y ¢é acrocéntrico em C.
aurita, submetacéntrico ou metacéntrico em C. penicillata e pode apresentar as trés morfologias
em C. jacchus. O quimerismo hematopoiético, 2n=46,XX/46,XY é comumente encontrado nos
saguis. Com relacdo ao gene SRY, C. aurita é a Unica espécie do género que possui uma delecéo
de 9 pares de bases na sua sequéncia (exceto C. flaviceps, ainda ndo estudada). Esta
caracteristica pode ser Gtil na identificacdo da linhagem paterna nos casos de hibridacdo. Do
mesmo modo, o polimorfismo dos haplétipos do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase
subunidade Il (COII) pode auxiliar na identificagdo da linhagem materna. Foram analisados 52
individuos de Callithrix oriundos de diferentes localidades no estado do Rio de Janeiro. Os
objetivos deste trabalho foram: descrever o cari6tipo dos individuos de Callithrix sp.
amostrados; comparar os dados biométricos e a pelagem de C. jacchus, C. penicillata e C.
aurita com os registrados para os individuos identificados como Callithrix sp. devido a
variabilidade fenotipica; investigar a ocorréncia de quimerismo e amplificar por Reacdo em
Cadeia da Polimerase/PCR, segmentos dos genes SRY e COII buscando identificar as linhagens
parentais dos animais estudados. Foram avaliadas a cor da pelagem do corpo e da face, por
meio de fotografias. O comprimento da cabeca, corpo, cauda, pé, mdo e orelha direita e
circunferéncia do peito e pescoco foram tomados com fita métrica e paquimetro e analisadas
pela Analise dos Componentes Principais, Anova Fatorial e Teste Tukey. A Anélise
Discriminante foi realizada a partir dos valores de RGB obtidos de quatro pontos da face: tufos
auriculares, centro da testa, face lateral e topo da cabeca. Os cromossomos metaféasicos foram
obtidos por cultura dos linfocitos e a extracdo de DNA foi feita por precipitacdo salina.
Fragmentos do gene SRY e COIl foram amplificados por PCR. Os individuos analisados
apresentaram tufos auriculares variando entre branco, cinza, marrom e negro e a pelagem da
face e do corpo variou entre cinza e marrom. A média do peso, comprimento do corpo e da
cauda dos individuos de Callithrix sp. correspondeu ao das espécies puras e pela Analise
Discriminante o padréo de coloracdo da face foi intermediario ao destas, o que é sugestivo de
hibridacdo. O caridtipo correspondeu ao descrito para o género. O quimerismo hematopoiético
foi detectado em 32% dos individuos, pela analise citogenética e genética molecular. Em duas
fémeas quimeras foi amplificado um fragmento do gene SRY com aproximadamente 198pb,
semelhante ao observado para C. aurita. Os demais individuos apresentaram fragmentos
semelhantes ao de C. jacchus e C. penicillata. O sequenciamento dos amplicons dos genes SRY
e COI|I, podera confirmar as espécies progenitoras e, se de fato, ocorreu a hibridacéo.

Palavras-chave: Saguis, Morfologia, DNA.



ABSTRACT

SILVA, Monique Oliveira de Macedo. Phenotypic and Genetic Analysis in Callithrix
(Callitrichidae: Primates) individuals in the state of Rio de Janeiro. 2018. 112p.
Dissertation (Master Science in Animal Biology) Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Salde,
Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2018.

In the Southeast of Brazil, invasive exotic species Callithrix jacchus and C. penicillata threaten
the native species, C. aurita, by competition for resources and hybridization. Experiments with
Callithrix hybrids showed fertility and phenotypic variation. The karyotype observed in this
genus is 2n=46,XX or XY. The Y chromosome is acrocentric in C. aurita, submetacentric or
metacentric in C. penicillata and may present the three morphologies in C. jacchus.
Hematopoietic chimerism 2n=46,XX/46,XY is commonly found in the marmosets. Regarding
the SRY gene, C. aurita is the only species of the genus that has a deletion of nine base pairs
(bp) in its sequence (except C. flaviceps, not studied yet). This feature may be useful in
identifying the paternal lineage in cases of hybridization. Likewise, the polymorphism of the
mitochondrial cytochrome c oxidase subunit Il (COIl) gene haplotypes may aid in the
identification of the maternal lineage. Fifty-two Callithrix individuals were analyzed from
different locations in the state of Rio de Janeiro. The goals of this study were: to describe the
karyotype of Callithrix sp. Individuals sampled; to compare the biometric data and the pelage
of C. jacchus, C. penicillata and C. aurita with those recorded for individuals identified as
Callithrix sp. due to phenotypic variability; to investigate the occurrence of chimerism and to
amplify by Polymerase Chain Reaction/PCR, segments of the SRY and COII genes seeking to
identify the parental lineages of the studied animals. The color of the pelage of the body and
the face were evaluated by means of photographs. The length of head, body, tail, -right foot,
hand and ear -, as well as chest and neck circumference were measured with a tape measure and
caliper and analyzed by Principal Component Analysis, Factorial Anova and Tukey Test. The
Discriminant Analysis was performed from the RGB values obtained from four points of the
face: auricular tufts, forehead center, lateral face and top of the head. The metaphase
chromosomes were obtained by culture of the lymphocytes and DNA was extracted by saline
precipitation. Fragments of the SRY and COII gene were amplified by PCR. The individuals
analyzed showed auricular tufts ranging from white, gray, brown and black and the pelage of
the face and body varied between gray and brown. The average of the weight, body and tail
length of Callithrix sp. corresponded to that of the pure species and by Discriminant Analysis
the face coloring pattern was intermediate to those, which suggests hybridization. The
karyotype corresponded to that described for the genus. Hematopoietic chimerism was detected
in 32% of the individuals, by both cytogenetic and molecular genetic analyzes. In two female
chimeras, a fragment with approximately 198bp of the SRY gene, were amplified,
corresponding to that observed for C. aurita. The other individuals presented fragments similar
to that of C. jacchus and C. penicillata. Sequencing of the SRY and COIl amplicons may
confirm the parental species and, if indeed, the hybridization occurred.

Key words: Marmosets, Morphology, DNA.
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INTRODUCAO GERAL

Os principais processos responsaveis pela diminuicdo da Biodiversidade no Brasil sdo
a perda e a fragmentacdo dos habitats, a exploracdo excessiva de espécies de plantas e de
animais, 0 uso de plantas hibridas e monoculturas na agroindistria e nos programas de
reflorestamento, a contaminacdo do solo, da agua e da atmosfera e, ainda, as mudancas
climaticas (MMA, 2018). Neste cenario de perda e fragmentacéo de habitats, as populacdes de
animais e vegetais ficam isoladas em areas onde ha a maior competicdo por recursos e baixas
taxas de fluxo génico, o que ocasiona a reducdo da variabilidade genética e aumenta a
possibilidade de extingdo nesses locais (MMA, 2018).

Outro fator que contribui para a perda da biodiversidade € a introducdo de espécies
exoticas, que de acordo com a Convencdo sobre Diversidade Bioldgica — CDB (2017), sdo
espeécies que se encontram fora de sua area de distribuicdo original. Essas espécies apresentam
caracteristicas competitivas e muitas vezes conseguem se estabelecer em um ecossistema novo
ou similar ao seu, através da ocupacao dos nichos de espécies nativas, sendo assim consideradas
como exdticas e invasoras. Além disso, 0 homem pode facilitar o estabelecimento dessas
espécies criando condi¢Ges ambientais ou transportando ilegalmente as mesmas para novos
habitats.

Os primatas do género Callithrix, vulgarmente denominados como saguis, podem ser
de seis espécies: Callithrix jacchus, C. penicillata, C. aurita, C. geoffroyi, C. kuhlii e C.
flaviceps. Em geral, sdo caracterizados por apresentarem um tamanho reduzido, por conterem
ornamentos pilosos nas orelhas, garras nos dedos, exceto nos polegares, e por apresentarem
uma mancha branca caracteristica na testa, semelhante a uma estrela (Oliveira et al., 2015).
Outra caracteristica comumente observada nesse género é a gestacdo gemelar e o quimerismo
hematopoiético (Haig, 1999), o qual é decorrente da gestacdo de gémeos dizigoticos
heterossexuais que compartilham um Gnico cérion. Esse compartilhamento ocorre via
anastomose dos vasos placentarios que acontece por volta do 19° dia de gestaco e se completa
em torno do 29°, permitindo o intercdmbio celular entre os gémeos. No entanto, mesmo com a
troca celular entre saguis de diferentes sexos até 0 momento, ndo foram encontradas anomalias
sexuais em individuos quiméricos (Moore et al., 1985; Haig, 1999).

Callithrix penicillata, originario do Cerrado na regido Centro-Oeste do Brasil e C.
jacchus, que tem origem na Caatinga na regido Nordeste, foram introduzidas no Sudeste do
Brasil, principalmente por meio da acdo antropica, devido ao trafico ilegal de animais silvestres
(Ruiz-Miranda et al., 2000). A presenca de Callithrix jacchus tem sido relatada desde 1919 em
areas de fragmentos florestais de Mata Atlantica na cidade do Rio de Janeiro (Coimbra-Filho,
1983). Essas duas espécies sdo consideradas como exdticas invasoras, e tém expandido
geograficamente a sua distribuicdo no Sudeste do Brasil, constituindo populacGes estaveis
(Rocha et al., 2004) que representam uma ameaca a preservacao da espécie nativa desta regiao,
C. aurita.

Callithrix aurita, atualmente é classificada na Lista Vermelha da Uni&o Internacional
para Conservacao da Natureza (International Union for Conservation of Nature/I[UCN, 2018)
na categoria “Vulneravel”, tanto por causa da destruicao de seu habitat e da sua dificuldade em
se estabelecer em areas de vegetacdo secundaria, como pela competicdo por recursos e pela
hibridacdo com as espécies congéneres exaticas e invasoras.

A hibridagdo em Callithrix ja foi registrada tanto em zonas naturais de contato entre as
espécies (Hershkovitz, 1975,1977; Coimbra-Filho & Mittermeier, 1973; Coimbra-Filho, 1983;
Alonso et al., 1987; Coimbra-Filho et al., 1993; Coimbra-Filho & Camara, 1996; Rylands et
al., 1996; Santos et al., 2005; Ruiz-Miranda et al., 2006; Morais Junior, 2010; Nogueira et al.,



2011; Carvalho et al., 2013; Fuzessy et al., 2014; Malukiewicz et al., 2014; Malukiewicz et al.,
2015; Cezar et al., 2017), como em cativeiro (Hill, 1957, 1969; Chiarelli, 1961; Mallinson,
1971; Coimbra-Filho, 1970, 1974; Coimbra-Filho & Maia 1976; Coimbra-Filho et al., 1993).
Experimentos realizados em cativeiro por Coimbra-Filho et al. (1993), detectaram que 0s
hibridos de Callithrix sdo férteis e que apresentam uma gama de fendtipos distintos.

A identificacdo dos hibridos de saguis tem sido feita por meio da analise fenotipica,
citogenética e genética molecular através do sequenciamento do gene nuclear SRY e de alguns
genes mitocondriais que auxiliam na averiguagdo da linhagem paterna e materna,
respectivamente (Mittermeier et al., 1988; Rylands, 1993; Rylands et al., 2000; Ruiz-Miranda
et al., 2006; lughetti, 2008; Morais Junior, 2010; Pereira, 2010; Nogueira et al., 2011; Fuzessy
et al., 2014; Malukiewicz et al., 2014; Malukiewicz et al., 2015; Cezar et al., 2017).

Embora a introducdo das espécies exoticas, Callithrix penicillata e C. jacchus, seja
considerada uma ameaca a espécie nativa do Sudeste C. aurita, a extensdo desta ameaca ainda
carece de mais estudos (Carvalho et al., 2013). Além disso, ainda séo frequentes as dividas
sobre: os aspectos fenotipicos dos hibridos de Callithrix, quais sdo as espécies envolvidas no
cruzamento interespecifico e os locais em que ocorre a hibridagdo in situ.

Neste estudo, foram analisados 52 individuos de Callithrix oriundos de diferentes
localidades no estado do Rio de Janeiro: Centro de Triagem de Animais Silvestres do Rio de
Janeiro - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis/CETAS-
RJ/IBAMA (sem procedéncia conhecida); Jardim Boténico do Rio de Janeiro/JBRJ; Biotério
da Universidade Federal do Rio de Janeiro/UFRJ (sem procedéncia conhecida) e do Centro de
Primatologia do Rio de Janeiro - CPRJ/INEA/IBAMA. Os individuos estudados que néo
apresentaram fenoOtipo caracteristico de alguma das espécies do género, foram identificados
como Callithrix sp. pois apresentavam uma coloracéo da pelagem variavel.

Nossos objetivos neste trabalho foram: descrever o padrédo cariotipico dos individuos de
Callithrix sp. estudados e comparar 0s dados biométricos e o padrdo da pelagem de individuos
puros de Callithrix jacchus, C. penicillata e C. aurita com aqueles registrados para 0s
individuos de Callithrix sp. capturados, no intuito de verificar as caracteristicas fenotipicas que
possam ser sugestivas de hibridacdo. Além disso, buscamos investigar a ocorréncia de
qguimerismo hematopoiético e utilizar a analise genética molecular para identificar as linhagens
parentais dos animais estudados.

A dissertacdo encontra-se dividida em dois capitulos. No primeiro capitulo apresento a
analise dos aspectos fenotipicos, onde foi descrita de forma subjetiva a coloracdo presente na
face e no dorso dos animais e analisado estatisticamente os dados biométricos coletados dos
individuos de Callithrix sp. estudados e os valores numéricos de RGB (Red/Green/Blue)
obtidos a partir da coloracdo da pelagem de quatro pontos selecionados na face dos animais.

A descricdo dos caracteres foi baseada no registro fotografico da face e do dorso de cada
animal possivelmente hibrido e de espécies puras de Callithrix jacchus, C. penicillata e C.
aurita. Nas fotos da face dos animais foram selecionados quatro pontos referentes as seguintes
regides: 1- tufo auricular direito, 2- centro da estrela na testa, 3- face lateral direita e 4- topo da
cabeca. Utilizando o programa Adobe Photoshop através da ferramenta conta-gotas, obtivemos
um valor numérico de RGB (Red/Green/Blue) para cada um desses pontos, que foram
analisados por meio da Analise Discriminante. Além disso, foi realizada também a analise
estatistica da Média, Desvio Padrdo, Anova Fatorial e 0 Teste de Tukey, para as seguintes
variaveis morfométricas: peso, comprimento da cabeca, do pé direito, da mao direita, da orelha
direita, e da circunferéncia do pescogo e do peito, com a intengdo de comparar os valores
obtidos para os individuo de Callithrix sp. aqueles descritos para as espécies puras de Callithrix
mencionadas anteriormente.



No segundo capitulo da dissertacdo sdo abordadas as analises citogenética e genética
molecular realizadas a partir de amostras bioldgicas coletadas dos individuos de Callithrix sp.
estudados. Na analise citogenética, visamos descrever o padrao cariotipico dos individuos e
investigamos a ocorréncia de quimerismo. Na anélise genética molecular amplificamos por
meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase/PCR, segmentos do gene SRY e do gene Citocromo
c oxidase subunidade 11 (COII) com o objetivo de averiguar a possibilidade de identificagéo das
linhagens paterna e materna para verificar a ocorréncia de hibridag&o in situ dentre as amostras
analisadas.



CAPITULO |

~ ANALISE FENOTIPICA EM
INDIVIDUOS DE CALLITHRIX (CALLITRICHIDAE:
PRIMATES) NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO



RESUMO

No Sudeste do Brasil, Callithrix jacchus e C. penicillata sdo espécies exoticas invasoras que
ameacam a espécie nativa C. aurita, pela competi¢do por recursos e hibridacdo. Estudos tem
demonstrado que os hibridos de Callithrix sdo férteis e com fendtipos distintos. Nossos
objetivos foram: analisar o padrdo de pelagem e a morfometria de individuos de Callithrix sp.
capturados no estado do Rio de Janeiro para compara-los ao das espécies puras e averiguar a
ocorréncia de hibridacéo in situ. Foram amostrados 30 machos e 22 fémeas alguns identificados
como Callithrix sp. devido a variabilidade fenotipica. Os individuos foram oriundos de cativeiro
[Centro de Triagem de Animais Silvestres do Rio de Janeiro/CETAS-RJ, Biotério da
Universidade Federal do Rio de Janeiro/UFRJ e Centro de Primatologia do Rio de Janeiro-
CPRJ] e de vida livre (Jardim Botanico do Rio de Janeiro/JBRJ). Foram avaliadas a cor dos
tufos auriculares e a pelagem do corpo e da face, por meio de fotografias. Os dados biométricos
analisados foram: comprimento da cabeca, corpo, cauda, pé, mao e orelha direita e
circunferéncia do peito e pescoco, tomados com fita métrica e paquimetro. As medidas
morfométricas foram analisadas por Andlise dos Componentes Principais, Anova Fatorial e
Teste Tukey. Nas fotografias da face foram selecionados quatro pontos de maior variacdo
fenotipica entre as espécies puras: tufos auriculares, centro da testa, face lateral e topo da
cabeca. A Analise Discriminante foi realizada utilizando os valores de RGB obtidos no
programa Adobe Photoshop ® CS3 com a ferramenta conta-gotas, para 0s quatro pontos
mencionados. Foram estabelecidos 4 grupos fenotipicos: Grupo 1-Callithrix sp.; Grupo 2-C.
jacchus; Grupo 3-C. penicillata e Grupo 4-C. aurita. Os controles positivos usados para o
estabelecimento desses grupos foram individuos puros comprovados de cada espécie e um
individuo hibrido com origem conhecida. A média do peso, comprimento do corpo e da cauda
dos individuos de Callithrix sp. correspondeu ao das espécies puras. Houve diferenca
significativa (p< 0,05) entre o peso (p=0,02), comprimento da cabeca (p=0,00) e circunferéncia
do peito (p=0,01) entre os locais de coleta. Pela Analise Discriminante o individuo de Callithrix
sp., HB1, foi classificado no Grupo 4, no resultado mais conservador e os demais foram
classificados no Grupo 1. Na analise menos conservadora, o individuo HB1 foi classificado no
Grupo 4, outros dois (Csp038 e HB2) no Grupo 2 e o restante, no Grupo 1. A diferenca no peso
entre os locais de coleta pode ser explicada pelas diferentes condi¢des de satde dos animais de
cativeiro e de vida livre. O individuo HB1, hibrido confirmado de C. aurita x C. jacchus
apresenta fendtipo mais semelhante a C. aurita, e os individuos HB2 e Csp038 se assemelham
a C. jacchus, ambos confirmados pela Anélise Discriminante. A classificacdo da maioria dos
individuos no Grupo 1 cujo padrdo de pelagem é intermediario ao das espécies puras de
Callithrix sugere a ocorréncia de hibridacéo in situ. Nao se descarta a possibilidade da presenca
de individuos puros entre os analisados. Analises genéticas sdo necessarias para confirmar a
ancestralidade dos animais estudados.

Palavras-chave: Pelagem, Biometria, Fotografias.



ABSTRACT

In the Southeast of Brazil, Callithrix jacchus and C. penicillata are invasive exotic species.
They threaten the native species, C. aurita, by competition for resources and hybridization.
Studies have shown that Callithrix hybrids are fertile and have distinct phenotypes. Our
goals were: to analyze the pelage and the morphometry of individuals of Callithrix sp.
captured in the state of Rio de Janeiro to compare them with the pure species and to verify
the occurrence of in situ hybridization. A total of 30 males and 22 females were identified
as Callithrix sp. due to their phenotypic variability. The individuals were from captive
(Centro de Triagem de Animais Silvestres do Rio de Janeiro/CETAS-RJ, Biotério da
Universidade Federal do Rio de Janeiro/UFRJ e Centro de Primatologia do Rio de Janeiro-
CPRJ) and free-living (Jardim Boténico do Rio de Janeiro/JBRJ). The color of the ear tufts
and the pelage of the body and face were evaluated by means of photographs. The biometric
data analyzed were: the length of head, body, - right tail, foot, hand and ear, as weel as the
circumference of the chest and neck, all taken with tape measure and caliper. The
morphometric measurements were analyzed by the Principal Component Analysis,
Factorial Anova and Tukey Test. Four points on the face were selected based on the photos,
that appeared to be the most variable among the species (auricular tufts, forehead, lateral
and top of the head). The Discriminant Analysis was performed using the RGB values
obtained in the Adobe Photoshop® CS3 program with the eyedropper tool from the four
selected points. Four phenotypic groups were established: Group 1-Callithrix sp.; Group 2-
C. jacchus; Group 3-C. penicillata and Group 4-C. aurita. The positive controls used to
establish these groups were pure individuals of each species and a hybrid individual of
known origin. The average of the weight, body length and tail of Callithrix sp. corresponded
to that described for the pure species. There was a significant difference (p<0.05) in weight
(p=0.02), head length (p=0.00) and chest circumference (p=0.01) among the sampled sites.
By the Discriminant Analysis the individual of Callithrix sp., HB1, was classified in Group
4, in the most conservative result and the others were classified in Group 1. In the less
conservative analysis, the HB1 individual was classified in Group 4, another two (Csp038
and HB2) in Group 2 and the remainder in Group 1. The difference in weight among the
sampled sites can be explained by the different health conditions of captive and free-living
animals. The hybrid HB1 of C. aurita x C. jacchus presents a phenotype most similar to C.
aurita, and individuals HB2 and Csp038 resemble C. jacchus, both confirmed by
Discriminant Analysis. The classification of the majority of the individuals in Group 1
whose pelage pattern is intermediate to that of the pure Callithrix species suggests the
occurrence of in situ hybridization. The possibility that there are pure individuals among
those analyzed is not ruled out. Genetic analyzes are necessary to confirm the ancestry of
the animals studied.

Key words: Coat, Biometrics, Photographs.



1 INTRODUCAO

1.1  Distribuicéo do género Callithrix Erlxleben, 1977

Os saguis e micos, sdo Primatas Neotropicais da Infraordem Platyhrrhini e pertencem a
familia Callitrichidae, que segundo Rylands et al. (2012) compreende sete géneros: Cebuella,
Callibella, Mico, Callithrix, Callimico, Leontopithecus e Saguinus.

Em 1968, Philip Hershkovitz, com base na coloracao e na disposic¢ao dos tufos de pelos
ao redor das orelhas, assim como no padrdo de coloracdo da pelagem da regido dorsal,
classificou os saguis em dois grupos: grupo Callithrix argentata e grupo Callithrix jacchus. O
grupo Callithrix argentata, posteriormente designado apenas como Argentata, era formado por
C. argentata e C. humeralifer, espécies que ocorrem na regido Amazonica (Hershkovitz, 1968).
Atualmente estas espécies estdo incluidas no género Mico que conta com 14 espécies, sendo
que apenas uma delas, Mico melanurus, ocorre no Noroeste e Leste do Mato Grasso e Sul e
Leste de Rondonia (Oliveira et al., 2015), ou seja, fora da Amazodnia. O grupo Jacchus
compreendia as espécies distribuidas na regido Sudeste, Nordeste e Central do Brasil. Neste
grupo, somente Callithrix jacchus era a espécie reconhecida por Hershkovitz (1968) e
considerada pelo autor como espécie ancestral que teria originado as demais subespécies: C. j.
aurita, C. j. flaviceps, C. j. geoffroyi e C. j. penicillata. Callithrix kuhlii so6 foi mencionada em
1975 por esse mesmo autor, porém ndo era tida como um taxon valido, considerado como
hibrido entre C. j. geoffroyi e C. j. penicillata.

Coimbra-Filho e Mittermeier (1973) foram os primeiros a questionar sobre a
classificacdo das subespécies do grupo Jacchus sendo seguidos por diversos autores
(Rosenberger, 1984; Coimbra-Filho, 1983, 1985, 1990; Mittermeier et al., 1988; Seuanez et al.,
1988; Rylands, 1989,1993; Groves, 1989, 1993; Natori, 1986,1994; Natori & Shigehara, 1992;
Nagamachi, 1995; Nagamachi et al., 1997). Entretanto, foi somente nos anos 2000 que o nivel
taxondmico destas espécies foi reconhecido. Rylands et al. (2000), levaram em consideracado
os aspectos morfoldgicos (Hershkovitz, 1977; Rosenberger, 1984; Coimbra-Filho et al., 1993),
ecoldgicos (Mittermeier & Coimbra-Filho, 1981; Marroig, 1995), anatémicos (Natori, 1986,
1994; Natori & Shigehara, 1992) citogenéticos (Nagamachi, 1995; Nagamachi et al., 1997) e
moleculares (Tagliaro et al., 1997; Meireles et al., 1998) e sugeriram a classificacdo das
subespécies do grupo Jacchus em entidades taxonémicas distintas: C. aurita, C. flaviceps, C.
geoffroyi, C. jacchus, C. penicillata e C. kuhlii, pertencentes ao género Callithrix.

O género Callithrix encontra-se distribuido pela Floresta Atlantica, no entanto, C.
penicillata ocorre no Cerrado e C. jacchus apresenta maior distribuicdo na Caatinga, sendo
também encontrado em areas de Floresta Atlantica (Rylands et al., 1996). A Floresta Atlantica
ocupava um territorio de mais ou menos 1.300.000 km? e se estendia por 17 estados do territdrio
brasileiro, mas recentemente, 0s remanescentes de vegetacdo nativa foram reduzidos para
aproximadamente 22% de sua cobertura original, com diferentes estagios de regeneracao, sendo
gue 8,5% estdo bem conservados em areas fragmentadas superiores a 100 hectares (MMA,
2017). Do mesmo modo, a Caatinga apresenta um avancado estado de desmatamento que chega,
segundo o IBAMA, a 46% da area do bioma (MMA, 2018) e segundo dados da WWF/ World
Wide Fund for Nature (WWF, 2018) 80% do bioma Cerrado ja foi modificado pelo homem por
causa da expansdo agropecudria, urbana e construcdo de estradas.

Segundo Oliveira et al. (2015) Callithrix jacchus ocorre na regido Nordeste do Brasil,
nos estados do Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas e
no Norte e Oeste do estado da Bahia. Callithrix penicillata apresenta distribui¢cdo geografica no
Centro-Oeste brasileiro, nos estados de Tocantins, Goias, no Nordeste do Mato Grosso do Sul



e em parte da Bahia, Minas Gerais e Norte de Sdo Paulo. Callithrix kuhlii, ocorre no Nordeste
de Minas Gerais e no Sudeste da Bahia, assim como C. geoffroyi que ocorre também no
Nordeste de Minas Gerais, porém a sua distribuicdo se estende ao Norte do Espirito Santo.
Callithrix flaviceps apresenta distribuicdo geografica no Leste de Minas Gerais e ao Sul do
Espirito Santo e C. aurita ocorre no Leste de Séo Paulo, no Sudeste de Minas Gerais e no Rio
de Janeiro (Oliveira et al., 2015) (Figura 1).

Callithrix penicillata e C. jacchus ampliaram a sua distribuicdo geogréafica
principalmente devido a intervencdo humana (Hershkovitz, 1975; Coimbra-Filho, 1983;
Coimbra-Filho et al., 1993; Coimbra-Filho & Cémara, 1996; Ruiz-Miranda et al., 2000). O
estado de Sergipe, o Norte e Nordeste da Bahia, incluindo o “Reconcavo Baiano” (Alonso et
al., 1987), a llha de Santa Catarina no Sul do Brasil (Santos et al., 2005) foram alguns locais
em que essas espécies foram introduzidas. No Sudeste do Brasil, suspeita-se que a presenca de
C. penicillata e C. jacchus tenha sido originada devido ao trafico ilegal de animais silvestres,
uma vez que C. jacchus, tem sido relatado desde 1919 ocorrendo em éareas de fragmentos
florestais de Mata Atlantica na cidade do Rio de Janeiro (Coimbra-Filho, 1983). Essas duas
espécies sdo consideradas como espécies exdticas invasoras, cuja introducdo e expansdo tem
ameacado diversas espécies nativas de animais, tendo sido detectados como predadores de
ninhos de aves, por exemplo de Turdus leucomelas (Lyra-Neves et al., 2007) e de Zenaida
auriculata (Begotti & Landesmann, 2008). Também tem sido registrada a sua influéncia na
mudanga do comportamento de forrageio em Leontopithecus rosalia (Ruiz-Miranda et al.,
2000; Affonso et al., 2004; Ruiz-Miranda et al., 2006). Além desses disturbios, ha relatos de
hibridacdo entre Callithrix penicillata e C. jacchus e entre essas espécies com as espécies
nativas congéneres como C. geoffroyi, C. aurita, C. flaviceps e C. kuhlii onde os descendentes
hibridos apresentam caracteristicas fenotipicas variaveis (Alonso et al., 1987; Coimbra-Filho,
1991, 1993; Coimbra-Filho & Cémara, 1996; Passamani et al., 1997; Morais Junior, 2010;
Nogueira et al., 2011; Fuzessy et al., 2014; Malukiewicz et al., 2014; Malukiewicz et al., 2015;
Cezar et al., 2017).
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Figura 1: Mapa de distribuicdo das espécies de Callithrix no Brasil segundo dados da
International Union for Conservation of Nature List of Threatened Species/I[UCN (2017). No
entanto existem zonas hibridas no limite das areas de distribuigéo das espécies (Rylands et al.,
1996). llustracéo por: Humberto Amaral Neto. Fonte: IUCN
(http://www.iucnredlist.org/search).
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1.2 Hibridacgdo no género Callithrix

As espécies de Callithrix sdo alopatricas, ou seja, a sua distribuicdo é isolada
geograficamente e grandes rios como o Rio S&o Francisco, Rio Paraguacu, Rio Jequitinhonha,
Rio Doce, Rio Parana, Rio Grande, Rio Paraiba e Rio Paranaiba, desempenharam papéis
importantes na sua especiacdo (Rylands et al., 1996). No entanto, esses rios parecem nédo ser
uma barreira intransponivel, pois existem registros de ocorréncia de zonas de contato entre as
distintas espécies do género, onde tem sido detectada a hibridacdo natural (Alonso et al., 1987;
Coimbra-Filho et al., 1993; Rylands et al., 1996; Passamani et al., 1997; Malukiewicz et al.,
2015).

A hibridacéo é o resultado do cruzamento entre individuos de espécies diferentes. Pode
ocorrer de forma natural, por meio das zonas hibridas de contato, que contribuem para o
processo evolutivo das espécies, ou de forma antropogenizada, onde se tem a interferéncia
humana, que acontece por meio da introducdo de espécies exoticas ou por meio da modificacao
do habitat. Um exemplo de modificagdo do habitat € o desmatamento que pode levar a
fragmentacdo ambiental e que pode ser benéfico ou ndo para algumas espécies (Rhymer &
Simberloff, 1996; Allendorf et al., 2001; Chamberlain et al., 2009).

Evidéncias de hibridacao natural foram detectadas no limite da area de distribuicdo entre
C. penicillata x C. geoffroyi (Hershkovitz, 1975), C. penicillata x C. kuhlii, C. geoffroyi x C.
flaviceps, C. flaviceps x C. aurita, e nos locais onde uma das duas ou ambas as espécies de C.
jacchus e C. penicillata foram introduzidas (Coimbra-Filho et al., 1993; Ruiz-Miranda et al.,
2006; Morais Junior, 2010; Nogueira et al., 2011; Fuzessy et al., 2014; Malukiewicz et al.,
2014; Malukiewicz et al., 2015; Cezar et al., 2017). Em cativeiro, 0os primeiros relatos de
hibridacdo ocorreram entre C. jacchus e C. penicillata (Hill, 1957, 1969; Chiarelli, 1961,
Mallinson, 1971) e descendentes hibridos foram gerados também a partir do cruzamento entre
C. geoffroyi x C. jacchus (Coimbra-Filho, 1970, 1974) e C. geoffroyi x C. flaviceps (Ruschi,
1964). Além desses, ainda foram realizados por Coimbra-Filho et al. (1993), cruzamentos entre
individuos hibridos e entre hibridos e individuos puros de Callithrix. Nesses experimentos foi
possivel concluir que o cruzamento interespecifico produz uma gama de fenétipos diferentes e
que a hibridacao ndo afeta a fertilidade (Coimbra-Filho et al., 1993).

1.3 Aspectos morfoldgicos e ecoldgicos em Callithrix

Os calitriquideos sdo animais de pequeno porte, caracterizados por apresentarem garras
nos dedos exceto nos polegares, ndo possuem cauda preénsil e o seu dimorfismo sexual é pouco
evidente. Sua principal caracteristica morfol6gica é a presenca de ornamentos pilosos nas
orelhas (Haig, 1999; Oliveira et al., 2015) que podem ser do tipo peri ou pré-auriculares. Os
peri-auriculares sdo encontrados somente em C. jacchus, ja os ornamentos pilosos pré-
auriculares estdo presentes em C. aurita, C. flaviceps, C. geoffroyi, C. kuhlii e C. penicillata
(Hershkovitz, 1968).

A espécie nativa da regido Sudeste do Brasil, Callithrix aurita, tem peso médio de 425g,
comprimento do corpo aproximado em 22 cm e o comprimento da cauda em 31 cm. J& as
espécies exoticas invasoras como Callithrix jacchus tem o peso médio de 375g, 0 comprimento
do corpo em torno de 21 cm e o comprimento da cauda de 31 cm e C. penicillata, tem peso
médio de 220g, o comprimento do corpo aproximado em 20 cm e a cauda de 29,5 cm (Oliveira
etal., 2015).

Quanto aos dados reprodutivos do género, as fémeas normalmente atingem a maturidade
sexual ao redor de um ano e cinco meses de vida, no entanto, somente as fémeas dominantes
dos grupos sdo as reprodutoras e as fémeas subordinadas sendo filhas ou ndo da fémea
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dominante, apresentam inibicdo do seu comportamento sexual e inibicdo neuroenddcrina da
ovulagéo, o que reduz a sua capacidade reprodutiva (Abbott et al., 2003). Os machos atingem
a maturidade sexual ao redor de um ano e trés meses de vida estando aptos a se reproduzir
(Abbott et al., 2003). Assim como nas fémeas, j& foram relatados casos de machos subordinados
que tiveram o seu comportamento sexual inibido e apresentaram inibi¢cdo neuroendocrina
testicular diante dos seus grupos sociais (Abbott, 1993). Com relacdo ao sistema de
acasalamento, em Callithrix aurita foi observado o monogamico ou poliginico, em C. jacchus
e em C. penicillata além destes dois tipos, foi observado também a poliandria (Oliveira et al.,
2015).

1.4 Aspectos fenotipicos em Callithrix

Padréo de coloragéo da pelagem em primatas

Os primatas normalmente possuem ornamentos pilosos de cores contrastantes sobre ou
perto da face e apresentam uma variagao de cores na pele e na pelagem corporal (Pascalis &
Bachevalier, 1998; Bradley & Mundy, 2008). A complexidade do padréo de cores faciais nos
primatas do Novo Mundo (Figura 2) parece estar relacionada ao reconhecimento individual e
ao reconhecimento de espécies que vivem em simpatria (Pascalis & Bachevalier, 1998; Santana
et al., 2012). Esse reconhecimento é importante, pois desempenha um papel crucial no
estabelecimento da comunicacdo social entre os primatas (Chevalier-Skolnikoff, 1973).
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Figura 2: Padrdes de complexidade de cores faciais nos primatas do Novo Mundo. As cores
mais quentes indicam a maior complexidade dos padrdes de cores faciais de acordo com
Santanaetal. (2012), ilustrado por Stephen Nash. (1) Cacajao calvus, (2) Callicebus hoffmansi,
(3) Ateles belzebuth, (4) Alouatta caraya, (5) Aotus trivirgatus, (6) Cebus nigritus, (7) Saimiri
boliviensis, (8) Leontopithecus rosalia, (9) Callithrix kuhlii, (10) Saguinus martinsi e (11)
Saguinus imperator. Fonte: Santana et al., 2012, p. 2205.
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Hershkovitz (1968) denominou de campos cromatogenéticos a variacdo cromatica
particular de uma espécie. Nos saguis, essas variagdes estdo expressas na coloracdo e na
disposicao da pelagem, principalmente dos tufos auriculares. Durante algum tempo acreditava-
se que a variagao cromatica em algumas espécies de saguis comegava em alguma parte do corpo
pela cor agouti, que é o padrdo de bandas ao longo do pelo, e apos as sucessivas variagdes de
origem filogenética e geogréfica, essa cor progrediria para o preto ou marrom podendo variar
para tons de vermelho, laranja, amarelo, creme, até o branco total (Hershkovitz, 1968). No
entanto, posteriormente, estudos genéticos sobre a pigmentacdo do pelo demostraram que a
mudanca na cor € aleatoria e que pode ser oriunda de mutagbes génicas que interferem na
atividade dos melandcitos, responsaveis por produzir a eumelanina e a feomelanina, que geram
as cores marrom e/ou preta e vermelho e/ou amarelo respectivamente, na pelagem dos
mamiferos (Jackson, 1997; Mundy & Kelly, 2001; Hoekstra, 2006; Bradley & Mundy, 2008).

As cores marrom, preto, vermelho e amarelo séo observadas tanto na espécie nativa da
regido Sudeste, Callithrix aurita, quanto nas espécies invasoras, C. jacchus e C. penicillata
(Coimbra-Filho, 1993). Callithrix aurita (Figura 3A) apresenta tufos auriculares curtos e de cor
marrom-amarelada. A coroa na cabega € avermelhada e a face e o queixo sdo beges, porém os
pelos ao redor das bochechas e dos olhos sdo pretos. O dorso é marrom-escuro, podendo ser
preto e na sua porcédo final podem existir pequenos pontos avermelhados. O ventre, os bragos,
as maos e 0s pés sdo de cor ocre e a cauda € negra com fios de anéis brancos (Oliveira et al.,
2015). Callithrix jacchus (Figura 3B) é caracterizado pela presenca de cor preta na cabeca, na
coroa e no pescoco, com excecdo da mancha na testa e dos tufos peri-auriculares que sédo
brancos. A face é acinzentada e a coloracdo do corpo é castanho-acinzentado-claro, chegando
as vezes ser castanho-avermelhado-claro. Seu dorso contém listras e a cauda, anéis brancos.
Callithrix penicillata (Figura 3C) possui a face enegrecida, assim como a regido da cabega até
as escapulas, com uma mancha branca na testa semelhante a uma estrela. Os tufos pré-
auriculares sdo longos e pretos em formato de pincel. O dorso é levemente bandeado de
coloracdo cinza claro, assim como o0s pés e as méaos; e a cauda, é castanho-acinzentada com
anéis brancos (Oliveira et al., 2015).

A o . A , &
Figura 3. Espécies de saguis encontradas no Rio de Janeiro, Brasil. A- Callithrix aurita —
espécie nativa da Mata Atlantica do Sudeste brasileiro. B- Callithrix jacchus — espécie
originalmente da Caatinga/Nordeste brasileiro e é considerada espécie invasora do Sudeste do
Brasil. C- Callithrix penicillata — espécie originalmente do Cerrado/ Centro-Oeste do Brasil,
também invasora do Sudeste do Brasil. Figura A e B, fonte: Arquivo pessoal, fotografias
retiradas no Centro de Primatologia do Rio de Janeiro - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis/CPRJ/INEA/IBAMA. Figura C, fonte: José Felipe M.
Pereira, fotografo naturalista, retirada no CPRJ/INEA/IBAMA.
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1.4.1 Aspectos fenotipicos em hibridos de Callithrix

Populagdes hibridas sdo descritas como altamente variaveis ou polimérficas, onde 0s
individuos apresentam uma gama de caracteres morfoldgicos que podem ser semelhantes ou
ndo a uma das espécies parentais ou serem intermediarios ao dos pais (Ackermann, 2010).

Evidéncias de hibridacdo natural em Callithrix nas zonas de contato foram observadas
através da analise fenotipica de alguns individuos. Hershkovitz (1975) analisou um individuo
suspeito de ser hibrido entre C. jacchus x C. penicillata devido a sua pelagem e do local em que
foi coletado. Este individuo, depositado na cole¢do do Museu de Santo Amaro, foi coletado no
municipio de Santo Amaro/BA, local dentro da provavel zona de contato entre as espécies
citadas. O animal apresentava uma intergradacdo de caracteres morfoldgicos entre as duas
espeécies principalmente na pelagem do dorso, que era coberto por cores misturadas entre cinza
e marrom (Figura 4), e nos tufos de pelos da orelha (Figura 5).

Os experimentos realizados em cativeiro (Coimbra-Filho, 1970, 1974; Coimbra-Filho
& Maia 1976; Coimbra-Filho et al., 1993) com as espécies de Callithrix, resultaram na
formacdo de uma descendéncia hibrida repleta de fenétipos distintos. Além do cruzamento
interespecifico, esses autores fizeram experimentos também com cruzamento entre hibridos e
as espécies puras e entre hibridos com ancestralidade hibrida tripla, quadrupla e até séxtupla.
Um exemplo de cruzamento interespecifico ocorreu entre um macho de Callithrix flaviceps x
uma fémea de C. jacchus e um macho de C. aurita x fémea de C. kuhlii, nos quais a
descendéncia hibrida foi do sexo feminino e fenotipicamente mais parecida com C. flaviceps
no primeiro cruzamento e com C. aurita, no segundo. J& no cruzamento do duplo hibrido macho
(Callithrix. jacchus x C. geoffroyi) com fémea C. penicillata, a fémea gerada foi mais
semelhante a C. penicillata e entre o cruzamento do macho hibrido de C. kuhlii x C. geoffroyi
e a fémea triplo-hibrido de C. jacchus x C. geoffroyi x C. penicillata, o individuo macho gerado
obteve caracteristicas dominantes de C. geoffroyi (Coimbra-Filho et al., 1993).

C J Jacchus Intergrade €.J. peniciliata

Figura 4: Espécimes da cole¢do do Museu de Santa Amaro/BA/BR, evidenciando a coloragdo
do dorso do individuo hibrido com intergradagédo entre Callithrix jacchus (& esquerda) e C.
penicillata (a direita). Fonte: Hershkovitz,1975, p. 149.
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Figura 5: Espécimes da colecdo do Museu de Santa Amaro/BA/BR, com énfase para a
coloracdo da cabeca, onde sdo observados os tufos auriculares no hibrido, com um fendtipo
intermediario entre Callithrix jacchus e C. penicillata. A- C. penicillata; B- Individuo hibrido
com intergradacdo entre C. jacchus e C. penicillata; C- C. jacchus. Fonte: Hershkovitz, 1975,
p. 148.

A hibridacdo in situ tem sido relatada entre as espécies invasoras, Callithrix jacchus e
C. penicillata, introduzidas no Sudeste do Brasil (Mittermeier et al., 1988; Rylands, 1993;
Rylands et al., 2000; Ruiz-Miranda et al., 2006; lughetti, 2008; Morais Janior, 2010; Fuzessy
et al., 2014; Malukiewicz et al., 2014; Malukiewicz et al., 2015; Cezar et al., 2017), inclusive,
entre estas e a espécie nativa desta regido, C. aurita (Pereira, 2010; Nogueira et al., 2011;
Carvalho et al., 2013).

Descendentes hibridos capturados nos municipios de Silva Jardim e Rio Bonito no
estado do Rio de Janeiro, que eram provavelmente oriundos do cruzamento entre Callithrix
jacchus e C. penicillata, foram descritos com padrdes de pelagem intermediario ao dessas
especies e com a coloragéo de tufos auriculares na cor cinza (Ruiz-Miranda et al., 2006; Morais
Junior, 2010). Também foram descritos individuos hibridos destas mesmas espécies, oriundos
da cidade de Bauru em Sdo Paulo (Valenca-Silva et al., 2014) e outros capturados na zona
hibrida de Petrolina/Pernambuco e Juazeiro/Bahia (Malukiewicz et al., 2014).

Em Vigosa no estado de Minas de Gerais os hibridos entre C. geoffroyi x C. penicillata
apresentaram a pelagem do corpo semelhante a descrita por Hershkovitz (1975) com
intergradacdo de caracteres. A mancha branca na testa caracteristica de C. penicillata estava
presente nos 40 individuos de Callithrix sp., as faces eram polimdrficas com diferentes
tonalidades de coloracdo cinza claro e branco, a colorac¢do do corpo variava entre cinza claro e
escuro, porem a parte superior e as por¢oes mais baixas das costas, tinham um padréo estriado
nas cores laranja, cinza claro e cinza escuro (Fuzessy et al., 2014).
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Os objetivos deste capitulo foram: comparar o padrdo da pelagem, principalmente da
face, dos individuos de Callithrix sp. capturados em diferentes localidades do estado do Rio de
Janeiro ao fendtipo descrito para os individuos puros de C. jacchus, C. penicillata e C. aurita,
assim como dos hibridos naturais e de cativeiro; comparar os dados biométricos descritos na
literatura para Callithrix jacchus, C. penicillata e C. aurita com os dados obtidos dos individuos
de Callithrix sp. capturados em diferentes localidades do estado do Rio de Janeiro.

Foram levantadas as seguintes hipOteses em relacdo aos caracteres fenotipicos dos
individuos estudados: Ho-Os individuos de Callithrix sp. capturados em diferentes localidades
no estado do Rio de Janeiro apresentam uma variacao fenotipica devido a provavel hibridacéo
entre C. jacchus, C. penicillata e C. aurita. Hy -Os individuos de Callithrix sp. capturados em
diferentes localidades no estado do Rio de Janeiro ndo apresentam uma variagdo fenotipica, ndo
corroborando com a suspeita de hibridagéo entre C. jacchus, C. penicillata e C. aurita.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de Estudo e Namero Amostral

Foram amostrados ao todo 52 individuos. Este total compreende tanto individuos
considerados como Callithrix sp., assim como individuos puros de C. jacchus, C. penicillata e
C. aurita. As amostras bioldgicas, os dados morfométricos e os registros fotograficos dos 41
individuos considerados como Callithrix sp. devido ao fenotipo variavel, foram obtidos em trés
localidades no estado do Rio de Janeiro (Figura 6). Em dois destes locais, 0s animais se
encontravam em cativeiro sem procedéncia conhecida: no Centro de Triagem de Animais
Silvestres do Rio de Janeiro - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis/CETAS-RJ/IBAMA, onde foram amostrados nove individuos, e o Biotério do
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro/UFRJ,
onde foram amostrados 14 individuos (Tabela 1). Em vida livre foram amostrados 18 individuos
no Jardim Botanico do Rio de Janeiro/JBRJ, na cidade do Rio de Janeiro (Tabela 1).

No Centro de Primatologia do Rio de Janeiro-CPRJ/INEA/IBAMA, localizado em
Guapimirim, foi feito apenas o registro fotografico de 11 individuos puros e hibridos (Tabela
1). Dentre estes, seis individuos eram puros sendo dois C. jacchus (Cj1- registro CPRJ: 2568 e
Cj2- registro CPRJ: 2569) e quatro C. aurita (Cal- registro CPRJ: 3211, Ca2- registro CPRJ:
3210, Ca3- registro CPRJ: 3209 e Ca4- registro CPRJ: 3212). Um individuo era um hibrido
confirmado entre C. aurita x C. jacchus (HB1- registro CPRJ: 2521). Estas amostras foram
usadas como controle positivo para analise fenotipica e comparagdo com o fen6tipo dos 41
individuos amostrados no presente estudo. Ja 0s outros quatro individuos restantes desse local
eram hibridos identificados como: HB2- registro: 42855, HB3- registro: 2159, HB4- registro:
6581 e HB5- registro: 9316, os quais também foram fotografados para a analise fenotipica.

Tabela 1. Numero de individuos de Callithrix sp. amostrado nos quatro locais de coleta:

Local Numero de individuos Amostrados
Centro de Triagem de Animais Silvestres do Rio de Janeiro -
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais 9

Renovaveis/ CETAS-RJ/IBAMA
Biotério do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da 14
Universidade Federal do Rio de Janeiro/ Biotério-UFRJ
Jardim Botanico do Rio de Janeiro /JBRJ 18
Centro de Primatologia do Rio de Janeiro 11
CPRJ/INEA/IBAMA
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Como controle positivo de C. penicillata foi utilizada a fotografia de um individuo
também do CPRJ/INEA/IBAMA, porém tirada pelo fotdgrafo naturalista José Felipe, a qual
nos foi cedida, ja que no dia em que fomos neste local, ndo havia nenhum individuo
comprovadamente dessa espécie.

Todos os dados dos animais amostrados estdo apresentados na tabela do Anexo A e toda
a coleta de dados e de material bioldgico foi realizada de acordo com os processos rotineiros de
manejo dos animais em suas respectivas instituicdes. Além disso, as coletas foram autorizadas
pelo Sistema de Autorizagdo e Informagéo em Biodiversidade/SISBIO (20435-2) e aprovadas
pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Satde
(CEUA/ICBS) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

Figura 6: (A) Mapa do Estado do Rio de Janeiro, o quadrado delimita a area de coleta e captura
dos individuos de Callithrix sp.; (B) As setas indicam os pontos de coleta e captura dos
individuos de Callithrix sp. 1.Centro de Triagem de Animais Silvestres do Rio de
Janeiro/CETAS-RJ/IBAMA, em Seropédica; 2. Jardim Botanico do Rio de Janeiro/JBRJ,
cidade do Rio de Janeiro; 3. Biotério do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da
Universidade do Rio de Janeiro/ Biotério-UFRJ, llha do Funddo. Ilustracdo por: Diogo Pereira.
Fonte: Google Earth (https://www.google.com.br/maps).

2.2  Centro de Triagem de Animais Silvestres do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis, no Estado do Rio de Janeiro (CETAS-
RJ/IBAMA)

Os CETAS séo unidades do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e de Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) responsaveis pelo manejo de animais silvestres. Os animais
encaminhados para esse local foram apreendidos de acGes fiscalizatérias, resgatados nas ruas
ou entregues por pessoas fisicas de forma voluntaria.

Os CETAS, tem por finalidade identificar, marcar, triar, avaliar, recuperar, reabilitar e
destinar os animais para a soltura em seus devidos locais de ocorréncia. Além disso, essa
instituicdo também contribui com pesquisas de cunho cientifico, com o ensino nas escolas e
promove a extensdo com a sociedade em prol da Educagdo Ambiental (IBAMA, 2016). No
estado do Rio de Janeiro, essa unidade esta localizada na Floresta Nacional Mario Xavier, BR
465, Km 3,5 no Municipio de Seropédica (22°43'23.73"S e 43°42'36.28"W) e tem como


https://www.google.com.br/maps
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responsavel pelo atendimento especializado aos animais, o Médico Veterinario Daniel
Marchesi Neves.

Cada animal utilizado no presente estudo, oriundo deste local, apos estar bem reabilitado
e ter recebido o diagnostico pelo veterinario de que estava saudavel, foi submetido a coleta de
material biologico, dos dados morfométricos e dos registros fotogréaficos.

2.3 Jardim Botanico do Rio de Janeiro/JBRJ

O Jardim Boténico do Rio de Janeiro (JBRJ) (Figura 7) esta localizado na zona Sul da
cidade do Rio de Janeiro (22°57° a 22°59” S e 43°13 a 43°14” W) e ¢ contiguo ao Parque
Nacional da Tijuca, onde compde uma area de 137 hectares (ha), sendo que desses, 83 ha
possuem remanescentes de Mata Atlantica preservada. Devido a essa vizinhanga, varias
espécies animais utilizam esse habitat para alimentacdo, reproducdo e sobrevivéncia, o que
motivou a cria¢do do Nucleo de Conservacao da Fauna do Jardim Botéanico do Rio de Janeiro.
E de responsabilidade da equipe do projeto, identificar e fazer o levantamento dos animais que
habitam o JBRJ, pois isso contribui para a preservacdo da biodiversidade, fornece dados para
pesquisas cientificas e ajuda na orientacdo dos visitantes e colaboradores que frequentam o local
(Rangel, 2010; Jardim Botanico do Rio de Janeiro, 2016).

Habituacéo e Captura

No JBRJ, o Ndcleo de Conservacdo da Fauna monitorava trés grupos de saguis, e havia
plataformas em trés locais centrais as areas de uso desses grupos, denominadas: Regido
Amazonica, Orquidario e Canteiro 32 (Figura 7). Nesses locais, foram i¢adas plataformas feitas
com bambus e nelas foram colocadas as armadilhas de arame galvanizado do tipo Tomahawk
(18 x 18 x 60cm).

No periodo de habituagdo, as armadilhas ficavam desarmadas e nelas, frutas eram
colocadas no seu interior, que funcionavam como iscas para atrair 0os animais. Como o
monitoramento dos trés grupos de saguis estava em andamento e eles ja estavam pré-habituados
as plataformas, foi necessario cerca de cinco dias até o dia da captura, uma vez gque 0s animais
ja tinham se acostumado a entrar e sair das armadilhas. No dia da captura além da reposicao
das frutas, as armadilhas eram engatilhadas para prender os animais. A equipe de captura,
observava de longe a aproximacdo dos animais na armadilha e, posteriormente a captura, a
plataforma era trazida ao solo. Em seguida, as armadilhas eram cobertas com um pano escuro,
para evitar o0 estresse dos animais e 0S mesmos eram transportados para uma sala de
procedimentos no interior do Jardim Botanico, onde era feita a coleta de dados e de material
bioldgico.

Os procedimentos realizados no JBRJ foram supervisionados pela Bidloga Gabriela
Cortes Heliodoro dos Santos, do Ndcleo de Conservacdo da Fauna e pelo Médico Veterinario,
Dr. Carlos Eduardo Verona. Toda a equipe de coleta utilizou os equipamentos de protecéo
individual (EPI): jaleco, luvas, mascaras e oculos, para fazer a contencdo fisica e quimica dos
animais, a coleta de material bioldgico e o registo fotografico. A marcacao de cada individuo
de Callithrix sp. foi feita com microchip (Microchip-partners®), dimensées 12 mm x 2,1 mm
e peso estimado de 0,069 (Honess & Macdonald, 2011), que foi introduzido no dorso do animal,
na regido interescapular, com auxilio de uma agulha e aplicador, identificado por um ndmero
de série, o qual foi anotado na ficha individual para monitoramento e identificagdo de
recapturas.
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Figura 7: Area do Jardim Boténico do Rio de Janeiro (JBRJ). Os pontos A, B e C representam
as regides onde ocorreram as capturas de Callithrix sp. (A) Canteiro 32; (B) Orquidario; (C)
Regido Amazonica. Imagem obtida pelo Google Earth (https://www.google.com.br/maps).

2.4  Biotério do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (Biotério-UFRJ)

O Instituto é especializado em aplicar métodos Fisicos a pesquisa Bioldgica. Seu prédio
foi criado em 1945, apds a institucionalizacdo da pesquisa académica na universidade pelo Dr.
Carlos Chagas Filho, cujo o pai foi o descobridor da Doenca de Chagas.

Os animais que estavam presentes no Biotério da UFRJ, foram removidos da natureza,
porém nao se tinha o conhecimento exato do local de procedéncia dos mesmos. A coleta de
material bioldgico dos individuos de Callithrix sp. foi feita sob a coordenagdo da Professora
Dr2. Flavia Spreaficono do Instituto de Nutricdo Josué de Castro na UFRJ e 0s registros
fotogréficos e dados biométricos foram realizados por nossa equipe.

O projeto coordenado pela professora contava com a aprovacio do Comissio de Etica
no Uso de Animais/CEUA do Centro de Ciéncias de Ciéncias e da Saude da UFRJ para
experimentacao de cunho cientifico com saguis do Biotério.

2.5  Contencao Fisica

A contencdo fisica dos animais no CETAS-RJ/IBAMA e no JBRJ foi feita pelos
veterinarios responsaveis das instituicbes. Esses profissionais, utilizando luvas de raspas de
couro, utilizavam uma das maos para aproximar o sagui de encontro a grade no interior da
armadilha e com a outra mao, aplicavam o anestésico na face externa da coxa do animal. No
entanto no Biotério da UFRJ, as gaiolas em que se encontravam os animais j& eram de contencao
e apresentavam um mecanismo que pressionava 0s animais junto a grade, facilitando a
aplicacdo do anestésico. Em todos os locais os animais permaneciam nas armadilhas ou nas
gaiolas até iniciar o efeito do farmaco, para ndo comprometer a integridade fisica do animal e
do veterinario.


https://www.google.com.br/maps
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2.6 Contencao Quimica

A dose de anestésico foi ajustada ao peso de cada individuo. Utilizamos o anestésico,
Cloridrato de Ketamina (10mg/kg/via intramuscular), aplicado via intramuscular (IM), na
musculatura da coxa com seringa de 1mL e agulha de calibre 24G; 0,55x20mm.

2.7 Identificacéo e registro individual

Os individuos capturados no trés locais de coleta: CETAS-RJ/IBAMA, Biotério-UFRJ
e JBRJ foram identificados com o cddigo Csp (Callithrix sp.) + nimero sequencial (por
exemplo 001 que representava a ordem de captura do individuo). J& em relagdo aos animais
amostrados no CPRJ/INEA/IBAMA: os individuos de C. jacchus receberam o codigo Cj, os de
C. aurita foram identificados como Ca e os hibridos de HB, sendo que em todos 0s casos as
siglas eram seguidas pelo nimero sequencial, relativo a ordem de captura. Os dados dos animais
capturados em campo e em cativeiro foram registrados em uma ficha de campo (Anexo B)
elaborada de acordo com o Protocolo para coleta de dados sobre primatas em Unidades de
Conservacdo da Amazonia (ICMBio, 2012).

2.8  Caracterizacéo Fenotipica

De acordo com as caracteristicas descritas por Oliveira, et al. (2015) para: C. aurita, C.
jacchus e C. penicillata, foi averiguado que existem caracteristicas fenotipicas particulares para
cada uma das espécies em questdo. Com isso, na caracterizagdo fenotipica foram avaliados de
forma subjetiva, pela autora deste trabalho, 0s seguintes caracteres fenotipicos dos individuos
de Callithrix sp.: formato e cor dos tufos auriculares e o padréo da pelagem da regido dorsal do
corpo e da face. Estas caracteristicas foram comparadas aquelas descritas para as espécies puras.

2.9  Registro fotografico e medidas corporais

Todos os animais foram fotografados seguindo o Protocolo para Coleta de Dados sobre
Primatas em Unidades de Conservacdo da Amazénia (ICMBio, 2012), onde sdo apresentadas
as posicoes classicas para a padronizacdo das fotos, que se referem a: regido ventral, dorsal e
lateral do corpo, além da face e do créanio.

Enquanto os animais estavam sob efeito do anestésico, foram fotografados e coletados
os dados biométricos de 41 individuos de Callithrix sp. do CETAS-RJ/IBAMA (n=9), do JBRJ
(n=18) e do Biotério da UFRJ (n=14), sendo que no CPRJ/INEA/IBAMA foi realizado somente
o registro fotografico em 11 animais, os quais eram possiveis hibridos (n=4) e puros (n=6),
além de um hibrido confirmado entre C. aurita x C. jacchus (HB1). Todavia, como ndo
conseguimos coletar dados de individuos de C. penicillata, o fotografo naturalista José Felipe
M. Pereira, nos concedeu a foto de um individuo desta espécie (Cpl), que foi tirada no dia
22/09/2008 no CPRJ/INEA/IBAMA.

Para andlise fenotipica, cada individuo foi colocado dentro de uma caixa de papeléo
(altura: 29,5cm x comprimento 42cm: x largura: 40,5 cm) com uma fita de luz de LED adaptada
a parte interior da tampa para padronizar a iluminacdo em todas as fotos, impedindo a
interferéncia da luz ambiente (Figura 8). Um orificio foi feito na tampa da caixa para permitir
a adaptacdo da lente da cdmera modelo Sony Cyber-Shot 16.2 megapix (Figura 9: A e B). As
fotografias foram tomadas com o individuo posicionado em decubito dorsal, ventral e lateral
no interior da caixa (Figura 10).



19

Bl

Figura 8: Superficie interna da tampa da caixa de papeldo circundada por luz de LED para
padronizar a luminosidade em todas as fotos tiradas dos individuos de Callithrix sp. A seta
destaca o orificio em que se posiciona a camera fotografica modelo Sony Cyber-Shot 16.2

megapix.

i o -

Figura 9: (A) Manuseio da caixa para receber o individuo de Callithrix sp.; (B) Camera modelo
Sony Cyber-Shot 16.2 megapix, posicionada no orificio da caixa e, em destaque no circulo, a
imagem do individuo de Callithrix sp. no interior da caixa.
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Figura 10: Macho de Callithrix sp. identificado como Cspll no interior da caixa de papelao
fechada com luz de LED interna. (A) Animal em decubito dorsal (B) Animal em decubito
ventral (C). Animal em decubito lateral.

A obtencdo dos dados morfoldgicos foi baseada no protocolo de processamento de
primatas, publicado pelo Centro de Protecao de Primatas Brasileiros (CPB), o qual estabeleceu
padrdes e normas para minimizar os riscos e impactos sobre as espécies de primatas apds a
contencdo quimica (Valenca-Montenegro & Laroque, 2009). Desta forma, foram sugeridos 0s
seguintes dados para a coleta da biometria, os quais nds seguimos: peso, circunferéncia do peito,
comprimento da cabeca, do corpo e da cauda, comprimento da mao, pé e orelha direita e
comprimento do pescogo.

Todas as medidas morfologicas foram retiradas pela autora e tomadas com o auxilio de
uma fita métrica (precisdo de 1mm) e de dois paquimetros, um com comprimento total de 118
mm e outro com 8 cm, ambos com precisdo de 0,1mm (Figura 11). Com o paquimetro de
118mm, foram medidos: o comprimento da cabeca, do pé direito e da mao direita. Com o
paquimetro de 8mm, foi medida a orelha direita e com a fita métrica, foi mensurada a
circunferéncia do pescoco e do peito de cada animal. Todos os dados obtidos foram registrados
em uma ficha individual (Anexo B).

Figura 11: Tomada das medidas morfolégicas de um individuo de Callithrix sp.(A) Medida do
comprimento do corpo com o auxilio de fita métrica (precisdo de 1mm). (B) Medida do pé
direito, tomada com o paquimetro de comprimento total de 118mm.
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2.10 Paleta de cores

Devido a coloragdo caracteristica dos tufos auriculares e o padrdo de cores presente no
dorso e na face dos individuos das espécies puras de Callithrix jacchus, C. aurita, C. penicillata
e dos possiveis hibridos entre essas espécies, foram selecionados 4 pontos nas faces dos saguis,
pois sdo areas consideradas importantes na diferenciacdo morfologica entre as espécies
(Hershkovitz, 1968; Bradley & Mundy, 2008). Sendo assim, ndo foram analisadas as regides
do dorso nesta etapa do trabalho. Foram analisados na face, os seguintes locais: 1- tufo auricular
direito; 2- centro da estrela, mancha branca na testa; 3- face lateral direita e 4- coroa da cabega
(Figura 12).

Para a obtencdo de um valor numérico referente a coloragdo de cada ponto da face
selecionado, as fotografias de cada individuo de Callithrix sp. (Figura 12) e dos individuos
puros de C. jacchus, C. aurita e C. penicillata, foram analisadas no programa Adobe
Photoshop® CS3 com a area de trabalho em modo de Fotografia. Neste programa, ao selecionar
na barra lateral esquerda a ferramenta conta-gotas € apresentado no menu da barra superior a
opcdo “Tamanho da Amostra” (que define o nimero de pixels da imagem selecionada pelo
conta-gotas) onde foi selecionada a op¢ao “Amostra de Ponto”. Ja ao lado na janela “Modo de
Amostra” do conta-gotas, foi usada a op¢do “Todas as camadas”. Desta forma, ao posicionar a
ferramenta conta-gotas sobre cada ponto determinado na face dos animais foi obtido o valor
numérico do sistema de cores aditivas, formadas pelo vermelho (red), verde (green) e azul
(blue)/RGB (Anexo D), que em conjunto formam uma Gnica cor (Figura 13). Os valores de
RGB gerados para 0s quatro pontos de cada individuo foram adicionados no site
http://www.colourlovers.com/palettes/add, o qual originou uma paleta Unica composta por
quatro cores e exclusiva para cada individuo (Figura 14).

Figura 12: Individuo de Callithrix sp. identificado como Csp005. Os nimeros 1, 2, 3 e 4 na face
representam os locais usados para avaliar o fenotipo desta regido nos possiveis hibridos e nos
individuos puros de C. jacchus, C. penicillata e C. aurita. 1- Tufo auricular direito. 2- Centro
da estrela na testa. 3- Face lateral direita. 4- Topo da cabeca.
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Figura 13: Fotografia de um individuo de Callithrix sp. identificado como Csp008, inserida no
programa Adobe Photoshop® CS3 em modo de Fotografia. A seta destaca a ferramenta Conta-
gotas utilizada para se obter o valor numérico do sistema de cores aditivas, formadas pelo
vermelho (red), verde (green) e azul (blue)/RGB, o qual de se encontra circundado.

Create a Palette To Save T

P

HEX R G B H 5 V SIMILA

3853554 59 | 85 &4 12 | 6 |35 -

Figura 14: Imagem do site Colour lovers < http://www.colourlovers.com/palettes/add >, onde
foi gerada a paleta de cores individual resultante dos valores_ numéricos do sistema de cores
aditivas, formadas pelo vermelho (red), verde (green) e azul (blue)/RGB, obtidos no programa
Adobe Photoshop® CS3 (em destaque no quadrado vermelho) a partir dos quatro pontos
selecionados na face dos individuos de Callithrix sp. analisados no presente estudo.
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2.11 Analises Estatisticas
2.11.1 Biometria

Inicialmente foi feita uma analise exploratoria dos dados biométricos de 41 individuos
de Callithrix sp. provenientes do CETAS-RJ/IBAMA (6 machos e 3 fémeas), do JBRJ (13
machos e 5 fémeas) e do Biotério da UFRJ (6 machos e 8 fémeas). As medidas morfologicas
analisadas foram: peso (P); comprimento da cabega (Ccab), corpo (Cc), cauda (Cca), pé direito
(Cpd), méo direita (Cmd), orelha direita (Cod); circunferéncia do peito (Cip) e do pescogo
(Cipe). Para identificar os caracteres morfologicos que mais se destacaram entre os individuos
amostrados, foi feita uma Andlise de Componentes Principais (Principal Component
Analysis/PCA) utilizando o programa Paleontological statistics (PAST®). Com essa analise, é
possivel saber quais sdo as medidas responsaveis pelas maiores variacdes entre as amostradas
(Varela, 2008), no caso, entre as medidas morfoldgicas obtidas dos 41 individuos de Callithrix
sp.

A ANOVA Fatorial no programa Statistica 7® foi utilizada para encontrar diferencas
significativas, ao nivel de significancia p <0,05, entre as varidveis mensuraveis no trés locais
de coleta e também foi feito o Teste Post Hoc (Tukey) para examinar as diferencas entre 0s
niveis de significancia. Além disso, as médias do peso (P), do comprimento do corpo (Cc) e da
cauda (Cca) obtidas a partir dos individuos amostrados, foram comparadas com as médias
descritas por Oliveira et al. (2015) para Callithrix aurita, C. jacchus e C. penicillata. Também
foram analisadas as varidveis peso e sexo em relagdo aos animais de vida livre (JBRJ) e em
cativeiro (CETAS-RJ/IBAMA e Biotério da UFRJ).

2.11.2 Paleta de Cores

Com base no valor de RGB adquirido para cada um dos pontos estabelecidos somente
na face dos animais, no caso: 1- tufo auricular direito, 2- centro da estrela na testa, 3- face lateral
direita e 4- topo da cabeca, foi gerada uma paleta de cores no site Colour lovers para cada um
dos individuos de Callithrix sp., C. jacchus, C. aurita e C. penicillata. A partir desses valores
numeéricos foi feita a Andlise Discriminante no software Statical Package for the Social
Sciences (SPSS® V.17) buscando distinguir os grupos de animais.

A Anélise Discriminante é uma técnica da estatistica multivariada que explora os dados
na busca de caracteristicas que permitam classificar determinados elementos em diferentes
grupos previamente definidos (N6brega, 2010). Com isso, foram pré-estabelecidos grupos
padrdes de acordo com o fenétipo das espécies puras de Callithrix jacchus, C. penicillata e C.
aurita, e os animais que nao apresentavam o fenétipo semelhante ao dessas espécies, foram
caracterizados como Callithrix sp.. Desta forma, os grupos estipulados de acordo com o
fenotipo foram: Grupo 1- Callithrix sp.; Grupo 2- C. jacchus; Grupo 3- C. penicillata e Grupo
4 - C. aurita.

Por meio da Anélise Discriminante buscamos agrupar os valores de RGB registrados
para os 53 individuos de Callithrix, nos grupos mencionados acima. Dentre os animais
analisados, 46 eram Callithrix sp. provenientes dos seguintes locais: CETAS-RJ/IBAMA (n=9),
do JBRJ (n=18), do Biotério da UFRJ (n=14) e do CPRJ (n=5 - HB1, HB2, HB3, HB4 e HB5).
Ainda neste ultimo local foram analisados também os valores de RGB de dois individuos de C.
jacchus (Cj1 e Cj2), de quatro individuos de C. aurita (Cal, Ca2, Ca3 e Ca4) e a fotografia de
um individuo de C. penicillata (Cpl), também oriundo deste local.
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3. RESULTADOS

3.1 Biometria

A Anélise de Componentes Principais (Principal Component Analysis/PCA) no
programa PAST®, mostrou os dados sem transformacdo de todos os individuos de Callithrix
sp. com as suas variaveis em destaque. Além disso, no gréafico os individuos foram ligados por
Convex de hulls que delimitam os respectivos locais de coleta (CETAS-RJ/IBAMA- vermelho;
JBRJ-azul, e Biotério-UFRJ-verde) (Figura 15). Os componentes principais de maior
importancia foram agrupados no Componente principal do eixo 1 (X)/CP1 que explica em torno
de 34% dos dados e inclui as variaveis morfométricas que se destacaram, no caso 0 peso e a
circunferéncia do peito (Figura 16A). No Componente principal do Eixo 2 (Y)/CP2 que explica
aproximadamente 16% dos dados, se destacaram o comprimento da orelha direita e 0
comprimento da cabeca (Figura 16B). Para tornar a interpretacdo dos dados do PCA mais claras,
utilizou-se o critério de selecdo sugerido por Kaiser (1960) onde se utiliza os CPs cujos
autovalores sdo superiores a 1 pois, sintetiza uma variancia acumulada igual ou superior a 70%,
apresentando um valor significativo. Neste caso, foram utilizadas os componentes principais 1,
2, 3 e 4, devido a soma do percentual da variancia corresponder a aproximadamente 73% da
variancia (Tabela 2) representados pelas variaveis: peso, circunferéncia do peito, orelha direita
e comprimento da cabeca.

Tabela 2: Correlacdo dos Componentes Principais (CP) com as variaveis de maior importancia
presentes no Eixo X (CP1) e Y (CP2). No Componente Principal 1, aproximadamente 34% dos
dados da variacdo morfométrica sdo explicados, com as varidveis do peso e da circunferéncia
do peito em destaque. No Componente Principal 2, em torno de 16% da variacéo é explicada e
as variaveis que se destacaram foram o comprimento da orelha direita e 0 comprimento da
cabeca. A seta vermelha destaca 0os CP 1, 2, 3 e 4 cuja a soma dos autovalores sdo superiores a
1 (Kaiser, 1960), correpondendo a aproximadamente 73% da variancia dos dados.

CP  Autovalores 9% Variancia

1 3,08102 34,234
2 1,40558 15,618 | ™~
3 1,12056 12,451
4 1,01628 11,292
5 0,741729 8,2414
6 0,658095 73122
7 0,54355 6,0394
8 0,274382 3,0487
9 0,1588 1,7644

*CP= Componente Principal
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Component 2
B
:

Component 1

Figura 15: Gréafico gerado pela Analise de Componetes Principais (PCA) a partir dos dados
biométricos dos 41 individuos de Callithrix sp. capturados em trés localidades do estado do Rio
de Janeiro. Estdo dispersos ao longo do eixo X as variaveis em destaque do peso e da
circunferéncia do peito de acordo com o comprimento do corpo, e ao longo do eixo Y as
variaveis do comprimento da orelha direita e do comprimento da cabeca em destaque, também
de acordo com o comprimento do corpo. O Convex hulls em vermelho representa os individuos
do CETAS-RJ/IBAMA, em azul os do JBRJ e em verde do Biotério da UFRJ.
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Figura 16: Variaveis mensuradas nos individuos de Callithrix sp. do CETAS-RJ/IBAMA, JBRJ
e do Biotério-UFRJ que se destacaram na Andlise de Componentes Principais ao longo do eixo
Xe Y. (A)Eixo X, as setas indicam as variaveis do Peso (P) e da Circunferéncia do peito (Cip).
(B) Eixo Y, as setas indicam as variaveis do Comprimento da cabeca (Ccb) e da Orelha direita
(Cod).

As médias do peso, do comprimento do corpo e do comprimento da cauda descritas por
Oliveira et al. (2015) para Callithrix aurita, C. jacchus e C. penicillata, foram comparadas as
médias dos individuos de Callithrix sp. capturados somente no JBRJ (n=15) por serem animais
de vida livre (Tabela 3).
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Tabela 3: Média do peso (P), do comprimento do corpo (Cc) e da cauda (Cca) de Callithrix
aurita, C. jacchus e C. penicillata descrita por Oliveira et al. (2015) e dos individuos de
Callithrix sp. capturados no Jardim Boténico do Rio de Janeiro.

. oy DP
Variaveis Calllt_hrlx C.jacchus  C. penicillata Callithrix Callithrix
aurita sp. sp
P 425¢ 375¢ 220g 329,59 62,2
Cc 22cm 21cm 20cm 19,5cm 15
Cca 31lcm 31lcm 29,5cm 27,8cm 8,2

DP= Desvio Padrao

Pela ANOVA Fatorial as varidveis do peso (Figura 17), do comprimento da cabeca
(Figura 18) e da circunferéncia do peito (Figura 19) foram as que diferiram significativamente
(p <0.05) entre os trés locais de coleta. As demais medidas ndo diferiram significativamente na
comparacéo entre os trés locais de coleta (p > 0,05) (Tabela 4).

Tabela 4: Valores de F (ANOVA Fatorial) e teste de Tukey para comparacdes das variaveis:
peso (P), comprimento da cabeca (Ccab), do corpo (Cc), da méo direita (Cmd), circunferéncia
do peito (Cip), comprimento da cauda (Cca), comprimento do pé direito (Cpd) e circunferéncia
do pescocgo (Cipe) obtidas de individuos de Callithrix sp. do CETAS-RJ/IBAMA, JBRJ e
Biotério da UFRJ, estado do Rio de Janeiro, ao nivel de significancia (p < 0.05).

Variaveis F P Tukey
JBRJ> UFRJ > CETAS-
P 1.2 0,02% RVIBAMA
Ccab 14,2 0,00** JBRJ> UFRJ, CETAS-RJ/IBAMA
Cc 1,6 0,2 Ns
Cmd 0,1 0,8 Ns
Cip 51 0,01* JBRJ> CETAS-RJ/IBAMA
Cca 0,8 0,4 Ns
Cpd 1,4 0,2 Ns
Cipe 0,5 0,6 Ns

Valores de significancia **p < 0,01; *p < 0,05; F= Valor da Anova Fatorial;
Ns= ndo significativo.
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Local; LS Means
Current effect: F(2, 37)=7,2311, p=,00223
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figura 17: Grafico Boxplot gerado pela ANOVA Fatorial, mostrando a diferenca significativa da
variavel peso (p=0,00223) dos individuos de Callithrix sp. estudados em relacdo aos locais de
coleta, CETAS-RJ/IBAMA, JBRJ e Biotério da UFRJ.

Local; LS Means
Current effect: F(2, 37)=14,236, p=,00003
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figura 18: Grafico Boxplot gerado pela ANOVA Fatorial, mostrando a diferenca significativa da

variavel comprimento da cabeca (p=0,0003) dos individuos de Callithrix sp. estudados em relacao
aos locais de coleta, CETAS-RJ/IBAMA, JBRJ e Biotério da UFRJ.
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Local; LS Means
Current effect: F(2, 37)=5,0274, p=,01171
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figura 19: Grafico Boxplot gerado pela ANOVA Fatorial, mostrando a diferenca significativa da
variavel circunferéncia do peito (p=0,1171) dos individuos de Callithrix sp. estudados em relacdo
aos locais de coleta, CETAS-RJ/IBAMA, JBRJ e Biotério da UFRJ.

Diferencas significativas foram observadas também na variavel peso, comprimento do
corpo e circunferéncia do peito, quando comparadas entre 0s sexos, machos (n=24) e fémeas
(n=16) de Callithrix sp. dos trés locais de coleta (Tabela 5). As fémeas tiveram o maior peso,
maior comprimento do corpo e circunferéncia do peito quando comparadas aos machos. Além
disso, houve diferenca significativa também na varidvel peso em relacdo ao sexo e a localidade.
Nesse caso, foi observado que os machos do JBRJ foram mais pesados do que os machos do
CETAS-RJ/IBAMA e do Biotério da UFRJ, assim como as fémeas do JBRJ foram mais pesadas
do que as fémeas do CETAS-RJ/IBAMA e do Biotério da UFRJ (Tabela 6).

Tabela 5: Varidveis biométricas do peso (P), comprimento do corpo (Cc) e circunferéncia do
peito (Cip) que diferiram significativamente em relacdo ao sexo nos individuos de Callithrix
sp. do CETAS-RJ/IBAMA, JBRJ e Biotério da UFRJ, estado do Rio de Janeiro.

Variaveis Média dos Machos Meédia das Fémeas F p
P 282,5¢ 335,19 9,2 0,00**
Cc 18,7 cm 20,2 cm 13 0,00**
Cip 12, 7cm 13,7 cm 4,3 0,04*

Valores de significancia** p < 0,01; * p <0,05; F= Valor da Anova Fatorial
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Tabela 6: Variavel biométrica do peso (P) obtida a partir de individuos de Callithrix sp. das
localidades do CETAS-RJIBAMA, JBRJ e Biotério da UFRJ, comparando ao sexo e a
localidade.

Valor do

pl p2 p3 p4 p5 p6 Teste de Tukey Machos
N Local  Sexo Tﬁztlfege 2385) (3065) (2728)  (272)  (389.4)  (324.8) e Fémeas por local
FIBRI> FUFRI> M
1 CETAS M 2385 003* 077 088 000%  0,00% JBRJ> M CETAS-
RI/IBAMA
FJBRJ> M JBRI > M
2 BRI M 3065  0,03* 0,67 08  001* 0,9 el S
3 URRI M 2728 077 067 1 0,00%* 0,3 F JBRJ > M UFRJ
F JBRJ > F CETAS-
4 CETAS F 272 08 08 1 0,00%* 0,47 AT
F JBRJ > M JBRJ, M
5  JBRJ F 3894 0,00 001* 0,00% 0,00%* 0,12 UFRJ, F JBRI, M
CETAS-RVIBAMA
6 UFRI F 3248 000 09 03 047 012 FUFR) > M CETAS-

RJIBAMA

Valores de significancia **p < 0,01; * p < 0,05; F= Fémea; M= Macho; N= nimero.

3.2  Caracterizacao fenotipica

No geral, os individuos de Callithrix sp. estudados, apresentaram a coloragdo dos tufos
auriculares variando em relacdo ao tamanho e as tonalidades de cinza e marrom. No entanto,
alguns individuos apresentaram os tufos auriculares brancos (Csp004; Csp008; Csp010;
Csp014; Csp015; Csp025) semelhante a Callithrix jacchus e outros, negros (Csp001; Csp029;
Csp033; HB3; HB4) semelhante a C. penicillata. O padrdo da pelagem na regido dorsal do
corpo e da face variaram também entre cinza e marrom.

No Anexo C, a soma de todos os caracteres avaliados geraram um resultado subjetivo
sobre as possiveis espécies envolvidas no cruzamento interespecifico dos individuos de
Callithrix sp., com excecdo dos individuos puros de C. jacchus (Cjl1 e Cj2), C. aurita (Cal,
Ca2, Ca3 e Ca4), C. penicillata (Cpl) e do o individuo HB1, que € hibrido confirmado entre C.
jacchus x C. aurita. Nesse anexo constam ainda o codigo de identificacdo individual, o sexo, 0
local de coleta de cada animal e a cor avaliada dos tufos auriculares.

3.3 Paleta de cores

Por meio dos valores de RGB obtidos a partir de fotografias de 53 individuos do género
Callithrix foi realizada a Andlise Discriminante para os 46 individuos de Callithrix sp., dois
individuos de C. jacchus (Cjl e Cj2), quatro individuos de C. aurita (Cal, Ca2, Ca3 e Ca4) e
um individuo de C. penicillata (Cpl). Os valores de RGB obtidos a partir da coloragéo presente
em cada ponto da face selecionado (1- Tufo auricular direito. 2- Centro da estrela na testa. 3-
Face lateral direita. 4- Topo da cabeca), geraram diferentes paletas de cores individuais, que
deram origem aos grupos pré-estabelecidos de acordo com o fen6tipo: Grupo 1- Callithrix sp.,
Grupo 2- C. jacchus, Grupo 3 - C. penicillata e Grupo 4- C. aurita (Figura 20).
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Figura 20: Grafico de distribuicdo candnica gerado pela Analise Discriminante. Estdo
representados os 53 individuos analisados por meio do valor de RGB, agrupados de acordo com
o fenotipo nos seguintes grupos: 1- Grupo Callithrix sp. (Azul); 2- Grupo C. jacchus

(vermelho); 3- Grupo C. penicillata (verde), alocado grupo centroide; 4- Grupo C. aurita
(laranja).

Através da analise em conjunto dos valores numéricos de RGB, dois resultados
significativos foram gerados com a Anélise Discriminante, um mais conservador, com 98,1%
(Figura 21) dos casos originais agrupados corretamente e 0 outro, menos conservador, com
94,3% (Figura 22) dos casos originais agrupados corretamente. No primeiro caso com 0
resultado mais conservador, entre 0s 46 individuos de Callithrix sp. do CETAS-RJ/IBAMA,
JBRJ e Biotério da UFRJ, 45 individuos (97,8%), foram agrupados no Grupo 1, (Callithrix sp.),
provavelmente por apresentarem fenOtipo intermediario, sugestivo de hibridacdo e por
apresentarem o valor de RGB mais parecido entre si do que com os individuos considerados
puros de C. jacchus, C. penicillata e C. aurita. Apenas um individuo hibrido (HB1 - 2,2%) foi
classificado no Grupo 4- C. aurita. Este individuo € hibrido confirmado (dados do registro do
CPRJ) entre C. aurita x C. jacchus (Figura 23). Nos Grupos 2 e 3 foram mantidos os individuos
puros de C. jacchus (Cj1 e Cj2) (Figura 24) e C. penicillata (Cp1) (Figura 25), respectivamente.

No segundo caso, onde a Analise Discriminante € menos conservadora, foram mantidos
0s mesmos resultados do Grupo 4- Callithrix aurita, onde o individuo HB1 (2,2%) também foi
incluido neste grupo (Figura 23), assim como o Grupo 3- C. penicillata que se manteve com 0
individuo Cpl (Figura 25). Todavia, um diferente resultado foi observado para o Grupo 2- C.
jacchus, onde foram mantidos os individuos Cjl1 e Cj2 e foram incluidos dois individuos
possiveis hibridos, Csp038 e HB2 que s@o respectivamente do Biotério da UFRJ e do
CPRJ/INEA/IBAMA. Deste modo, no Grupo 1- Callithrix sp. foram agrupados 43 individuos
de Callithrix sp. (Figura 24).
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E possivel observar que mesmo com o baixo nimero de individuos puros, a anélise
conseguiu diferenciar os grupos pelo valor de RGB, determinando assim o fenotipo de
Callithrix jacchus (Cjl e Cj2) no Grupo 2, de C. penicillata (Cpl) no Grupo 3 e de C. aurita
(Cal, Ca2, Ca3 e Ca4) no Grupo 4, quando comparados aos individuos do Grupo 1.

Resultados da C|3.55iﬁ¢3.l;ioa

Associagdo ao grupo prevista

Fentdtipos 1,00 2,00 3,00 4,00 Total

Original  Contagem 1,00 45 0 0 1 46
2,00 0 2 a a 2

3,00 0 0 1 ] 1

400 0 0 0 4 4

% 1,00 57,8 a a 22 100,0

2,00 a 100,0 a a 100,0

3,00 a 0 100,0 a 100,0

4,00 a a a 100,0 100,0

a.981% de casos agrupados originais classificados corretamente.

Figura 21: Classificacdo dos grupos pela Analise Discriminante mais conservadora com 98,1%
dos casos originais agrupados corretamente. Entre os 46 individuos de Callithrix sp. do
CETAS-RJIBAMA, JBRJ e Biotério da UFRJ, 45 pertencem ao Grupo 1- Callithrix sp. e um
individuo, o HB1 do CPRJ/INEA/IBAMA, que é hibrido confirmado entre C. aurita x C.
jacchus, pertence ao Grupo 4- C. aurita. Dois individuos pertencem ao Grupo 2- C. jacchus
(Cjl e Cj2) e um ao Grupo 3- C. penicillata (Cpl).

Resultados da classiﬁcagﬁoa

Associagdo ao grupo prevista

Fentdtipos 1,00 2,00 3,00 4,00 Total

Original  Contagem 1,00 43 2 0 1 46
2,00 0 2 0 0 2

3,00 0 0 1 0 1

4,00 0 0 0 4 4

% 1,00 93,5 4.3 i 2.2 100,0

2,00 i 100,0 i A 100,0

3,00 a a 100,0 a 100,0

400 i 0 i 100,0 100,0

a.94,3% de casos agrupados ariginais classificados corretamente.

Figura 22: Classificagdo dos grupos pela Andlise Discriminante menos conservadora, com
94,3% dos casos originais agrupados corretamente. A associagao prevista dos grupos mostrou
que entre os 46 individuos de Callithrix sp. do CETAS-RJ/IBAMA, JBRJ e Biotério da UFRJ,
43 pertencem ao Grupo 1- Callithrix sp., sendo que, dois individuos (Csp038 do Biotério da
UFRJ e HB2 do CPRJ/INEA/IBAMA) foram alocados ao Grupo 2- C. jacchus e um individuo
(HB1 do CPRJ/INEA/IBAMA) que ¢ hibrido confirmado entre C. aurita x C. jacchus, foi
classificado no Grupo 4- C. aurita. Dois individuos pertencem ao Grupo 2- C. jacchus (Cjl e
Cj2) e um ao Grupo 3- C. penicillata (Cp1l).
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Grupo 4 - C. aqurita P1 P2 P3 P4

Figura 23: Associacdo dos grupos prevista na Andlise Discriminante que incluiu no Grupo 4-
Callithrix aurita, o individuo HB1 tanto na andlise mais conservadora, quanto na menos
conservadora. Esse individuo é oriundo do Centro de Primatologia do Rio de
Janeiro/CPRJ/INEA/IBAMA. A esquerda, a foto dos quatro individuos de C. aurita (Cal; Ca2;
Ca3; Ca4) e do HB1, hibrido confirmado de C. aurita e C. jacchus. A direita, imagem das
respectivas paletas de cores dos individuos, geradas com base no valor de RGB
(http://www.colourlovers.com/palettes/add) do ponto 1 (P1- tufo auricular direito), ponto 2 (P2-
centro da estrela na testa), ponto 3 (P3- face lateral direita) e ponto 4 (P4- topo da cabeca).
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Figura 24: Associacdo dos grupos prevista na Analise Discriminante menos conservadora que
incluiu no Grupo 2- Callithrix jacchus, os individuos Csp038 (do Biotério da UFRJ) e HB2 (do
CPRJ/INEA/IBAMA). A esquerda, foto dos individuos de C. jacchus (Cj1 e Cj2) oriundos do
Centro de Primatologia do Rio de Janeiro/CPRJ, de Callithrix sp. Csp038 do Biotério da UFRJ,
e do HB2, também do CPRJ. A direita, imagem das respectivas paletas de cores dos individuos,
geradas com base no valor de RGB (http://www.colourlovers.com/palettes/add) do ponto 1 (P1-
tufo auricular direito), ponto 2 (P2- centro da estrela na testa), ponto 3 (P3- face lateral direita)
e ponto 4 (P4- topo da cabeca).

Grupo 3 -C. penicillata P1 P2 ‘ P3 ‘ P4

Figura 25: Associacdo dos grupos prevista na Analise Discriminante menos conservadora e
mais conversadora que incluiu o individuo Cp1 no Grupo 3- Callithrix penicillata. A esquerda,
a foto do individuo Cpl, obtida no Centro de Primatologia do Rio de
Janeiro/CPRJ/INEA/IBAMA, cedida pelo fotografo naturalista José Felipe. A direita, aimagem
da paletas de cores desse individuo, gerada com base no valor de RGB
(http://www.colourlovers.com/palettes/add) do ponto 1 (P1- tufo auricular direito), ponto 2 (P2-
centro da estrela na testa), ponto 3 (P3- face lateral direita) e ponto 4 (P4- topo da cabeca).
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4 DISCUSSAO

A presenca de espécies exoticas invasoras tem sido considerada uma das causas da
extincdo de animais em todo o mundo, segundo dados da Convencdo sobre Diversidade
Bioldgica (2017). No Sudeste do Brasil os saguis das espécies Callithrix penicillata, originario
do Cerrado/Centro-Oeste do Brasil e C. jacchus originario da Caatinga/Nordeste do Brasil, séo
considerados como exaticos invasores, tendo sido introduzidos nessa regido principalmente por
meio da acdo antrépica (Hershkovitz, 1975; Coimbra-Filho et al., 1993; Ruiz-Miranda et al.,
2000). Essas espécies tem se propagado e ameacado espécies nativas por meio da competicéo,
por exemplo com C. aurita (Pereira, 2010; Nogueira et al., 2011; Carvalho et al., 2013; lzar et
al., 2016) o sagui-da-serra-escuro e com Leontopithecus rosalia, o mico-ledo-dourado, que séo
espécies endémicas da Mata Atlantica (Cerqueira et al., 1998; Ruiz-Miranda et al., 2000; Ruiz-
Miranda et al., 2006). Além disso, a ameaca também tem sido comprovada para algumas
espécies de aves, devido a predacdo dos seus ninhos (Lyra-Neves et al., 2007; Begotti &
Landesmann, 2008). J& com relacdo a saude publica, os saguis tem despertado interesse
cientifico pelo fato de serem transmissores de determinadas doengas como, por exemplo, a raiva
(Aguiar et al., 2011) e por serem hospedeiros de agentes infecciosos como, o virus da febre
amarela que pode afetar a satde da populacdo humana (Cavalcante &Tauil, 2017).

Casos de hibridacéo entre as espécies de Callithrix tem sido relatados a partir da década
de 1970 ocorrendo inicialmente no limite das areas de distribuicdo das espécies, ou seja, nas
zonas naturais de hibridacdo. No entanto, a hibridacdo também tem sido observada nas &reas
em que C. jacchus e C. penicillata foram introduzidas (Hershkovitz, 1975,1977; Coimbra-Filho
& Mittermeier, 1973; Coimbra-Filho et al., 1984; Alonso et al., 1987; Coimbra-Filho et al.,
1993; Coimbra-Filho & Camara, 1996; Rylands et al., 1996; Santos et al., 2005; Ruiz-Miranda
et al., 2006; Morais Janior, 2010; Nogueira et al., 2011; Carvalho et al., 2013; Fuzessy et al.,
2014; Malukiewicz et al., 2014; Malukiewicz et al., 2015; Cezar et al., 2017). Em cativeiro,
muitos casos de hibridacdo foram descritos entre as décadas de 70 e 90, principalmente
ocorrendo entre Callithrix jacchus x C. penicillata (Hill, 1957, 1969; Chiarelli, 1969;
Mallinson, 1971), entre C. geoffroyi x C. jacchus (Coimbra-Filho, 1970, 1974; Coimbra-Filho
& Maia 1976), C. geoffroyi x C. flaviceps (Ruschi, 1964). Porém, foi através dos experimentos
de Coimbra-Filho et al., (1993) que foi possivel aferir que a descendéncia hibrida de Callithrix
observada até a quarta geracdo, ¢ fértil e que apresenta uma gama de fenétipos distintos.

No presente estudo, a andlise exploratéria das medidas morfoldgicas do peso,
comprimento da cabeca, do corpo, da cauda, do pé direito, mdo direita e orelha direita;
circunferéncia do peito e do pescoco de 41 individuos identificados com Callithrix sp. por
apresentarem fenotipos variaveis e capturados em diferentes localidades do estado do Rio de
Janeiro tanto em vida livre (JBRJ) quanto de cativeiro (CETAS, BUFRJ), mostrou que as
variaveis que mais diferiram entre os saguis estudados, foram o peso (PCA=0,5012), a
circunferéncia do peito (PCA=0,4759), o comprimento da orelha direita (PCA=0,5874) e o
comprimento da cabeca (PCA=0,5313). De acordo com Varela (2008), o conjunto de
caracteristicas que agrupa os individuos na analise dos Componentes Principais é responsavel
por sua defini¢cdo. Sendo assim nesse estudo, a Analise dos Componentes Principais mostrou
que as variaveis citadas anteriormente foram as grandes responsaveis pelas maiores variagdes
morfomeétricas nos 41 individuos de Callithrix sp. alocados no CETAS-RJ/IBAMA, JBRJ e do
Biotério da UFRJ. O que corroborou com esse fato, foi que essas medidas explicaram mais de
70% da variancia dos dados atingindo os critérios determinados por Kaiser (1960).
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A média do peso, do comprimento do corpo e da cauda para Callithrix aurita, C. jacchus
e C. penicillata foi descrita por Oliveira et al. (2015) e segundo Araujo et al. (2000), ndo ha
diferencas significativas entre o peso de jovens e adultos, apenas de infantes com a relacdo a
essas faixas etéarias. A média do peso de 329,59 (+62,2) para os individuos de Callithrix sp.
estudados do JBRJ, apresentou um alto valor de DP (62,2), provavelmente devido a presenca
de um individuo juvenil (Csp021) com peso em torno de 175¢, enquanto os demais individuos
apresentavam peso entre 275¢g e 445g. O peso desse jovem corresponde ao peso descrito por
Aragjo et al. (2000) para um jovem macho de vida livre que é de 164.5g + 41.7, por isso foi
mantido na analise estatistica. Apesar dessa grande variacdo, a média do peso esta situada
dentro daquela descrita para Callithrix aurita (425g), C. jacchus (375g) e C. penicillata (220g).
Do mesmo modo, a média do comprimento do corpo de 19,5cm (1,5) foi proxima aquela
encontrada para Callithrix aurita (22cm), C. jacchus (21cm) e C. penicillata (20cm). J& a média
do comprimento da cauda de 27,8cm (£8,2) apresentou uma varia¢do maior, quando comparada
a de C. aurita (31cm), C. jacchus (31cm) e C. penicillata (29,5cm). Essas variagdes entre as
médias das varidveis morfométricas analisadas, podem estar relacionadas com o fato dos
animais serem possiveis hibridos, cujas caracteristicas apresentam uma gama de fendtipos
distintos conforme ja foi observado por Coimbra-Filho et al. (1993).

Dentre as trés variaveis morfométricas aqui analisadas (peso, comprimento do corpo e
da cauda), o peso tem sido a mais estudada em individuos de Callithrix jacchus mantidos em
cativeiro, provavelmente por ser uma espécie mundialmente utilizada em pesquisas biomédicas
(Worley et al., 2014). Segundo Aradujo et al. (2000), os animais de cativeiro apresentam maior
peso do que os animais de vida livre, embora no presente estudo, tenha sido observado o oposto.
Isso pode ser explicado pela oferta de alimento que o individuos de vida livre situados no JBRJ
tiveram. Outro fator importante que pode fazer com que o animais de cativeiro do presente
estudo tenham apresentado menor peso, é o historico de vida desses animais. No caso do
CETAS-RJ/IBAMA, alguns animais tinham sido entregues a essa instituicdo em mas condicGes
de salde ap6s terem sido resgatados do trafico de animais e estavam em processo de
reabilitacdo. Ja no Biotério da UFRJ os animais eram utilizados em pesquisas biomédicas e se
encontravam em restricdo alimentar para atender aos objetivos especificos da pesquisa.

Com relacéo a caracterizacdo fenotipica subjetiva, no que se refere a coloracéo dos pelos
da face, identificamos animais com fendtipo intermedidrio entre as espécies puras,
principalmente entre C. jacchus e C. penicillata o que pode ser sugestivo de hibridacdo. Além
disso, observamos individuos no caso do Csp004, Csp008, Csp010, Csp014, Csp015 e Csp025
com predominancia da cor branca nos tufos auriculares, cuja caracteristica € encontrada em
Callithrix jacchus. Ja os individuos Csp001, Csp029, Csp033 e HB4 apresentaram tufos
auriculares com predominancia da cor negra semelhante a Callithrix penicillata. Os demais
individuos de Callithrix sp. apresentaram tufos auriculares em diferentes tonalidades de cinza
e marrom.

A avaliacédo feita por meio do registro fotografico permitiu na Analise Discriminante
pré-estabelecer grupos de acordo com o fen6tipo, os quais foram nomeados por Callithrix sp.
(Grupo 1), C. jacchus (Grupo 2), C. penicillata (Grupo 3) e C. aurita (Grupo 4). Embora alguns
individuos apresentassem fenétipo mais semelhante ao de uma determinada espécie, o resultado
da Analise Discriminante mostrou que a maioria, 85% e 81% (na analise mais conservadora e
menos conservadora, respectivamente) dos individuos possiveis hibridos amostrados fosse
classificado no Grupo Callithrix sp. (Grupo 1), ou seja, sem espécie definida, como ja
observado na analise subjetiva do fenotipo. Desta forma, os valores de RGB se mostraram
intermediarios quando comparado ao das trés espécies puras, e apenas 1 individuo (HB1)
comprovadamente hibrido entre Callithrix aurita x C. jacchus registrado no
CPRJ/INEA/IBAMA sob nimero 2521, mostrou ter os valores mais proximos ao de C. aurita,
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uma vez que foi classificado neste grupo tanto na analise menos conservadora quanto na mais
conservadora.

Segundo Ackermann (2010) os hibridos de primatas da primeira geracdo (F1)
apresentam fenotipo tipicamente intermediario ao das espécies parentais e ocorrendo o
retrocruzamento com uma das espécies parentais, o fenotipo restante teria 75% dos caracteres
desta espécie. Entretanto, nos experimentos de Coimbra-Filho et al. (1993), no cruzamento
interespecifico entre um macho de Callithrix flaviceps x uma fémea de C. jacchus e entre um
macho de C. aurita X uma fémea de C. kuhlii, os descendentes hibridos de primeira geracao,
foram mais semelhantes ao fenotipo da espécie paterna. J no cruzamento entre hibridos na qual
se conhece as espécies progenitoras, o fenotipo apenas de uma espécie é o que mais prevalece
nos descendentes (Coimbra-Filho et al., 1993).

Em relacdo aos individuos possiveis hibridos alocados nos grupos pré-estabelecidos de
acordo com o fenotipo, o individuo HB1 classificado no Grupo 4 de Callithrix aurita apresenta
o fendtipo mais semelhante ao dessa espécie 0 que pode sugerir que esta seja a espécie paterna.
O mesmo pode ser sugerido pelo agrupamento dos individuos Csp038 e HB2no Grupo 2 de C.
jacchus na andlise menos conservadora, que um macho desta espécie, tenha gerado esses
animais. Analises genéticas sdo necessarias para confirmar estas hipoteses.

Nenhum individuo foi classificado no Grupo 3 de Callithrix penicillata (onde foi
incluido somente o individuo Cpl) na Analise Discriminante. O ndo agrupamento
provavelmente deve ter ocorrido por causa da obtencdo de um valor de RGB a partir de uma
foto que é diferente do padrdo em que foi obtido para os demais individuos. Esta variacdo pode
ter causado divergéncia nos valores ndo encontrando similaridades na Analise Discriminante.

O agrupamento de mais de 80% dos individuos no Grupo 1 — Callithrix sp., com base
na Anélise Discriminante foi realizado por meio dos valores de RGB a partir dos quatro pontos
da face: 1- tufo auricular direito, 2- centro da estrela na testa, 3- face lateral direita e 4- topo da
cabeca. Este resultado indica que estes caracteres fenotipicos séo Uteis para a elaboragédo de um
manual de identificacdo dos possiveis hibridos em campo. No entanto, analises genéticas séo
necessarias para se confirmar as espécies parentais, inclusive para saber a qual geracédo
pertencem os hibridos. Essas analises, permitirdo uma melhor compreensdo da variacdo dos
caracteres fenotipicos nos casos de hibridagdo em Callithrix.

5 CONCLUSOES

Com relacdo ao caracteres fenotipicos analisados aceita-se Ho. Os individuos de
Callithrix sp. capturados em diferentes localidades no estado do Rio de Janeiro apresentaram
fenotipos variaveis devido a provavel hibridacédo entre C. jacchus, C. penicillata e C. aurita.

A anélise exploratoria das variaveis morfométricas pela Analise dos Componentes
Principais revelou que o peso, a circunferéncia do peito, o comprimento da orelha direita e o
comprimento da cabeca sdo responsaveis pelas maiores variacbes morfométricas nos 41
individuos de Callithrix sp. amostrados no CETAS-RJIBAMA, no JBRJ e no Biotério da
UFRJ.

A média de peso, do comprimento do corpo e da cauda dos individuos de Callithrix sp.
capturados no JBRJ esta de acordo com a descrita na literatura para C. jacchus, C. penicillata
e C. aurita.

Os individuos de vida livre do Jardim Botanico foram mais pesados do que individuos
de cativeiro do CETAS-RJ/IBAMA e do Biotério da UFRJ.
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As fémeas foram significativamente mais pesadas do que os machos dentre as amostras
de Callithrix sp. nos trés locais estudados.

A Anadlise Discriminante por meio dos valores de RBG obtidos de quatro regides da face
a partir das fotos dos 41 saguis amostrados em trés localidades no estado do Rio de Janeiro,
permitiu a classificacdo tanto dos individuos de Callithrix sp. como das espécies puras de C.
jacchus, C. penicillata e de C. aurita nos grupos pré-estabelecidos de acordo com o fenétipo.

Mais de 80% dos individuos de Callithrix sp. na Andlise Discriminante foram
classificados no Grupo 1 de Callithrix sp. e apresentaram fendtipo intermediario ao das espécies
puras.

Um individuo comprovadamente hibrido (HB1) entre Callithrix aurita x C. jacchus foi
incluido no Grupo 4 de C. aurita e apresentou fen6tipo mais semelhante ao desta espécie.

Dois individuos de Callithrix sp. (Csp038 e HB2) foram classificados no Grupo 2 de C.
jacchus, sugerindo uma possivel hibridacdo por um macho desta espécie.

A coloracdo dos tufos auriculares pode ser determinante na identificagdo das espécies
puras e das espécies envolvidas no cruzamento interespecifico.

N&o se descarta a possiblidade de haverem individuos puros dentre os estudados.

Analises genéticas sdo necessarias para confirmar a hibridacdo sugerida pelo fenétipo
intermediério de mais de 80% dos individuos de Callithrix sp. estudados.

Posteriormente as analises genéticas para avaliar a ocorréncia de hibridacao, poderemos
propor um manual de identificacdo referentes aos aspectos fenotipicos dos hibridos entre
Callithrix jacchus, C. penicillata e C. aurita, com base no fenétipo do tufo auricular, do centro
da estrela na testa, da face lateral e do topo da cabeca.
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RESUMO

A andlise citogenética e a genética molecular sdo importantes ferramentas para estudos
taxondmicos em primatas. No género Callithrix é observado o cariétipo 2n=46,XX ou XY,
onde 14 autossomos possuem um braco e 30, dois bracos. Ha grande similaridade quanto aos
padrdes de Banda C, G e Ag-NOR entre as seis espécies existentes, sendo a principal diferenca
relacionada ao cromossomo Y. Em C. aurita, espécie nativa do Sudeste brasileiro, a morfologia
do cromossomo Y € acrocéntrica e nas espécies exoticas invasoras dessa regido, pode ser
submetacéntrico ou metacéntrico em C. penicillata e apresenta as trés morfologias em C.
jacchus. Outra caracteristica cromossdmica comumente encontrada nos saguis é o quimerismo
hematopoiético, 2n=46,XX/46,XY, resultante da anastomose placentaria entre gémeos
dizigoticos heterossexuais, sem ocasionar alteracbes fenotipicas neste grupo. Quanto a analise
genética molecular, uma variacao na sequéncia de bases nitrogenadas do gene SRY, responsavel
por desencadear a diferenciacdo gonadal nos machos, € observada em C. aurita que apresenta
uma delecdo de nove pares de base (pb) em relacdo as demais espécies (com excec¢do de C.
flaviceps, ainda ndo estudada). Este polimorfismo genético pode ser Gtil na identificacdo da
linhagem paterna, nos casos de hibridacao entre as espécies exoticas invasoras e C. aurita. Do
mesmo modo, os polimorfismos dos haplétipos do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase
subunidade Il (COIlI) das trés espécies citadas podem permitir a identificacdo da linhagem
materna. A hibridag8o entre C. aurita e as espécies exaticas invasoras é citada como uma das
principais ameacas a espécie nativa no Sudeste do Brasil, porém até o0 momento, sem nenhuma
confirmacédo genética. Nossos objetivos foram: analisar o cariotipo de um grupo de individuos
de Callithrix sp. de vida livre e de cativeiro provenientes de trés diferentes localidades do
Estado do Rio de Janeiro; verificar a ocorréncia de quimerismo na amostra estudada e utilizar
marcadores moleculares dos genes SRY e COIIl para identificar possiveis hibridos. Foram
analisados 38 individuos de Callithrix sp.. A analise citogenética foi bem sucedida em 20
individuos (15 machos e cinco fémeas). O cariétipo correspondeu ao descrito para as espécies
deste género. O quimerismo hematopoiético, foi detectado através da andlise citogenética em
13,5% dos individuos (trés machos e duas fémeas) e o gene SRY foi amplificado por PCR em
cinco fémeas a mais do que pela citogenética, totalizando 32% de quimerismo na amostra. A
associacdo das duas técnicas permitiu uma afericdo mais precisa do quimerismo. O amplicon
do gene SRY detectado em duas fémeas quimeras apresentou um padrdo similar ao obtido para
o0 controle positivo de C. aurita, com 198pb. Este achado pode representar a paternidade destas
fémeas por um macho de C. aurita ou um hibrido macho descendente desta espécie. Os demais
18 individuos apresentaram o padrdo de bandas semelhante a C. jacchus e C. penicillata, com
207pb. A amplificagdo dos fragmentos do gene mitocondrial COIl com tamanho entre 500 e
600pb ocorreu em 14 machos e 9 fémeas. Posteriormente o sequenciamento deste amplicon
juntamente com o do SRY, podera se confirmar a provavel hibridagdo na amostra estudada.

Palavras-chave: Quimerismo, Citogenética, Marcadores Moleculares.
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ABSTRACT

Cytogenetic and molecular genetic analyzes are important tools for taxonomic studies in
primates. In the Callithrix genus the karyotype is 2n=46,XX or XY, with 14 acrocentric and 30
bi-armed autosome pairs. There is great similarity in the C, G and Ag-NOR banding pattern
among six Callithrix species being the main difference related to the Y chromosome
morphology. In C. aurita, the native species of Southeastern Brazil, the Y chromosome is
acrocentric and in the exotic and invasive species of this region, it can be submetacentric or
metacentric in C. penicillata or may present the three morphologies in C. jacchus. Another
chromosomal feature commonly found in the marmosets is the hematopoietic chimerism,
2n=46,XX/46,XY which results from the placental anastomosis of the heterosexual dizygotic
twins without phenotypic changes in this group. Regarding to molecular genetic analysis, in the
SRY gene sequence, responsible for triggering gonadal differentiation in males, there is a
deletion of nine base pairs (bp) detected only C. aurita (except C. flaviceps, not studied yet),
differing of the other species. This genetic polymorphism may be useful in identifying the
paternal lineage in cases of hybridization between the alien species and C. aurita. Likewise, the
polymorphisms of the mitochondrial cytochrome c¢ oxidase subunit Il (COII) gene haplotypes
of the three species mentioned, may allow identification of the maternal lineage. The
hybridization between C. aurita and the invasive and exotic species is cited as one of the main
threats to the native species in Southeastern Brazil, although without genetic confirmation so
far. Our goals were: to analyze the karyotype of Callithrix sp. individuals of free-living and
captivity from three different locations in the State of Rio de Janeiro; to verify the occurrence
of chimerism in this group and to use molecular markers, SRY and COIIl gene, to identify
possible hybrids. Thirty-eight individuals from Callithrix sp. were analyzed. Cytogenetic
analysis was successful in 20 individuals (15 males and five females). The karyotype
corresponded to that described for the genus. The hematopoietic chimerism was detected by
cytogenetic analysis in 13.5% of the individuals (three males and two females) and the SRY
gene was amplified by PCR in more five females than by cytogenetic, totalizing 32% of
chimerism in the sample. The association of the two techniques allowed more accurate
assessment of chimerism. The amplicon of the SRY gene detected in two female chimeras
presented a similar pattern to that obtained for the positive control of C. aurita, with 198bp.
This finding may represent the paternity of these females by a C. aurita male or a hybrid male
descendant of this species. The other 18 individuals presented an amplicon similar to C. jacchus
and C. penicillata, with 207bp. The amplification of a fragment between 500 and 600bp of the
mitochondrial COII gene occurred in 14 males and nine females. Subsequently the sequencing
of this amplicon together with that of the SRY can confirm the probable hybridization in the
studied sample.

Key words: Chimerism, Cytogenetics, Molecular Markers.
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1 INTRODUCAO

1.1  Aspectos citogenéticos das espécies de Callithrix e dos hibridos

A andlise citogenética tem sido considerada uma importante ferramenta para estudos de
sistematica visando a classificacdo taxonémica das espécies de primatas. Além da analise
convencional do cariétipo, onde os cromossomos sdo corados por igual ao longo de sua
estrutura, as técnicas de bandeamento sdo essenciais para identificar os rearranjos
cromossémicos envolvidos durante a evolugdo das diferentes espécies (Hershkovitz, 1983;
Nagamachi et al., 1992; Nagamachi, 1995; Nagamachi et al., 1997; Neusser et al., 2001;
Steinberg et al., 2014).

Dentre as técnicas de coloracdo que promovem um padrédo alternado de bandas claras
ou escuras ao longo dos cromossomos, o bandeamento de Giemsa ou Banda G é utilizado para
0 pareamento correto dos homologos e para a identificacdo de rearranjos cromossdmicos com
implicacfes em anomalias fenotipicas ou nos processos evolutivos de especiagdo. Na técnica
de Banda G as proteinas presentes nos cromossomos sdao digeridas pela acdo da tripsina
(Seabright, 1971). Posteriormente a essa etapa, 0s mesmos sao corados com Giemsa e o padrédo
formado ao longo dos cromossomos com bandas claras e escuras esta relacionado a riqueza de
bases nitrogenadas guanina/citosina, que caracteriza as regides mais claras, onde ha muita
atividade génica e as regiGes mais escuras, que sdo ricas em adenina/timina, onde ha pouca
atividade génica. Esse tipo de padrdo de bandeamento € importante na deteccdo de delecdes,
inversdes e duplicacdes nos cromossomos (Kasahara, 2009).

Com relacdo a marcacdo de regides especificas dos cromossomos, podemos destacar o
bandeamento de heterocromatina constitutiva ou Banda C e a Banda Ag-NOR na qual sdo
coradas por nitrato de prata as Regides Organizadoras de Nucléolo (Gersen & Keagle, 2005).

Na coloracdo de Banda C (Sumner, 1972), a marcacao especifica de regides ricas em
heterocromatina constitutiva é composta por sequéncias de DNA altamente repetitivo. Essa
marcacdo € evidenciada pela acdo de uma solucdo de hidréxido de Bario corada por Giemsa.
Atraveés dessa metodologia € possivel evidenciar regides de banda C em coloragdo mais escura,
que geralmente estdo localizadas nas regides dos centrdmeros e nos bracos de alguns
cromossomos, de acordo com a espécie (Gersen & Keagle, 2005).

No bandamento Ag-NOR o tratamento dos cromossomos é feito com solucdo de nitrato
de prata que cora a Regido Organizadora de Nucléolo, a qual contém genes do RNA
ribossémico e que esta localizada, em geral, nos satélites dos cromossomos acrocéntricos. Com
esta técnica é possivel identificar rearranjos ou polimorfismos nos cromossomos acrocéntricos
(Gersen & Keagle, 2005).

Atualmente a hibridacdo in situ por Fluorescéncia (FISH) revolucionou o campo da
citogenética comparativa e tem contribuido também para muitos estudos taxondmicos por
possibilitar a comparacao a respeito da evolugdo do genoma de primatas e dos humanos. Nessa
técnica se utilizam sondas formadas por sequéncias de 15 a 30 bases nitrogenadas do DNA que
séo marcadas com fluoréforo e que hibridizam com o DNA-alvo presente nos cromossomos
fixados sobre a superficie de uma lamina. Desta forma, sdo detectadas sequéncias homélogas e
anomalias como microdelecbes e rearranjos cromossémicos com implicacdes evolutivas
(Wienberg, 2005; De Oliveira et al., 2002; Neves & Guedes, 2012).

Na Familia Callitrichidae, os estudos citogenéticos foram importantes na diferenciacdo
do anteriormente considerado Grupo Argentata e Grupo Jacchus, onde o primeiro apresenta
um namero diploide de 2n=44, e o segundo, 2n=46 (Canavez et al., 1996). Nagamachi (1995)
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e Nagamachi et al., (1997) estudaram o cariétipo das espécies do Grupo Jacchus pertencentes
ao género Callithrix, com excecdo de C. flaviceps, empregando as técnicas especiais de
coloracédo de Banda-G, C e Ag-NOR e observaram uma grande similaridade cariotipica. Neste
género, dos 46 cromossomos observados, 30 sdo autossémicos com dois bragos e 14 sdo
acrocéntricos. Com relacdo ao par sexual, 0 X é submetacéntrico e o Y apresenta morfologia
variada, podendo ser submetacéntrico e metacéntrico em Callithrix penicillata, acrocéntrico em
C. aurita e podendo apresentar as trés morfologias (submetacéntrico, metacéntrico e
acrocéntrico) em C. jacchus (Nagamachi et al.,1997) (Figura 26).

Com relacgéo ao padréo de Banda C dos cromossomos, em Callithrix a heterocromatina
constitutiva ocorre nas regides centromericas de todos os pares cromossomicos e distalmente
no braco curto do par 6 e no braco longo do par 22. Além disso, as Bandas C em todos os pares
correspondem as regides negativas de Bandas G, exceto para a regido do centrdbmero no par 5,
em que a Banda G € positiva. O cromossomo Y é o Uunico que apresenta Banda C
polimorficamente varidvel (Figura 26). Também nesse cromossomo, C. jacchus é a Unica
espécie que apresenta marcacdo de Banda Ag-NOR; ja as demais espécies apresentam essa
marcagdo no brago curto de todos os cromossomos acrocéntricos (Nagamachi et al.,1997).

Nos primatas, a analise citogenética tem contribuido na identificacdo dos hibridos de
espécies que possuem polimorfismos de distribuicdo e coloracdo da pelagem, como no caso de
uma fémea de Cebus sp. descrita por Nieves et al. (2008). Esta fémea se encontrava alojada no
Centro de Primatologia da Universidade Catélica do Chile e foi identificada como pertencente
a Cebus apella, embora Nieves et al. em 2008 tenha classificado como C. nigritus com base no
fendtipo. A analise citogenética desta fémea foi realizada utilizando a técnica de Banda G e a
técnica de FISH com dois tipos de sondas. Uma especifica para o par cromossémico 21 humano
e que hibridiza com a regido de eucromatina do par 11 de Cebus, e a outra que marca as regioes
de heterocromatina constitutiva e que foi desenvolvida a partir de um grande bloco de
heterocromatina presente no par 11 distal a regido de eucromatina, observado em algumas
espécies deste género (Nieves et al., 2005), porém ausente em C. nigritus da Argentina. Neste
caso, ocorreu uma delecdo do grande bloco heterocromético e estes cromossomos foram
convertidos em um pequeno par acrocéntrico (Mudry, 1990; Mudry et al., 1991; Nieves et al.,
2010; Nieves et al., 2011). As analises citogenéticas revelaram um cariétipo correspondente ao
género Cebus com 2n=54, XX, e a técnica de FISH identificou que o par 11 era heteromérfico,
pois apenas um dos homologos apresentava o grande bloco de heterocromatina, ja o outro era
um pequeno cromossomo acrocéntrico. Além desses, também houve marcag&o em heterozigose
nos bracos longos dos pares 12 e13 e em homozigose nos bragos longos dos pares 4, 6 e 19,
porém foi padrdo de Banda G que confirmou que a fémea era hibrida, oriunda do cruzamento
entre Cebus paraguayanus X C. nigritus.

Em Callithrix, através da técnica de Banda G (lughetti, 2008) numa amostra de um
individuo macho de Callithrix sp. foram detectadas inversdes pericéntricas em um dos
cromossomos dos pares 5, 7, 8, 10 e 14; e também foram evidenciadas inversdes paracéntricas
nos bracos longos dos cromossomos 9 e 22. No entanto, a identificacdo de animais hibridos
nesse género tem sido possivel através da analise da morfologia do cromossomo Y e do
emprego das técnicas de Banda C, Banda G (Novaes, 2014) e Ag-NOR (Nogueira et al., 2011;
Novaes, 2014).

Individuos de Callithrix sp. considerados possiveis hibridos entre C. penicillata e C.
jacchus oriundos da regido Sudeste do Rio de Janeiro e com fenotipo intermediario entre ambas
as espécies, foram analisados cariotipicamente por Novaes (2014). Nesta analise foram
empregadas as técnicas de Banda C, Ag-NOR e FISH para avaliar as possiveis alteracdes
cromossémicas, comparar 0 padrdo de bandas dos hibridos aos das espécies puras e para
descrever o mapeamento cromossdmico de repeticdes de microssatélites. A andlise do cariétipo
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revelou um namero diploide de 2n=46,XX para as fémeas e 2n=46,XY para 0s machos, onde
neste Gltimo caso o cromossomo Y era acrocéntrico, assim como descrito para Callithrix
jacchus e C. aurita. Porém a banda Ag-NOR, que evidencia a regido de constri¢do secundaria,
foi observada em 2 a 3 pares de cromossomos autossomicos ndo tendo sido observada no
cromossomo Y, que é caracteristico de C. jacchus (Nagamachi et al., 1997). Foi desta forma
que o autor concluiu que os individuos machos de Callithrix sp. tinham a linhagem paterna de
C. aurita. Ja com relacao ao padrdo de Banda C, a heterocromatina centromérica foi observada
em todos os cromossomos e na técnica de FISH, as marcagfes fluorescentes da sonda GA
(desenvolvida pelo autor), que é de DNA repetitivo (Novaes, 2014) marcou os telémeros dos
pares 16, 17, 20 e 21, e apenas um dos cromossomos homaologos no par 8 e no par 15, o que
reforcou a suspeita de hibridacdo. No entanto, segundo Novaes (2014) mais estudos com esse
tipo de sonda precisam ser feitos principalmente nas espécies consideradas “puras”, para se
estabelecer um padrdo de marcacao dessa sonda em cada cromossomo.

Nogueira et al. (2011) analisando trés individuos machos de Callithrix sp. capturados
em Guapimirim no Rio de Janeiro, local onde ocorrem animais da espécie de Callithrix aurita,
C. jacchus e C. penicillata, identificaram no cariotipo destes individuos um cromossomo Y
acrocéntrico diminuto sem marcacdo Ag-NOR, o que sugeriu que a linhagem paterna fosse
oriunda de C. aurita e a linhagem materna de C. jacchus ou C. penicillata por causa do fen6tipo.
No entanto segundos esses autores, analises genéticas precisam ser feitas para confirmar a
identificacdo das espécies e verificar a magnitude do envolvimento interespecifico.
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Figura 26: Comparacdo do padrdo de Banda G dos cromossomos de 5 espécies do género

Callithrix, descritas por Nagamachi et al., 1997, onde cada par esta representado por um dos

homologos. O retangulo vermelho destaca a morfologia do cromossomo Y que difere entre as

espécies. CGE - Callithrix geoffroyi; CAU- C. aurita; CPE - C. penicillata; CKU- C. kuhlii;
CJA- C. jacchus. Fonte: Nagamachi et al. (1997), p. 158.
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1.2  Genética molecular das espécies de Callithrix e dos hibridos

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction/PCR) é uma técnica
altamente sensivel que permite amplificar fragmentos especificos de DNA a partir de um DNA
molde (Mullis et al., 1986). Cada ensaio de PCR requer a presenca de DNA, que seré o alvo da
analise, de oligonucleotideos iniciadores ou primers - sequéncias curtas de DNA
complementares a regido de interesse,- de desoxinucleotideos trifosfatados, os quais serdo
adicionados as novas cadeias de DNA, e da enzima Tag DNA polimerase termoestavel. A
enzima Taq DNA polimerase foi identificada pela primeira vez na bactéria Thermus aquaticus,
a qual Ihe valeu a denominacéo e € a principal enzima polimerizadora das novas fitas de DNA
para gerar as diversas coOpias do fragmento desejado (Garibyan & Avashia, 2013). A
amplificacdo por PCR ocorre em um termociclador, onde os ciclos de diferentes temperaturas
acontecem por um periodo de tempo e as repeticdes pré-determinadas sdo fundamentais para
que se obtenha o nimero de fragmentos adequado a sua visualiza¢do posteriormente, em gel.

As etapas para a amplificacdo de um novo fragmento de DNA, consistem primeiramente
no aquecimento da solucéo de PCR entre 94° e 96° C, até que se chegue no ponto de fusdo das
moléculas, permitindo a separacdo, ou seja, a desnaturacdo da dupla-fita do DNA.
Posteriormente, se tem o0 processo denominado de anelamento ou pareamento, que ocorre apos
a reducdo da temperatura por volta de 50° a 60°C, para que os oligonucleotideos iniciadores ou
primers se liguem por complementaridade de bases ao segmento de DNA flanqueando a regido
alvo. Em seguida ao anelamento dos primers, a temperatura € elevada em torno de 72°C, para
qgue a Tag DNA polimerase sintetize novas fitas. Desta forma, a cada repeticdo desses trés
passos, 0 numero de copias do fragmento especifico da molécula de DNA se multiplica
exponencialmente (Garibyan & Avashia, 2013).

Utilizando a metodologia de PCR, um fragmento de 1.8kb do gene epsilon-globina, que
tem origem embrionaria e que normalmente é expresso no saco vitelino, foi amplificado e
posteriormente sequenciado por Schneider et al. (1993) para analisar a filogenia molecular dos
primatas do Novo Mundo. O resultado desta andlise suportou fortemente o clado do género
Callithrix e de mais outros 15 géneros de primatas também do Novo Mundo. O alinhamento
das sequéncias geradas a partir do DNA das diferentes espécies analisadas, permitiu gerar uma
arvore de consenso com a maxima parcimonia para 27 sequéncias desse gene, nas quais as
espécies de Callithrix apresentavam similaridades (Schneider et al., 1993).

Em decorréncia das observacdes de possiveis hibridos de Callithrix, marcadores
moleculares tem sido buscados na tentativa de identificar as espécies envolvidas nos
cruzamentos interespecificos. A analise do gene SRY, por exemplo, pode trazer informacéo
acerca da linhagem paterna e a analise dos genes mitocondriais, sobre a linhagem materna.

O gene SRY, pertence a regido da determinacdo sexual do cromossomo Y, Sex-
determining region of the Y chromosome, foi descrito por Sinclair et al., (1990) e esta localizado
no braco curto do cromossomo Y de todos os mamiferos. Ele é composto por um Gnico éxon,
responsavel por codificar uma proteina com 204 aminoacidos, que ao se expressar estimula uma
cascata de eventos que induzem a diferenciacdo gonadal. Essa proteina, nos machos,
desencadeia a formacdo de testiculos, e a diferenciacdo da genitalia externa masculina ocorre
devido a acdo subsequente da producdo de androgenos secretados por esses mesmos Orgaos
(Jost et al., 1972).

Moreira (2002) estudou a evolucdo dos primatas do Novo Mundo analisando o gene
SRY. Em Callithrix, o sequenciamento revelou que o gene SRY possui 838pb (pares de base)
para todas as espécies deste género e que inclusive as sequéncias de bases nitrogenadas do DNA
sdo idénticas, exceto para C. flaviceps (ndo estudada) e para C. aurita que apresenta uma
delecdo de 9pb nessa regido. A similaridade na sequéncia desse gene em C. jacchus, C.
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penicillata, C. geoffroyi e C. kuhlii, indica que estas espécies divergiram recentemente, mas que
juntas com C. aurita formam um grupo monofilético (Moreira, 2002).

Oliveira et al. (2010) desenvolveram um conjunto de primers para amplificar a regido
do gene SRY que continha a delecdo descrita acima, para averiguar a ocorréncia de hibridacéo,
suspeitada pela anélise citogenética nos trés individuos machos de Callithrix sp., capturados
em Guapimirim no estado do Rio de Janeiro (Nogueira et al., 2011). Com esses primers, foi
amplificado por PCR um fragmento de 207pb nos controles positivos de Callithrix penicillata
e C. jacchus, e um fragmento de 198pb nos controles positivos de C. aurita, assim como para
o0s trés machos provaveis hibridos analisados. Apos o sequenciamento foi possivel observar que
o fragmento de DNA amplificado nos machos estudados, continha a mesma delecéo de 9pb,
que é caracteristica de C. aurita e com isso foi possivel afirmar que a linhagem paterna dos
individuos pertencia a essa espécie ou que pelo menos eram oriundos do acasalamento de um
hibrido descendente de um macho de C. aurita.

Para identificacdo da linhagem materna destes mesmos individuos, Nogueira et al.
(2010) desenvolveram um conjunto de primers que amplifica uma regido de aproximadamente
600 pb do gene mitocondrial Citocromo Oxidase ¢ (COIl). O gene mitocondrial COIlI, é
responsavel por codificar uma subunidade do complexo enzimatico citocromo ¢ oxidase, que é
essencial na respiracdo aerdébica e como é herdado apenas pela linhagem materna, ndo sofre
recombinacdo quando passado para as proximas geracOes (Ruiter, 2004). Esse gene, ja foi
utilizado por Sena et al. (2002) para investigar as relagdes taxondémicas em Callithrix, onde
forneceu informac@es acerca da posi¢do de C. aurita como um taxon inicial da radiacdo nesse
género. O gene COII, apresenta um polimorfismo na sequéncia de bases que difere entre
Callithrix jacchus e C. penicillata com relacdo a C. aurita, sendo assim possivel identificar as
linhagens maternas dos hibridos de Callithrix. Desta forma, no estudo de Nogueira et al. (2010),
os amplicons foram submetidos a técnica de Restriction Fragment Length
Polymorphism/Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de Restri¢do (RFLP) utilizando a
enzima Alul que reconheceu os sitios de restricdo em 43pb e 429pb para as espécies Callithrix
jacchus e C. penicillata, ja para C. aurita identificou nas posi¢des 43pb, 259pb, 381pb e 429pb.
Assim, nos trés individuos machos onde havia sido detectada a delecdo de 9pb no gene SRY
especifica de Callithrix aurita, apresentaram o padrdo de RFLP do fragmento amplificado do
gene COII caracteristico de C. jacchus e C. penicillata, o que confirmou a hibridacdo embora
ndo tenha sido possivel distinguir entre as provaveis espécies maternas (Nogueira et al., 2010).

1.3 Quimerismo em Callithrix

A maioria das gestacdes em Callithrix sdo de aproximadamente 145 dias, ocorrendo
partos duas vezes ao ano (Hill, 1926; Oliveira et al., 2015). Além de gémeos, ha relatos do
nascimento de filhos Unicos, triplos e até quadruplos, sendo os dois ultimos mais comuns em
cativeiro e com as menores taxas de sobrevivéncia entre os animais (Tardif et al., 1984;
Sweeney et al., 2012; Ward et al., 2014).

Sobre o cuidado parental, até a quarta semana de vida o filhote € cuidado pela mée e
pelo pai. Apds esse periodo, o cuidado maior passa a ser de responsabilidade paterna. No
entanto, € comum também nos caliquitrideos o cuidado comunitario dos filhotes por outros
membros do grupo (Rylands, 1989; Tardiff et al., 1984; Auricchio, 2011; Yamamoto et al.,
1996; Santos & Martins, 2000).

Em 1926, Hill investigando a gestacdo gemelar nos saguis, encontrou gémeos
provenientes de dois odcitos que compartilhavam um unico corion. Mais tarde, Wislocki
(1932;1939) analisando as placentas de varias fémeas de saguis com gestacdo gemelar,
confirmou que o compartilhamento do corion ocorria devido a anastomose placentaria dos
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vasos sanguineos. Esse tipo de anastomose € uma das principais causas da formacdo de
individuos quimeras os quais apresentam linhagens celulares cromossomicamente diferentes e
derivadas de embrides de sexos diferentes (Tarkowski, 1970).

Nos seres humanos, é rara a ocorréncia de quimerismo entre os gémeos dizig6ticos
monocorionicos (Dunsford et al., 1953; Nicholas et al., 1957; Redline, 2003; Assaf et al., 2010;
Chen et al., 2013). Porém nos bovinos, isso ocorre frequentemente (Lillie, 1916; 1917; Owen,
1945; Dunn et al., 1968; Padula, 2005), assim como nos saguis e nos micos (Wislocki, 1932;
1939; Abbott, 1984; Haig, 1999; Wedi et al., 2011).

Em bovinos, a gestacdo & de aproximadamente 290 dias e a anastomose dos vasos
sanguineos da placenta ocorre em torno do 30° ao 40° dia de gestacdo (Almeida & Resende,
2012) que permite a troca de células entre os embrides. Neste caso, 0 nascimento de fémeas
quiméricas resulta na sindrome de freemartinismo (Lillie 1916; Padula, 2005), que é
considerada uma desordem do desenvolvimento sexual (DSD) (Meyers-Wallen, 2012),
responsavel pela intersexualidade da fémea co-gémea de um macho e que causa consequéncias,
como a masculinizacdo do seu trato reprodutivo. A maioria dos freemartin sdo hermafroditas,
possuem a gbnada e genitalia ambigua, em geral, estéreis (Herschler & Fechheimer, 1967;
Mcfeely et al., 1967; Dunn et al., 1968; Padula, 2005).

Os bovinos quimeras analisados citogeneticamente apresentam  cariotipo
2n=60,XX/60,XY. Esses dois tipos de linhagens celulares ja foram detectadas em culturas de
tecido testicular, da medula 6ssea e dos linfocitos do sangue periférico (Ohno et al., 1962;
Herschler & Fechheimer, 1967; Eldridge & Blazak, 1976). Ja pela genética molecular, o
quimerismo foi detectado através da amplificacdo por PCR de sequéncias do gene SRY (Padula,
2005).

Nos caliquitrideos, a anastomose placentaria ocorre por volta do 19° dia e se completa
em torno do 29° (Moore et al., 1985; Haig, 1999), sendo os casos de quimerismo sempre
provenientes de dois ou mais conceptos (Haig, 1999). Filhotes Unicos quimeras ja foram
encontrados nos saguis, porém esse resultado possivelmente provém da anastomose placentaria
com um co-gémeo que veio a Obito e que consequentemente teve as suas estruturas fetais
absorvidas pelo organismo materno (Jaquish et al., 1996). Essa caracteristica é citada como
sendo comum nas fémeas de sagui e funciona como um feedback positivo do organismo em
resposta a biologia reprodutiva da espécie para garantir a sobrevivéncia do outro gémeo (Tardif
etal., 1984).

A presenca do quimerismo de origem hematopoiético nos saguis foi comprovada
primeiramente por estudos citogenéticos através da cultura de linfocitos do sangue periférico e
da cultura de tecidos da medula éssea, baco e timo, onde foi constatado que machos e fémeas
normais apresentam duas linhagens celulares, 2n=46,XX/46,XY (Benirschke et al.,1962;
Benirschke & Brownhill, 1963; Gengozian, et al., 1964; 1969). Ja as analises moleculares para
verificar a presenca do gene SRY no cromossomo Y dos machos e das fémeas quimeras de
saguis foram realizadas por meio da PCR. Nesta técnica, os fragmentos do gene SRY
amplificados foram sequenciados e essas sequéncias mostraram ser idénticas nos machos e nas
fémeas (Moreira, 2002; Sanchez-Morgado et al., 2003; Takabayashi & Katoh, 2011).

Os objetivos deste capitulo foram: descrever o cariétipo de individuos de Callithrix sp.
de vida livre e de cativeiro, provenientes de trés diferentes localidades do Estado do Rio de
Janeiro e compara-los ao de Callithrix aurita, C. jacchus e C. penicillata; Verificar a ocorréncia
de quimerismo em um grupo de individuos de Callithrix sp. de vida livre e em cativeiro do
estado do Rio de Janeiro, Brasil utilizando a analise citogenética convencional e a genética
molecular por meio da amplificagdo de um fragmento do gene SRY; Amplificar por PCR um
fragmento do gene SRY do genoma nuclear e do gene mitocondrial citocromo oxidase 11 (COlI)
para investigar a ocorréncia de hibridagé@o dentre os individuos de Callithrix sp. estudados.
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Foram levantadas as seguintes hipdteses em relacdo ao caridtipo dos individuos de
Callithrix sp. Ho- O cari6tipo corresponde ao descrito para as espéecies de Callithrix e Hi- O
cariotipo ndo corresponde ao descrito para as espécies de Callithrix. Ja com relacdo ao
quimerismo e a investigacao a respeito da provavel hibridacéo nos individuos de Callithrix sp.:
Ho- As analises genéticas permitem a identificagdo do quimerismo e a investigacdo de
hibridacdo dentre os individuos de Callithrix sp. Hi- As analises genéticas ndo sao suficientes
para a identificacdo do quimerismo e nem da hibridacdo nos individuos de Callithrix sp.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Anadlise Clinica

Os veterinarios responsaveis das instituicdes do CETAS-RJ/IBAMA, do JBRJ e do
Biotério da UFRJ realizaram a analise clinica na genitalia externa dos machos e das fémeas de
Callithrix sp.

2.2  Analise Citogenética

Foi realizado o método de cultura dos linfécitos a partir do cultivo de sangue periférico
(Moorhead et al., 1960) para a obtencao dos cromossomos metafasicos, que é a fase da divisao
celular em que os cromossomos apresentam seu grau maximo de condensacao, permitindo o
estudo cariotipico.

O método de cultura dos linfocitos de sangue periférico consiste em adicionar oito gotas
de sangue em um tubo plastico do tipo Falcon de 15ml, acrescido de 4ml de meio de cultura
RPMI — 1640 (Vitrocell Embriolife®), 1ml de soro fetal (Vitrocell Embriolife®), que é
responsavel pela nutricdo celular e 10U de Fitohemaglutina M, (Gibco by Life technologies®),
que é o agente mitogénico que estimula a divisdo celular. Em seguida, 0 sangue com 0s
reagentes sao mantidos em banho-maria a 37°C durante 72h.

Apbs 71h, sdo adicionados 25U de colchicina 10°M. Esta soluc&o inibe a formacéo do
fuso mitdtico e interrompe a divisdo celular, fazendo com que a célula permaneca em estagio
de metéfase.

Passado o tempo total de incubacdo, a cultura de células € centrifugada a 209G durante
5 min. Desta forma, descarta-se o0 sobrenadante e posteriormente adiciona-se ao precipitado, no
agitador Vortex, 5ml de solucdo hipotonica a 0,075M de Cloreto de potassio (KCI) a 37°C.

Os tubos com a cultura de células em solucédo hipoténica sdo colocados em banho-maria
novamente por 20min. Nesta etapa a célula absorve liquido por osmose expandindo a membrana
celular permitindo o espalhamento dos cromossomos metafasicos (Hsu, 1952).

Em seguida, os tubos séo centrifugados novamente por 5 min. a 209G, descarta-se 0
sobrenadante e € adicionado, também sobre a agitacdo no Vortex, 5ml da solugéo fixadora de
Carnoy (metanol e acido acético, 3:1) gelada. Os tubos permanecem em temperatura ambiente
durante 15 min. A centrifugacdo e adicdo da solucdo fixadora, séo repetidas por mais duas
vezes, porem acrescentando 3 ml e 2ml, respectivamente, de solucéo.

Na ultima etapa de centrifugacdo, o sobrenadante € mais uma vez descartado e
posteriormente é adicionado um volume de solucéo fixadora proporcional ao precipitado ou
pellet em cada tubo. O pellet desta forma € ressuspendido na solugéo e duas gotas sdo pingadas
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com auxilio da pipeta Pasteur em uma certa distancia nas laminas de microscopio, que foram
previamente limpas com alcool 70% e umedecidas (bafejadas).

Coloracéo Convencional

As laminas apds estarem completamente secas a temperatura ambiente, foram coradas
com solucdo de Giemsa 3% (Merck®) por 10 min. e a andlise foi feita em microscopio
Olympus® modelo CH30RF100 com objetiva de 40x para rastreamento e analise das metafases
com objetiva de imersdo (100x).

As melhores metafases foram selecionadas e posteriormente fotografadas para
montagem do cariotipo de cada individuo no programa Adobe Photoshop® CS3, seguindo a
organizacao estabelecida por Nagamachi et al. (1997).

2.3 Anélise Molecular

A extracdo de DNA a partir do sangue total foi feita seguindo o protocolo de extracédo
por precipitacdo salina (Miller, 1988). Apos a obtencdo do DNA gendmico, as amostras foram
quantificadas no aparelho Nanodrop modelo 2000 (Thermo Scientific®).

De acordo com a concentragdo de DNA por microlitro (pl) algumas amostras tiveram
que ser diluidas para atingir a concentracdo ideal de 20ng/ul, para se preparar a Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR).

2.3.1  Amplificagdo por PCR do gene SRY (gene da regido da determinagdo sexual do
cromossomo Y) e do gene COIlI (Citocromo Oxidase C Subunidade I1)

Foram utilizados o conjunto de primers desenvolvidos por Oliveira et al., (2010) para a
amplificacdo de uma regido do gene SRY onde é observada uma delecdo de 9pb em Callithrix
aurita. A sequéncia dos primers Forward (F) (5-TAC AGG CCA TGC ACA GAG AG-3") e
Reverse (R) (5’- CTA GCG GGT GTT CCA TTG TT-3’) amplificaram fragmentos de
aproximadamente 207pb (para Callithrix jacchus e C. penicillata) e 198pb (para C. aurita).

As reacdes para amplificacdo do fragmento do gene SRY foram preparadas em um
volume final de 10ul e continham os seguintes reagentes com as suas respectivas concentragoes
na reacdo e na solucdo estoque (entre parénteses): solucdo Tampdao (10X- Ludwig Biotec®) 1x;
3mM de MgCl> (50mM- Ludwig Biotec®); 0,2mM do mix de dNTPs (10mM -Promega®),
1uM de cada primer F e R (10 uM); 1,25U de Taq DNA polimerase (5U/ul - Ludwig Biotec®);
DNA genémico com concentracao variando de 10-20ng e agua livre de nucleases (Promega®)
para completar o volume final da reacdo.

As amplificagdes foram realizadas em um termociclador (ProFlex™ PCR System-—
Appllied Biosystems® ThermoFisher Inc) com os seguintes ciclos de temperatura: primeira
etapa- desnaturacdo da fita de DNA a 94°C por 5 min; segunda etapa- 30 ciclos de temperatura
a 94°C por 1min., 55° por 1 min. para ocorrer 0 pareamento dos primers com a regido
flanqueadora a sequéncia alvo, 72°C durante 1 min. para amplificacdo da regido desejada;
terceira etapa- extensdo da fita de DNA a 72°C por 10min.

Para amplificagéo dos fragmentos de COII foram utilizados os primers: COIl Forward
(F) (5’ - CAA AAC GCC GCA TCY CCA ATC -3”) e Reverse (R) (5’ - GG CCT GGT CGT
ATG GAA G - 3’), que amplificam um fragmento de aproximadamente 600 pb. (Nogueira et
al., 2010). As reacdes de PCR foram preparadas também em um volume de 10ul, com as
seguintes concentracOes de reagentes: Tampao (10X- Ludwig Biotec®) em concentragéo final
1x; MgCl, (50mM- Ludwig Biotec®) em concentragéo final de 1,5mM; mix de dNTPs (10mM
-Promega®) em concentracédo final de 0,2mM; conjunto de primers (10 M) em concentragao
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final de 2uM para cada; Taq DNA polimerase (5U/ul - Ludwig Biotec®) em concentracdo final
de 1U; concentracdo de DNA variando de 10-20ng; agua livre de nucleases (Promega®) para
completar o volume final da reacdo. Ja no termocliclador os ciclos de temperatura seguiram o
primeiro passo para a desnaturagdo com temperatura de 94°C por 3 min., seguido por 35 ciclos
de 92°C por 1min.; 45° por 1min.; 72°C por 1 min e o terceiro passo a 72°C por 10 min.

Para verificar o resultado da amplificacdo por PCR do gene SRY, dois géis de
poliacrilamida foram preparados com concentracdo de 5% e 12%. Na concentracdo de 5% foi
avaliada a amplificacdo do fragmento de aproximadamente 200pb do gene SRY. Ja no gel a
12%, foram analisadas as diferencas no tamanho dos fragmentos amplificados do gene SRY,
cujo Callithrix aurita apresenta uma delecdo de 9pb, ou seja, seu fragmento corresponde a
198pb, diferentemente de C. jacchus e C. penicillata que apresentam 207 pb. Para a avaliacdo
dos produtos de PCR do gene COIl foi realizada somente a eletroforese em gel de
poliacrilamida de 5%, para verificar a ocorréncia de amplificacéo.

Em todos os géis de poliacrilamida, foram acrescentados 3ul de amostra com 1pl de
tampdo de carregamento (6x, Loading Buffer-Promega®), além disso, para comparar o tamanho
dos fragmentos amplificados, um DNA padrao de peso molecular (DNA ladder 100pb- Ludwig
Biotec®) foi adicionado ao gel. Para todas as reac6es de amplificacdo foram incluidos controles
positivos, ou seja, reagdes com DNA de individuos puros comprovados, sendo dois deles do
CPRJ/IBAMA, no caso de Callithrix jacchus (CJ2- registro CPRJ/IBAMA: 2449) e C. aurita
(Cal- registro//IBAMA CPRJ:2573) e um do Zoologico de Jodo Pessoa, C. penicillata.
Também foi incluido um controle negativo, com agua ao invés de DNA para verificar se houve
contaminacéo dos reagentes.

A migracdo dos produtos de PCR do gene SRY e do gene COII por eletroforese em gel
de poliacrilamida a 5% ocorreu durante o periodo de 1h e na concentracdo de 12%, somente
para os produtos de PCR do gene SRY, durante 12h. O resultado para todos os geis foi observado
ap6s o mesmo ter sido fixado em solucdo de etanol a 10% e 0,5% de &cido acético,
posteriormente corado com solucgéo a 0,2% de AgNOs e revelado com solucdo de NaOH a 3%
acrescida de 0,6% de formol. Por conseguinte, a imagem dos fragmentos de DNA foram
capturadas utilizando um software do aparelho transiluminador L.Pix Loccus (Biotecnologia®©)
para armazenamento e posteriores comparagoes.

3 RESULTADOS

3.1 Andlise Clinica

Pela andlise dos 6rgdos genitais externos foi verificada a presenca de labios e vulvas
normais para as fémeas, enquanto que os machos exibiram bolsa escrotal e pénis normais para
0 Sexo.

3.2 Anadlise Citogenética

A andlise citogenética foi bem sucedida em 20 individuos de Callithrix sp.,
representados por oito animais do CETAS-RJ/IBAMA (cinco machos e trés fémeas) e 12
animais do JBRJ (dez machos e duas fémeas) (Tabela 7). Nos demais 18 animais, nao foi
possivel obter resultado com a analise citogenética.
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A analise dos caridtipos por coloracdo convencional revelou um numero dipléide
2n=46,XX ou XY, caracteristico do género. Dentre os pares de cromossomos autossomos
observados, 30 apresentaram dois bragos e 14 cromossomos um brago, sendo o numero
fundamental correspondente a 74. Com relagdo ao par sexual, 0 cromossomo X apresentou
tamanho normal e morfologia submetacéntrica, ja o cromossomo Y apresentou um tamanho
reduzido e morfologia, metacéntrica (Figura 27 e 28). O quimerismo hematopoiético,
2n=46,XX/46,XY foi observado em trés machos (Csp009, Csp013 e Csp016) e em duas fémeas
(Csp002 e Csp006) (Figura 29 A e B), correspondendo a 13,5% dos individuos amostrados.

Tabela 7: Caridtipos dos 20 individuos de Callithrix sp. do CETAS-RJ/IBAMA, JBRJ e
Biotério da UFRJ, estado do Rio de Janeiro, com o codigo de identificacdo, sexo, local e
linhagens celulares observadas para cada individuo. [ ] nimero de metafases encontrado para
cada linhagem celular (Continuacao).

.Individuo Sexo Idade Local Linhagem Celular % Quimerismo
Csp001 M Juvenil  CETAS-RVIBAMA 2n=46,XY[19] 0
Csp002 F Adulto  CETAS-RJ/IBAMA  2n=46XX[5]/46,XY[2] 28%
Csp003 M Adulto  CETAS-RJ/IBAMA 2n=46,XY[10] 0
Csp004 M Juvenil  CETAS-RJ/IBAMA s/m 0
Csp005 F Adulto  CETAS-RJ/IBAMA 2n=46,XX[14] 0
Csp006 F Adulto  CETAS-RIIBAMA  2n=46,XX[5]/46,XY[5] 50%
Csp007 M Adulto  CETAS-RJ/IBAMA 2n=46,XY[5] 0
Csp008 M Adulto  CETAS-RJIBAMA 2n=46,XY[7] 0
Csp009 M Juvenil  CETAS-RJIBAMA 2n=46,XX[20]/46,XY[5] 80%
Csp010 M Adulto JBRJ 2n=46,XY[50] 0
Csp011 M Adulto JBRJ 2n=46,XY[30] 0
Csp012 M Adulto JBRJ 2n=46,XY[15] 0
Csp013 M Adulto JBRJ 2n=46,XX[5]/46,XY[6] 45%
Csp014 F Adulto JBRJ 2n=46,XX[30] 0
Csp015 F Adulto JBRJ s/m 0
Csp016 M Juvenil JBRJ 2n=46,XX[3]/46,XY[1] 75%
Csp017 F Adulto JBRJ 2n=46 XX[11] 0
Csp018 M Adulto JBRJ s/m 0
Csp019 M Adulto JBRJ s/m 0
Csp020 F Adulto JBRJ s/m 0
Csp021 M Juvenil JBRJ 2n=46,XY[6] 0
Csp022 M Adulto JBRJ 2n=46,XY[10] 0
Csp023 F Adulto JBRJ s/m 0
Csp024 M Juvenil JBRJ 2n=46,XY[6] 0
Csp025 M Adulto JBRJ 2n=46,XY[10] 0
Csp026 M Adulto UFRJ sls 0
Csp027 F Adulto UFRJ sls 0
Csp028 M Adulto UFRJ s/m 0
Csp029 F Adulto UFRJ s/m 0
Csp030 F Adulto UFRJ s/m 0



Tabela 7: Continuacao.

Csp031 M Adulto UFRJ s/m 0
Csp032 F Adulto UFRJ sls 0
Csp033 M Adulto UFRJ s/m 0
Csp034 F Adulto UFRJ s/m 0
Csp035 M Adulto UFRJ s/m 0
Csp036 F Adulto UFRJ s/m 0
Csp037 F Adulto UFRJ s/m 0
Csp038 F Adulto UFRJ s/m 0
Csp039 M Adulto UFRJ s/m 0
Csp040 M Adulto JBRJ 2n=46,XY[6] 0
Csp041 M Adulto JBRJ s/m 0

Csp= Callithrix sp.; M= Macho; F=Fémea; s/m= sem metéafase; s/s= sem amostra de sangue.
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Figura 27: Cari6tipo em coloracdo convencional de um macho de Callithrix sp. 2n=46,XY.
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Figura 28: Cariotipo em coloragdo convencional de uma fémea de Callithrix sp. 2n=46,XX.
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Figura 29: Cariotipo com coloracdo convencional de um individuo macho de Callithrix sp.
(Csp009) com quimerismo hematopoiético. A e B, apresentam respectivamente a linhagem
celular, 2n=46,XX[20]/46,XY[5]. [ ] numero de metafases encontrado para cada linhagem
celular.

3.3  Andlise Genética Molecular

Amplificacdo do gene SRY por PCR

A anélise dos produtos de PCR em gel de poliacrilamida a 5% revelou um fragmento
do gene SRY com aproximadamente 200pb em 30 amostras (23 machos e 7 fémeas) de
Callithrix sp. (Tabela 8). No entanto os mesmos produtos de PCR analisados no gel de
poliacrilamida a 12%, mostraram que no caso da amostra de duas fémeas (Csp015 e Csp029),
0 padrdo de bandas do fragmento amplificado foi semelhante ao observado para a amostra
controle de C. aurita, com 198pb. Ja para os demais individuos, o padrdo de bandas foi
semelhante ao observado para os controles positivos de C. jacchus e C. penicillata de 207pb
(Figura 30). As amostras das duas fémeas quiméricas onde foi observado o padrdo de bandas
semelhante a delecdo de 9pb descrita para C. aurita, foram provenientes respectivamente do
JBRJ e do Biotério da UFRJ.
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Tabela 8: Relagédo dos individuos de Callithrix sp. (23 machos e 7 fémeas), onde a partir de
amostras de DNA, foi amplificado por PCR um fragmento de aproximadamente 200pb do gene

SRY, incluindo cddigo de identificacdo, sexo, idade e local (Continuacéo).

Individuo Sexo Idade Local Gene SRY
Csp001 M Juvenil CETAS-RJ/IBAMA +
Csp002 F Adulto CETAS-RJ/IBAMA -
Csp003 M Adulto CETAS-RJ/IBAMA +
Csp004 M Juvenil CETAS-RJ/IBAMA +
Csp005 F Adulto CETAS-RJ/IBAMA -
Csp006 F Adulto CETAS-RJ/IBAMA +
Csp007 M Adulto CETAS-RJ/IBAMA +
Csp008 M Adulto CETAS-RJ/IBAMA +
Csp009 M Juvenil CETAS-RJ/IBAMA +
Csp010 M Adulto JBRJ +
Csp011 M Adulto JBRJ -
Csp012 M Adulto JBRJ +
Csp013 M Adulto JBRJ +
Csp014 F Adulto JBRJ -
Csp015 F Adulto JBRJ +
Csp016 M Juvenil JBRJ +
Csp017 F Adulto JBRJ +
Csp018 M Adulto JBRJ +
Csp019 M Adulto JBRJ +
Csp020 F Adulto JBRJ -
Csp021 M Juvenil JBRJ +
Csp022 M Adulto JBRJ
Csp023 F Adulto JBRJ -
Csp024 M Juvenil JBRJ -
Csp025 M Adulto JBRJ -
Csp026 M Adulto UFRJ sls
Csp027 F Adulto UFRJ sls
Csp028 M Adulto UFRJ
Csp029 F Adulto UFRJ
Csp030 F Adulto UFRJ
Csp031 M Adulto UFRJ
Csp032 F Adulto UFRJ sls
Csp033 M Adulto UFRJ +
Csp034 F Adulto UFRJ -
Csp035 M Adulto UFRJ +
Csp036 F Adulto UFRJ +
Csp037 F Adulto UFRJ +
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Tabela 8. Continuacéo

Csp038 F Adulto UFRJ
Csp039 M Adulto UFRJ
Csp040 M Adulto JBRJ
Csp041 M Adulto JBRJ

Csp=Callithrix sp.; M= Macho; F=Fémea;
+ = amplificagdo do gene SRY;- = auséncia de amplificagdo do gene SRY;
s/s = sem amostra de sangue
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Figura 30: Gel de poliacrilamida a 12% (dimensfes: 30x23cm) com produtos do gene SRY
amplificados por PCR a partir de amostras bioldgicas de 27 individuos de Callithrix sp.
amostrados em trés localidades do estado do Rio de Janeiro. 1-DNA ladder 100pb; 2- Controle
positivo macho de C. aurita, 198pb (Ca); 3- Controle positivo macho de C. jacchus (Cjl),
207pb; 4-Controle positivo macho de C. penicillata (Cpl), 207pb; 5- Macho Csp001; 6- Macho
Csp003; 7- Macho Csp004; 8- Fémea Csp006; 9- Macho Csp007; 10- Macho Csp008; 11-
Macho Csp009; 12- Macho Csp010; 13- Macho Csp012; 14- Macho Csp013; 15- Fémea
Csp015 (possivel C. aurita); 16- Fémea Csp016; 17- Macho Csp017; 18- Macho Csp018; 19-
Macho Csp019; 20- Macho Csp021; 21- Macho Csp028; 22- Macho Csp022; 23- Fémea
Csp029 (possivel C. aurita); 24- Fémea Csp030; 25- Macho Csp031; 26- Macho Csp033; 27-
Macho Csp035; 28- Fémea Csp036; 29- Fémea Csp037; 30- Macho Csp039; 31- Macho
Csp040; 32- Macho Csp041; 33- Negativo.
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Amplificacdo do gene Citocromo c oxidase subunidade I1 (COII)

A amplificagédo do gene COIlI, gerou um fragmento com tamanho entre 500pb e 600pb
para 23 amostras de Callithrix sp. (14 machos e 9 fémeas) das trés localidades amostradas
(Tabela 9) (Figura 31). N&o foi possivel obter a amplificacdo em 10 amostras (Csp001; Csp004;
Csp012; Csp016; Csp019; Csp021; Csp022; Csp030; Csp040), que ja tinham sido amplificadas
para o gene SRY, mesmo apos diversas variagdes metodoldgicas. Acredita-se que com o tempo,
tenha ocorrido a degradacdo do DNA dessas amostras.

Estimamos o tamanho do fragmento amplificado do gene COII, comparando ao DNA
ladder de 100pb, uma vez que ndo foi possivel realizar o sequenciamento dos fragmentos
amplificados.

Tabela 9: Relagdo dos individuos de Callithrix sp. (14 machos e 9 fémeas) onde a partir de
amostras de DNA, foi amplificado por PCR um fragmento aproximado de 500pb do gene
mitocondrial COII, incluindo cédigo de identificacdo, sexo, idade e local (Continuacéo).

Individuo Sexo Idade Local Gene COII
Csp001 M Juvenil CETAS-RJIBAMA -
Csp002 F Adulto CETAS-RJ/IBAMA -
Csp003 M Adulto CETAS-RJIBAMA +
Csp004 M Juvenil CETAS-RJ/IBAMA -
Csp005 F Adulto CETAS-RJIBAMA -
Csp006 F Adulto CETAS-RJ/IBAMA +
Csp007 M Adulto CETAS-RJIBAMA +
Csp008 M Adulto CETAS-RJ/IBAMA +
Csp009 M Juvenil CETAS-RJ/IBAMA +
Csp010 M Adulto JBRJ +
Csp011 M Adulto JBRJ +
Csp012 M Adulto JBRJ -
Csp013 M Adulto JBRJ +
Csp014 F Adulto JBRJ
Csp015 F Adulto JBRJ +
Csp016 M Juvenil JBRJ -
Csp017 F Adulto JBRJ
Csp018 M Adulto JBRJ
Csp019 M Adulto JBRJ -
Csp020 F Adulto JBRJ -
Csp021 M Juvenil JBRJ -
Csp022 M Adulto JBRJ -
Csp023 F Adulto JBRJ -
Csp024 M Juvenil JBRJ -
Csp025 M Adulto JBRJ -
Csp026 M Adulto UFRJ sls
Csp027 F Adulto UFRJ sls
Csp028 M Adulto UFRJ +
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Tabela 9. Continuacéo

Csp029 F Adulto UFRJ +
Csp030 F Adulto UFRJ

Csp031 M Adulto UFRJ +
Csp032 F Adulto UFRJ sls
Csp033 M Adulto UFRJ +
Csp034 F Adulto UFRJ +
Csp035 M Adulto UFRJ +
Csp036 F Adulto UFRJ +
Csp037 F Adulto UFRJ +
Csp038 F Adulto UFRJ +
Csp039 M Adulto UFRJ +
Csp040 M Adulto JBRJ

Csp041 M Adulto JBRJ +

Csp= Callithrix sp.; M= Macho; F=Fémea;
+ = amplificacdo do gene COII; - = auséncia de amplificacéo do gene COlI;
s/s = sem amostra de sangue
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Figura 31: Gel de poliacrilamida de concentracdo 5%, com os fragmentos amplificados do gene
COll apresentando tamanho entre 500 e 600 pb, nas amostras de 23 individuos de Callithrix sp.
provenientes de trés localidades do estado do Rio de Janeiro. 1- DNA padrdo de peso molecular
conhecido (DNA ladder 100pb); 2- Csp003; 3- Csp006; 4- Csp007; 5- Csp008; 6- Csp009; 6-
Csp009; 7- Csp010; 8- Csp011; 9- Csp013; 10- Csp014; 11- Csp015; 12- Csp017; 13- Csp018;
14- Csp028; 15- Csp029; 16- Csp031; 17- Csp033; 18- Csp034; 19- Csp35; 20- Csp036; 21-
Csp037; 22- Csp038; 23- Csp39; 24- Csp041; 25- Negativo.
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4 DISCUSSAO

O caridtipo encontrado para 20 individuos de Callithrix sp. amostrados em trés
diferentes localidades do estado do Rio de Janeiro foi 2n=46,XX para as fémeas e 2n=46,XY
para 0s machos, correspondendo ao descrito para o género Callithrix. Estes individuos nao
apresentavam fenotipo caracteristicos de nenhuma das espécies puras e por este motivo foram
identificados como Callithrix sp.

A morfologia metacéntrica encontrada no cromossomo Y dos individuos machos de
Callithrix sp. foi semelhante a descrita para Callithrix jacchus e C. penicillata segundo
Nagamachi et al. (1997).

A presenca de duas linhagens celulares 2n=46,XX/46,XY em Callithrix, provém do
intercambio celular que acontece entre gémeos heterossexuais através da anastomose
placentaria (Benirschke et al., 1962; Gengozian et al., 1964). Como casos de quimerismo sao
comuns em saguis (Ardito et al., 1995; Gengozian et al., 1980), isso pode estar relacionado
com 0s aspectos evolutivos e sociais desses animais (Haig, 1999).

Em Callithrix, o cuidado parental na maior parte do tempo é realizado pelo pai e por
outros membros do grupo sem ser a mae, o que sustenta esse fato sdo os altos custos energéticos
que a fémea teria para a criacdo de gémeos, inclusive por ter partos duas vezes ao ano (Santos
& Martins, 2000). Segundo Ross et al. (2007), as linhagens celulares quiméricas poderiam gerar
sinais de reconhecimento de parentesco entre os membros do grupo através da homogeneidade
genémica e fenotipica entre os individuos, sugerindo que talvez este seja 0 motivo que
explicaria a atragcdo incomum do pai pelos filhotes, o que favoreceria o cuidado paterno e
aloparental nos calitriquideos.

Anomalias na genitlia externa dos individuos quimeras de Callithrix, ndo foram
relatadas até o0 momento. No entanto, uma fémea quimera de Leontopithecus chrysomelas (2n=
46,XX/46,XY) que é da mesma familia dos saguis, Callitrichidae, mas sdo micos, foi descrita
com um clitoris maior do que o normal e com constricdo da abertura da vulva (Goldschmidt et
al., 2005). Todavia, no presente estudo, a analise clinica da genitalia externa revelou ser normal
mesmo nos machos e nas fémeas detectados com quimerismo, e isso corrobora com estudos de
que os individuos quimeras de Callithrix sdo normais e férteis (Benirschke et al., 1962; Ardito,
1995).

Por meio da analise da citogenética foi possivel detectar o quimerismo em cinco
individuos (trés machos e duas fémeas) e a analise da genética molecular permitiu detectar o
fragmento do gene SRY através da técnica de PCR em sete fémeas, das quais em uma delas
(Csp006) ja havia sido observado duas linhagens celulares (2n=46,XX/46,XY). Com essas duas
analises conseguimos identificar o quimerismo em 32% dos 41 individuos amostrados de
Callithrix sp. que se encontravam em vida livre e em cativeiro no estado do Rio de Janeiro,
Brasil. Ao comparar essas duas analises, a técnica de PCR possibilitou detectar o gene SRY,
presente no cromossomo Y, em um ndmero maior de fémeas (em cinco individuos a mais) do
que com a analise citogenetica (ver Silva et al., 2017, Anexo E)..

Na analise citogenética foi possivel identificar o quimerismo em 13,5% dos individuos
amostrados. A baixa porcentagem de sucesso na cultura celular por essa metodologia pode estar
relacionado a diversos fatores dentre eles, o estado de saude de alguns animais, principalmente
os do Biotério da UFRJ que correspondem a 34% do total dos animais estudados. Além disso,
o tempo de viagem entre os locais de coleta para o Laboratério de Genética/ICBS/UFRRJ, pode
ter alterado as propriedades fisicas, quimicas e biologicas do sangue, fazendo com que néo
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fossem obtidas células em metafase em nimero suficiente para a analise do cariotipo. Outro
fator importante que colabora para o baixo sucesso da analise citogenética, esta relacionado ao
baixo peso corporeo dos saguis, que pesam em média 350 g (Oliveira et al., 2015). Isso reduz
0 volume total de sangue que pode ser coletado o que contribui para a menor quantidade de
obtencdo de cromossomos metafasicos, uma vez que se utiliza os linfocitos na cultura celular e
eles representam 30% do volume de células brancas que estdo na corrente sanguinea (Mescher,
2013). Deste modo, o baixo nimero de metéfases analisadas neste estudo pode estar ligado aos
fatores mencionados e ao pequeno volume de sangue coletado de cada individuo, o qual ainda
foi compartilhado para a extracdo de DNA na analise molecular.

Em relacdo a analise genética molecular, & amplificagdo de um fragmento com
aproximadamente de 200 pb do gene SRY pela técnica da PCR, foi bem sucedida em torno de
78% do total de individuos amostrados (23 machos e 7 fémeas). Em seis fémeas (46,15%) onde
a linhagem celular 2n=46,XY ndo havia sido detectada pela citogenética, a técnica de PCR
provou ser eficaz na demonstracdo da presenca do gene SRY no cromossomo Y, o qual
provavelmente foi oriundo da troca celular de fémeas com os seus co-gémeos machos, uma vez
que eram fenotipicamente normais e ndo apresentavam anomalias sexuais.

A causa da ndo alteracao fenotipica em saguis tem sido relacionada a provavel existéncia
de mecanismos de protecdo para minimizar os efeitos da masculinizagcdo em fémeas quimeras.
Alguns desses mecanismos foram supostos por French et al. (2016) os quais comparam 0
potencial reprodutivo e de sobrevivéncia nos calitriquideos de fémeas co-gémeas de pelo menos
um macho durante a gestacdo, com as fémeas ndo co-gémeas de machos. Além disso,
analisaram também regiGes codificantes de genes ligados a diferenciacdo sexual. No primeiro
caso, ndo foram observadas diferencas significativas entre as fémeas co-gémeas de machos e
as ndo co-gémeas, 0 que mostra que a presenca dos machos na gestacdo nédo interfere no
comportamento reprodutivo e nem influencia as taxas de sobrevivéncia dessas fémeas. J& no
segundo caso, foram encontradas substitui¢cdes de bases nitrogenadas que ocasionam a alteracéo
da sequéncia de aminoacidos das proteinas que sao expressas por genes candidatos a regulacao
dos efeitos enddcrinos, como dos horménios anti-Mdlleriano (AMH) e esteroides, que estdo
associados a diferenciagdo sexual nos mamiferos. Essas substitui¢des analisadas em programas
que preveem o impacto da funcdo biologica das proteinas, apresentaram um resultado
significativo principalmente para o sistema AMH, e isso permitiu aos autores inferirem que as
substituicdes podem ser as causas pela reducao da canalizacdo do desenvolvimento reprodutivo
precoce em direcdo ao fendtipo masculino.

No presente estudo, embora tenha havido maior sucesso na amplificacdo do gene SRY
por PCR, o uso desta metodologia néo foi suficiente por si s, para comprovar a ocorréncia de
guimerismo em machos normais, uma vez que ja possuem esse gene em seu cromossomo Y.

Nas fémeas, a presenca do gene SRY também pode ser oriunda da translocacdo ou
crossing-over desigual durante a Meiose. Um semelhante caso deste tipo foi analisado por
Sanchez-Morgado et al. (2003), que estudaram uma fémea de Callithrix jacchus, com uma
genitélia externa atipica, possuindo somente uma abertura para a uretra, sem a presenca de vulva
ou testiculos. Nela foi confirmado por PCR, a presenca do gene SRY sem mutacgdes ou delecdes,
0 que levou aos autores a considerarem como uma fémea XY, devido a anomalia da genitalia
externa, por mais que fosse esperado que o individuo apresentasse testiculos no lugar de
ovarios. Os autores ndo realizaram a andlise cariotipica para confirmar se existia somente uma
linhagem celular, 2n=46,XY, ou se apresentava a linhagem celular quimerica
2n=46,XX/46,XY. No entanto, no caso das fémeas do atual estudo consideramos que a presenga
do gene SRY seja decorrente do quimerismo, uma vez que ndao foram observadas alteracdes
fenotipicas.
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Uma metodologia desenvolvida por Wedi et al. (2016) parece ser a mais adequada até
0 momento para a identificacdo da linhagem celular quimérica. Os autores desenvolveram
sondas para hibridacéo in situ por fluorescéncia (FISH) que séo especificas do cromossomos X
e Y dos saguis. Essas sondas podem ser usadas em qualquer tipo de célula nucleada e permitem
identificar precisamente em que tipos celulares ocorre o quimerismo. Inclusive, na auséncia de
metafases oriundas da cultura de linfocitos do sangue periférico, podem ser analisadas também
células em intérfase da medula 6ssea, do figado e do bago. Assim, como a técnica de sexagem
citologica é baseada em células, dividas sobre a contaminacdo de varios tipos de amostras
bioldgicas com sangue seriam evitadas, e isso difere de outras técnicas que poderiam produzir
falsos positivos quanto a contaminacgao sanguinea.

Desse modo, ressaltamos a importancia de se realizar as analises citogenética e genética
molecular para diagnosticar o quimerismo nos mamiferos, pois levamos em conta as limitacoes
de ambas as técnicas e ainda a possibilidade de erros na interpretacdo do resultado obtido
somente pela amplificacdo por PCR do gene SRY ou com base nas caracteristicas da genitélia
externa.

Com relacdo a detecgdo de hibridos dentre as amostras de Callithrix sp. analisadas, a
amplificacdo do gene SRY gerou um fragmento com aproximadamente 200pb, semelhante ao
que foi descrito por Oliveira et al. (2010). No entanto, na eletroforese do fragmento amplificado
em gel de poliacrilamida a 12%, foi possivel observar uma sutil diferenca com relacdo a altura
dos fragmentos amplificados do controle positivo de Callithrix aurita em comparacdo aos
controles positivos de C. jacchus e C. penicillata. Essa diferenca pode estar relacionada a
delecédo de 9pb na regido amplificada do gene SRY caracteristica de C. aurita.

A ocorréncia de duas fémeas quimeras, Csp015 e Csp029, que apresentaram em gel de
poliacrilamida a 12% um tamanho de fragmento do gene SRY que aparentemente
correspondente ao controle positivo de Callithrix aurita, sugere que essas fémeas apresentem a
linhagem paterna dessa espécie. Considerando a origem aleatdria dessas amostras €
surpreendente encontrar individuos provavelmente hibridos entre C. aurita com uma das
espécies invasoras do Sudeste do Brasil. Com isso, suspeita-se que um macho puro de Callithrix
aurita ou um macho hibrido cuja linhagem paterna era de C. aurita, deu origem a estas fémeas
provavelmente hibridas, embora esta suspeita s6 possa ser confirmada por sequenciamento dos
fragmentos amplificados

A fémea Csp029 do Biotério da UFRJ, apresentava tufos auriculares negros semelhantes
aos de C. penicillata e, caso seja confirmada a hibridacdo por meio do sequenciamento dos
fragmentos gerados pela amplificacdo de ambos 0s genes, esta pode ser a espécie materna deste
animal. J& a fémea Csp015 do JBRJ apresentava tufos auriculares brancos caracteristicos de C.
jacchus o que pode indicar que esta seja a espécie materna. Ambas as fémeas foram
classificadas na Andlise Discriminante como pertencentes ao Grupo 1 de Callithrix sp., ou seja,
dentre os individuos que apresentavam caracteristicas intermediarias entre as trés espécies
puras, C. jacchus, C. penicillata e C. aurita, sugestivo, portanto, de serem oriundos de
hibridacéo.

A amplificagdo do fragmento do gene COIl com aproximadamente 500pb nos 23
individuos de Callithrix sp. (14 machos e 9 fémeas), foi um dos primeiros passos para se
identificar a linhagem materna desses animais. No entanto, assim como o fragmento do gene
SRY gerado na amplificagdo por PCR, o fragmento do gene COII necessita ser sequenciado
pois, somente desta forma sera possivel identificar as linhagens parentais responsaveis pela
geragdo desses individuos confirmando ou néo a ocorréncia de hibridag&o.
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5 CONCLUSOES

Em relacdo ao cariotipo 2n=46,XX ou XY, em fémeas e machos respectivamente, dos
individuos de Callithrix sp. estudados provenientes do estado do Rio de Janeiro, aceita-se Ho,
pois corresponde ao descrito para o género.

No par sexual, o cromossomo X apresentou tamanho normal e morfologia
submetacéntrica, e o cromossomo Y apresentou um tamanho reduzido, com morfologia
metacéntrica. A morfologia deste Gltimo cromossomo é comumente encontrada em Callithrix
jacchus e C. penicillata.

A andlise citogenética permitiu detectar o quimerismo, 2n=46,XX/46,XY, em 13,5%
dos animais amostrados.

Com a analise citogenética e a analise genética molecular através da amplificacdo dos
fragmentos do gene SRY, identificamos o quimerismo em 32% dos 38 individuos de Callithrix
sp. amostrados, portanto, aceita-se Ho.

A analise genética molecular foi mais eficaz na identificacdo do quimerismo nas fémeas.

Por meio da amplificagdo por PCR do gene SRY a partir de amostras de duas fémeas
quimeras, foi gerado um fragmento de 198pb semelhante ao observado em C. aurita. Quanto
ao fendtipo, um animal apresenta tufos de pelos auriculares brancos caracteristicos de C.
jacchus e o outro negros, caracteristicos de C. penicillata. Ambas as fémeas foram agrupadas
no Grupo 1 de Callithrix sp. e apresentam o fen6tipo intermediario ao das espécies puras. Estes
dados sugestivos de hibridacéo precisam ser confirmados pelo sequenciamento do fragmento
amplificado do gene SRY e COII.

A andlise fenotipica associada a amplificacdo do gene SRY sugere que este marcador
seja adequado para a deteccdo de hibridacdo em Callithrix. Neste caso, a confirmacdo da
hipbtese nula depende do sequenciamento do fragmento amplificado dos genes SRY e COIlI.
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CONCLUSOES GERAIS

Esse trabalho gerou informacGes acerca dos aspectos fenotipicos e genéticos de
Callithrix jacchus, C. penicillata e C. aurita e sobre os possiveis hibridos dessas espécies
presentes no estado do Rio de Janeiro, Brasil. Além disso, esse estudo foi o primeiro a
identificar o quimerismo numa amostra de possiveis hibridos de Callithrix, o que sugere que a
hibridacdo nao afeta 0 nascimento de gémeos dizigoticos.

Em relacdo aos aspectos fenotipicos foi observado que a maioria dos individuos
analisados de Callithrix sp. apresentaram uma variacdo na coloracdo da pelagem da face e do
corpo. Os tufos auriculares variaram entre as cores branco, cinza, marrom e negro, ja a pelagem
da face e do corpo, principalmente da regido dorsal, variaram entre cinza e marrom. Pela
Anaélise Discriminante o padrdo de coloracéo analisado da pelagem da face foi intermediario ao
das espécies puras.

A média de peso, do comprimento do corpo e da cauda dos individuos de Callithrix sp.
capturados em vida livre apresentaram valor médio de acordo com o descrito para C. jacchus,
C. penicillata e C. aurita.

Diferencas significativas foram encontradas entre os individuos de Callithrix sp.com
relagdo ao peso em relacéo ao sexo e ao local de captura. Os animais de vida livre apresentaram
maior peso do que os animais de cativeiro e as fémeas foram mais pesadas do que os machos
em todos os ambientes.

O caridtipo encontrado para os individuos amostrados foi condizente ao descrito para o
género Callithrix, com 2n=46,XX ou XY para fémeas e machos normais, respectivamente. Ja
0 caridtipo 2n=46,XX/46,XY evidenciou a presenca do quimerismo nos animais amostrados.

Com a amplificagcdo por PCR dos fragmentos do gene SRY a partir das amostras dos
individuos estudados foi possivel detectar um maior nimero de fémeas quimeras.

Dentre as fémeas quimeras, em duas foi amplificado um fragmento do gene SRY com
aproximadamente 198pb, semelhante ao observado para C. aurita. Este resultado, sugestivo de
ancestralidade paterna por um macho desta espécie ou um hibrido descendente de um macho
C. aurita, carece de confirmacéo atraves do sequenciamento do fragmento amplificado. Para os
demais individuos o tamanho do fragmento amplificado foi semelhante ao observado para C.
jacchus e C. penicillata.

Para todos os casos aqui estudados o sequenciamento dos amplicons dos genes SRY e
COll podera confirmar as espécies progenitoras €, se de fato, ocorreu a hibridacéo.

Mais pesquisas sobre dados fenotipicos, morfoldgicos, citogenéticos e genéticos
moleculares que visem a avaliacdo e a identificacdo dos hibridos de Callithrix principalmente
in situ contribuirdo para a compreensao da extensdo das interaces ecoldgicas entre as espécies
exoticas invasoras com a espécie nativa.
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ANEXOS

Anexo A: Relacdo dos 52 saguis em que foram feitos os registros fotograficos e coletados os
dados biométricos. Sendo que 46 sdo individuos dos Callithrix sp. (Callitrichidae: Primates)
capturados em trés localidades no estado do Rio de Janeiro: CETAS/RJ/Ibama, Jardim Botanico
do Rio de Janeiro/JBRJ, Biotério da UFRJ e Centro de Primatologia do Rio de Janeiro
(CPRJ/INEA/IBAMA) e seis sdo individuos das espécies puras de C. jacchus (n=2) e C. aurita
(n=4), coletados no CPRJ. Constam para cada individuo: cddigo de identificacdo individual;
data da coleta dos dados e amostras bioldgicas; sexo; idade; local de coleta e nimero do
microchip quando marcados (Continuacéo).

Identificacdo Data Local Sexo Idade Microchip
Csp001 23/06/2015 CETAS/RJ/Ibama M Juvenil Sem marcacdo
Csp002 23/06/2015 CETAS/RJ/Ibama F Adulto Sem marcacgéo
Csp003 18/12/2015 CETAS/RJ/Ibama M Adulto Sem marcacgéo
Csp004 18/12/2015 CETAS/RJ/Ibama M Juvenil Sem marcacgéo
Csp005 18/12/2015 CETAS/RJ/Ibama F Adulto Sem marcacgéo
Csp006 14/03/2016 CETAS/RJ/Ibama F Adulto Sem marcacgéo
Csp007 14/03/2016 CETAS/RJ/Ibama M Adulto Sem marcacgéo
Csp008 14/03/2016 CETAS/RJ/Ibama M Adulto Sem marcacgéo
Csp009 14/03/2016 CETAS/RJ/Ibama M Juvenil Sem marcacgéo
Csp010 28/04/2016 JBRJ M Adulto 900164000716929
Csp011 28/04/2016 JBRJ M Adulto 9390000411017
Csp012 28/04/2016 JBRJ M Adulto 900164000716930
Csp013 28/04/2016 JBRJ M Adulto 939000004110085
Csp014 28/04/2016 JBRJ F Adulto 93900004110082
Csp015 31/05/2016 JBRJ F Adulto 939000004110216
Csp016 31/05/2016 JBRJ M Juvenil 939000004110225
Csp017 31/05/2016 JBRJ F Adulto 939000004110232
Csp018 31/05/2016 JBRJ M Adulto 939000004110235
Csp019 27/06/2016 JBRJ M Adulto 939000004110282
Csp020 27/06/2016 JBRJ F Adulto 939000004110314
Csp021 27/06/2016 JBRJ M Juvenil 939000004110024
Csp022 27/06/2016 JBRJ M Adulto 939000004110286
Csp023 27/06/2016 JBRJ F Adulto 939000004110303
Csp024 27/06/2016 JBRJ M Juvenil 939000004110309
Csp025 27/06/2016 JBRJ M Adulto 900164000716934
Csp026 05/07/2016 UFRJ M Adulto Sem marcacgéo
Csp027 05/07/2016 UFRJ F Adulto Sem marcacgéo
Csp028 06/07/2016 UFRJ M Adulto Sem marcacgéo
Csp029 06/07/2016 UFRJ F Adulto Sem marcacgéo
Csp030 06/07/2016 UFRJ F Adulto Sem marcacgéo
Csp031 06/07/2016 UFRJ M Adulto Sem marcacgéo
Csp032 12/07/2016 UFRJ F Adulto Sem marcacgéo
Csp033 12/07/2016 UFRJ M Adulto Sem marcacgéo
Csp034 12/07/2016 UFRJ F Adulto Sem marcacgéo
Csp035 12/07/2016 UFRJ M Adulto Sem marcacgéo
Csp036 12/07/2016 UFRJ F Adulto Sem marcacgéo
Csp037 12/07/2016 UFRJ F Adulto Sem marcacgéo
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Anexo A: Continuacao

Csp038 12/07/2016 UFRJ F Adulto Sem marcacgéo
Csp039 12/07/2016 UFRJ M Adulto Sem marcacgéo
Csp040 20/09/2016 JBRJ M Adulto 939000004110390
Csp041 20/09/2016 JBRJ M Adulto 939000004110398
Cj1l 07/07/2017 CPRJ F Adulto Sem marcacéo
Cj2 07/07/2017 CPRJ F Adulto Sem marcacgéo
Cal 07/07/2017 CPRJ F Adulto Sem marcacéo
Ca?2 07/07/2017 CPRJ M Adulto Sem marcacgéo
Ca3 07/07/2017 CPRJ M Adulto Sem marcacéo
Ca4 07/07/2017 CPRJ F Adulto Sem marcacgéo
HB 1 07/07/2017 CPRJ M Adulto Sem marcagéo
HB 2 07/07/2017 CPRJ M Adulto Sem marcacgéo
HB 3 07/07/2017 CPRJ F Adulto Sem marcacgéo
HB 4 07/07/2017 CPRJ F Adulto Sem marcacgéo
HB 5 07/07/2017 CPRJ M Juvenil Sem marcacgdo

Csp= Callithrix sp.; M= Macho; F=Fémea; Cj= C . jacchus; Ca= C. aurita; HB= Hibrido
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Anexo B: Ficha utilizada em campo:

Y s Y FICHA DE PROCESSAMENTO DE PRIMATAS
f: E‘ PPGBA/UFRRI/MESTRADO/RESP ONSAVEL: Monique Oliveira de Macedo Silva
5 o ‘:_’,_g
identificacdo: Data: / /.
Local: Coletor,
Equipe de coleta

Informacoes sobre o animal

Espécie:
Procedéncia: Datade coleta / /
SacrificioSim | ) N3o( )Data: Sexo: Faixa etaria: Infants / Juvenil / Adulto

Anestésico utilizado:

Dosazem: Hora da anestesia/ Hora de término: Precisou de mais? Sim / N3o
Quanto? Hora ds reaplicacdo/ Hora de término:

Observacdes:

Biometrias

Peso: E Circunf. do peito: mm
Comp. da cabecs & corpo: mm Comp. da cauda: mm

M3o direita: mm P& direito: mm
Orelha direita: mm Pescoco: mm
Cbservacbes:

Fémea

Gravida? Sim/N3o Lactando?Sim/ N3o Mamilos: n3o0-estendidos/ estendidos/muito estendidos

Intumescimento da genitalia: normal / pouco / grande
Macho

Testiculo esquerdo: comprimento mm largura: mm

Testiculo direito: comprimento mm largura: mm
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Anexo C: Resultado da avaliacdo subjetiva do fenétipo dos individuos de Callithrix sp.
estudados, com as possiveis espécies de Callithrix que ocorrem na regido Sudeste do Brasil e
que podem estar envolvidas na hibridacdo. Constam para cada individuo: codigo de
identificacdo individual, o sexo, o local de coleta, o fen6tipo das possiveis espécies envolvidas
na hibridacéo e a cor dos tufos auriculares para cada animal (Continuacéo).

Cor dos tufos

Individuo  Sexo Local Fenotipo auriculares
Csp001 M CETAS/RJ/Ibama Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Negra
Csp002 F CETAS/RJ/Ibama Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza
Csp003 M CETAS/RJ/Ibama Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza
Csp004 M CETAS/RJ/Ibama C. jacchus Branco
Csp005 F CETAS/RJ/Ibama Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Claro
Csp006 F CETAS/RJ/Ibama Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza escuro
Csp007 M CETAS/RJ/Ibama Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Claro
Csp008 M CETAS/RJ/Ibama C. jacchus Branco
Csp009 M CETAS/RJ/Ibama Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Claro
Csp010 M JBRJ C. jacchus Branco
Csp011 M JBRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza
Csp012 M JBRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Claro
Csp013 M JBRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Claro
Csp014 F JBRJ C. jacchus Branco
Csp015 F JBRJ C. jacchus Branco
Csp016 M JBRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Claro
Csp017 F JBRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Claro
Csp018 M JBRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Claro
Csp019 M JBRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Escuro
Csp020 F JBRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Claro
Csp021 M JBRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Escuro
Csp022 M JBRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Escuro
Csp023 F JBRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Claro
Csp024 M JBRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Claro
Csp025 M JBRJ C. jacchus Branco
Csp026 M UFRJ Hibrido de C. jacchus e C. aurita al\m/I:rrg(I)arga
Csp027 F UFRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Escuro
Csp028 M UFRJ Hibrido de C. jacchus e C. aurita am:rr(;?arga
Csp029 F UFRJ C. penicillata Negra
Csp030 F UFRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Escuro
Csp031 M UFRJ Hibrido de C. jacchus e C. aurita am:rr(;?arga
Csp032 F UFRJ Hibrido de C. jacchus e C. aurita Cinza Médio
Csp033 M UFRJ Hibrido de C. aurita e C. penicillata Negra
Csp034 F UFRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Escuro

M UFRJ Marrom

Csp035 Hibrido de C. jacchus e C. aurita amarelado
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Anexo C. Continuacao

Csp036 F UFRJ Hibrido de C. aurita e C. penicillata Marrom
Csp037 F UFRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Claro
Csp038 F UFRJ Hibrido de C. jacchus e C. aurita Marrom
Csp039 M UFRJ Hibrido de C. jacchus e C. aurita Marrom
Csp040 M JBRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza
Csp041 M JBRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Claro
Cj1 F CPRJ C. jacchus Branco
Cj2 F CPRJ C. jacchus Branco
Marrom
Cal F CPRI C. aurita amarelada
Marrom
Ca2 M CPRI C. aurita amarelada
Marrom
Ca3 M CPRI C. aurita amarelada
Ca4 F CPR C. aurita al\m/I;rrer?algo
Cpl M CPRJ C. penicillata Negra
CPRJ o _ _ Marrom
HB 1 M Hibrido de C. aurita e C. jacchus amarelada
HB2 M CPRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza Claro
HB 3 F CPRJ Hibrido de C. penicillata e C. geoffroyi Negra
HB 4 F CPRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Negra
HB 5 M CPRJ Hibrido de C. jacchus e C. penicillata Cinza

Csp= Callithrix sp.; M= Macho; F=Fémea; Cj= C .jacchus; Ca= C. aurita; HB= Hibrido
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Anexo D: Valor de RGB dos individuos de Callithrix sp. pertencente aos quatro pontos da face

(1- Tufo auricular direito. 2- Centro da estrela na testa. 3- Face lateral direita. 4-

Topo da cabeca) de cada animal (Continuacéo).

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4
Individuo R G B R G B R G B R G B
Csp001 46 44 45 168 164 129 57 50 40 42 41 39
Csp002 85 76 69 123 110 91 118 101 85 32 26 26
Csp003 50 50 50 157 155 143 43 36 30 56 58 55
Csp004 144 142 129 187 187 177 63 49 38 119 107 91
Csp005 160 156 145 255 255 250 164 136 114 129 113 98
Csp006 81 80 75 199 184 153 48 39 32 47 42 38
Csp007 229 228 208 255 255 245 105 95 85 134 138 139
Csp008 128 127 105 226 228 225 90 80 68 89 85 84
Csp009 97 94 89 232 229 212 124 120 117 65 61 58
Csp010 147 147 135 185 183 168 83 79 67 33 32 28
Csp011 126 125 121 172 168 167 73 70 53 125 126 121
Csp012 156 158 144 244 245 239 75 73 60 56 55 50
Csp013 166 167 151 239 240 234 75 66 48 52 48 39
Csp014 185 186 168 192 186 170 81 70 52 73 69 60
Csp015 187 185 164 207 205 184 118 110 89 77 72 53
Csp016 164 162 141 234 230 203 87 76 56 69 57 31
Csp017 182 182 180 212 212 202 39 34 28 61 58 53
Csp018 157 158 144 176 175 157 79 70 53 47 40 32
Csp019 121 115 99 223 222 204 82 76 54 75 62 46
Csp020 159 154 134 188 185 166 22 19 14 64 57 49
Csp021 44 41 34 195 193 168 35 31 22 51 44 34
Csp022 49 46 41 198 193 171 73 64 47 76 67 50
Csp023 127 124 109 194 193 175 97 80 60 70 58 42
Csp024 150 147 130 212 209 192 91 82 67 61 53 42
Csp025 129 128 108 200 197 178 91 84 66 75 66 48
Csp026 160 154 122 217 195 138 75 57 35 62 58 46
Csp027 118 115 100 220 197 147 79 57 36 85 80 76
Csp028 162 156 124 234 226 190 122 100 51 91 83 62
Csp029 32 32 30 255 251 222 108 91 65 68 64 52
Csp030 128 127 109 253 239 190 106 86 61 133 122 102
Csp031 211 208 175 230 218 160 93 80 45 99 94 75
Csp032 128 116 92 255 246 229 77 55 32 139 124 105
Csp033 44 42 43 255 254 255 112 94 58 115 107 96
Csp034 121 115 91 255 254 255 73 55 41 120 113 96
Csp035 169 160 127 255 249 223 99 80 48 140 131 113
Csp036 124 123 105 255 255 248 140 127 93 109 94 73




82

Anexo D. Continuagéo

Csp037 | 186 185 181 248 244 233 130 115 94 91 86 83
Csp038 | 176 159 141 255 245 239 119 91 70 117 100 90
Csp039 | 152 145 129 255 254 274 117 99 79 92 82 73
Csp040 | 160 157 148 222 222 210 69 59 47 104 94 84
Csp041 | 176 173 154 247 244 229 149 133 100 119 106 89
Ca2 72 54 30 242 225 197 21 19 20 171 130 76
Ca3 116 77 46 246 223 191 18 12 12 91 69 58
Ca4 125 95 69 249 232 214 45 36 37 227 181 129
HB 1 100 71 37 249 223 164 56 34 20 159 118 62
HB2 199 184 161 241 234 224 61 41 30 73 62 58
HB 3 111 108 101 255 253 231 164 151 135 154 151 142
HB 4 70 61 56 255 255 247 135 111 87 115 99 83
HB 5 225 221 196 194 192 171 141 118 87 98 85 69
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ABSTRACT
The besth of Sraternal tins is a chamcmnstc frequendy obianied in calliicisd:. Cyogenstic studies s
demensated haratopoistic chimericm inmnarmosets with the coammence of too cell Enes 2o=346, X X/46 XY
o fermales and males co-twims, without phenotypic changes. Ampification by PCR hae also bosnused to
werify $e presence of the SAY geoe in fenls chimmaerys. O atm was to vensy the ccaumrmeacs of chinserion
uLaﬂ‘uﬁmmuﬂm&kMuhﬁnﬂsmﬁu»hMMy&“«-
joccker and C. pewietilara Blood samplos Som 37 Calliskery sp. individmls wers collectad.
chimriam 2546, X X046, XY was desscted by cytomszetic analyss in fue indvidhols, thres xales and rao
Solos A fagmeat of approximansly 200bp of e S8 gene was amplified = wise femle: with normal
axtoma] penmaiia. The percentage of 32%: of chimenic indnidualy dotecwd in the pressnt study is similar
to that obsarved for pure specimens of Collivkets. Thero dan suggests that bybridization probably doos not
mterfars with $e coqrmance of twin gestation, nor of chimenzn Ahough cytogenstics i the ma ool to
identfy S0 toro coll Imeages prosant In cases of chimana, the anplificaton of the S geoe by PCR has
Eoved to be mars effi ot 1o sdersify the Y chromosoms In cases of chumanic Samale xoyrmosst.
Key words: karyotype, SAY, chimaens, bydadization.

INTRODUCTION Leontopithecus, Saguinus, Cebuella, Mico,

Tha callitrickids are primates of the New World
from the order Primats, Platyrrhini infraceder

Conspuedane lo Destse Mosnenl Nogusm
Farad denisens@uling Iy

Callsthrix, Callimico 20d Callthella (Rylands ot
al 2009), being ths fint owo commonly called
Tamaring and the others, Mammosets. Thsy ame
characterized by their small size and by twin
FUSguancy, sxcept i the ganus Callmco (Mranda
Ribeire 1912) and Callibella (Vaz Roowsalen and

Ae dzad Bras Caence (2017189 (3)
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Anexo E: Artigo sobre quimerismo em Callithrix sp. publicado no periédico Anais da
Academia Brasileira de Ciéncias (Silva et al,2017).
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Van Roosmalea 2003) thar bave only a cub by
pregaancy (Hershkovitz 1977, Haig 1999, Rais ot
al. 2015).

The species that coxpriswe the seaws Calitdiry
(Esxloban 1777), namaly: (. jacchus, C. pesnciilate,
C. gurisa, C. geaffrow, C. flaviceps and C. kuhly
have pregnancy m an average of 145 days, with
dalivenes twice a year (Hill 1926, Clivera ez 2l
2015). In addation to twins, there have bean reports
of barth of single. taple and even quadruple cubs,
being the Last two more common in captivity and
with lowsr rates of individ=al survival (Tardif
ot al. 1984, Swoeeney et 2L 2012, Ward et al.
2014) When mvestigating the twin pregoancy in
Marmessts, Hill (1526) found that the rarins ware
from two occytes and that they shared a sizgic
chonion. Later, Wislocks (1932, 1939) analyzing
the placentas of sweveral fezuale marmosets with
Wi proguancy. confirmed the amastomsosis of the
blood vessels. This anastomoss 15 responsile for
the formation of chimasra indniduals, which Bave
smbryos of &iffereat sexes {Tarkowski 1970).

In humans, ths occxrrence of chinsesism among
mozockonionic Exygotc twins is rare (Dunsford ot
al 19353, Nicholas et 2l. 1957, Rediine 2003, Assaf
stal 2010, Chan etal. 2013}, Itis found mors often
in cattie (Liflze 1916, 1917, Owen 1945, Dunn ot
al. 1568, Padula 2005} 2 well a5 in marmosets
and tamarins (Wislocki 1932, 1939, Abbott 1984,
Haig 1999, Woedi ot al. 2011). In cattis, the whele
gestation taken is approxmmately 290 days and the
amastomosds of the placenta bloed vessels occurs
around the 30* to 40 day of gestation (Almoeida
and Rossade 2012). In this case, the birth of
chimeric fomales results iz the freamartinizm
syndroms, (Lilie 1916, Padula 2005) classied as
a disorder of sexual development (DSD) Meyan-
Wallon 2012} responubie for imtersexuality of
the fomale co-twin with 3 male with consequent
masculinizatica of ber reproductive tract. Most of
froomartin are hermaphrodites, haviag ambiguous

Ax Acad Bras Caene (201T) 89 14)

gexatalia being stertle or misrtle (Herschlor and
Fochhommor 1967, Mcfsly st al 1967, Dunnetal
1968, Padula 2005). This is becanse, = addition to
the celiular axchangs via anastomesds, the passage
of androgenic bormone: alio occurs (Domingues
otal 1990)

Bovine chimaeras presexts the karyotype
20=60 XX/60.XY. Taese two coll lines can be
detected by cultere of the testicular tissue, bone
marow 20d panpheral bloed lymphocytes (Ohno ot
al 1962, Horschlar and Fechhsimar 1967, Eldndge
and Blazak 1876). Furthermore, it is also possible 0
amplify SRY gens sequsnces by Polymerase Chain
Rsacton (PCR) (Mullis st 2l. 1986) to coxfirm the
chimerizm (Padula 2005).

Iz mammals, the SRY gene is locawd on
tho short arm of the Y chromescms, and it iz
respoasible for eoceding 2 protin that, whea
exprossed, mitiates a cascade of events that load
o gezmadal difersatiation. This protein indaces the
formmation of testes that are responsible for releasing
androgsnic hormones that load to phenotypic sexual
diffsrentiaticn in males (Sinclair st al 1990)

Iz calbitrickids, the placental anastomosis
mitiates around the 19™ day and it is complste
arcund the 29™ (Moore ot al. 1985, Haig 1999),
with cases of chimerism always coming from two
or more concepts (Flaig 1999) Ciinaera wnique
cubs have been found, bat this result possibly
comes from the placental anastomosis with 3 co-
twin tiat cams to death followed by reabsorpticn
of therr fetal structures by the matermal organism
(Jaquish et al. 1996). This characteristic 3s common
= famale marmossts and acts 2 3 positive feedback
in respomse to reproductive biology of the species
to exsure the survival of the other twin (Tardif ot
al 1984).

TZs bematopoietic chimserism in mammosets
was firstly detected by comventional cytogenstic
stadios througk the lymphocyte culture from
pecipharal bleod and Sisus cultere of bone mamow,
splosa and thymnus Two cel mes 20=96, 0046, XY
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ware found in marmosets (Beamirschke ot al. 1962,
Benirickke and Srownhull 1963, Gengozian ot al
156+, 1969).

According to the karyotype, chromosome
homogensity is obsarved im fHve species of
Callithrx, excopt for the size and mospbolegy of
the Y chromosome (Nagamach: et al. 1997). In
the White-tufred-ear marmoset, C jacchus, this
chromosoms can be metacsamic, sabmetacentric or
acroceatnic, but iz the Black-tufted-ear marmosst,
C. pemcillata it 33 metacentnic o sebmetacentic
{(Nagamachi ot 2l. 1997).

By PCR analyzes the SRY geme oz the ¥V
chromozoms of males and famales marmosets
ware amplified followed by DNA sequencing
that proved 20 be identical for both males and
females (Morsina 2002, Sanchez-Morgado ot al.
2003, Takabayashi and Eatoh 2011) Most cases of
marmoset chimenisx were studisd m . pacchus,
2 werld-wide species mied in btomedical research.
being the first primats of the New Wozid 10 have its
genome wequenced (Worley st al 2014). Specific
XY chromosoms probes Bave besn developed
a: specific markers of chimerisx i marmosetn,
allowing the precise idsatification of the cell nps
involved (Wedi st al. 2016).

In Brazil, (. jacchws is criginal from the
Caatiaga and Atiantic Forest biomes of Nertheast
and . pemcrliasa 13 natve from the Comdo in
the Brazilian Coatral-Wastera (Herszkownitz 1977)
According to the phenotyps, . jacchuy exhibit
white auricular mfts, gray ceats in face, black
crown and a white spot in the forehead. The back
is light gray with dark streaks and a mrayish brown
tail with white rings asound it. In . pemcililarta,
the auricular tfts are black with blackened face
with 2 shoxy white spot iz the forebead. The back
is bght gray with dark streaks and a black tail
with white rings around it (Olivedra ot al 2015}
Both species wers introduced in the Southeassm
Brazil whare they setiled and have becn mating,
generating hybrid descendants (Mintermeier ot

al 1988, Rylands 1993, 2000, Mahkicwicz ot 2l
2015) mchuding with the native marmoset species
of the Somtheast, . anrita (Nogeedra et al 2011).

Crar goal was to use the cyrogenetic axd the
melecular genetic amalyzes by mean: of PCR
techxique to venfy the occarrencs of hamatopoistic
chmgrism in captive and foe-liviag individaals of
Callitherx sp. n the Stam of Rio de Jansire, Brazl

MATERIALS AND METHODS

Blood samples were collectsd by puncture of the
famsoral veiz of 37 Callithvey sp. individuals (24
males and 12 famale:). Ths species to which the
mdividuals belong could zot be confirmed dus o
ths occwreacs of intermediate phezotypes between
C. jacches aod C. pemciliata, probably resultag
from hybridizaticn. For this reason, we used the
somenclatre Calledhrre 5.

The individuals were from three localites
m tho State of Rio deo Faneiro. Eightcen free-
living mdividmals were caprared ar the Botamical
Gardea of Rio do Janeire/JBRY (22°57 22°59° S
and 43°13.43"14° W) nme were from The Wild
Animals Screening Center/CETAS-RITBAMA
(22°43°73"S and 43°42'28"W) and ten froms the
municipality of Campos dos Goytacaze:, kept in
ths vIvarmm of the Carlos Chagas Filho Insttus of
Bicphyucs, Foderal Univerity of Rio de Fazeiro/
UFRJ.

In each amimal the coloration of the coat
of the back and the head was exammed, with an
erzphazis on the ear refls and the characteristics of
the exterzal genitaba

Ths free-biving individuals wers caprered with
Towsaherwk trap (18 x 18 x 60 cm) 2d subsequently
wdated with Ectamine and Midazolam (10 mgkg,
intramuscular) for biclogical sampls celisctics,
prmen®; 12 mm x 2.1 mm; 0.06g) whick was
Inserted into the mturscapular region. After the full
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were found in marmosets (Bemirschke ot al. 1962,
Benirickke and Srownhull 1963, Gengozian ot al
1964, 1965).

According to the karyotype, chromosomse
homogonsity i3 observed im fve species of
Callithrzy, sxcopt for the izo and mospbolegy of
the Y chromosome (Nagamach: et al. 1997). Iz
the White-tufted-ear marmoset, C jacchus, this
chromesome can be metacsatmic, sobmetacentric or
acroceatnic, but in the Black-tufted-ear marmosst,
C. pemcillata it 13 metacentnic o submetacentic
{(Nagamachi st 2l. 1597).

By PCR analyzes the SRY geme oa the ¥
chromozoms of males and fomales marmosets
were amplified followed by DNA sequencing
that proved o be identical for both males and
females (Morsina 2002, Sanchez-Morgado ot al.
2003, Takabayashi and Eatoh 2011) Most cases of
marmoset chimenisx were studisd m . pacchus,
2 world-wide specios mied in btomedical research.
being the first prizmnats of the New Worid 1o have its
genome wequanced (Worley st al 2014). Specific
XY chromosoms probes bave been developed
s specific markers of chimserisx i marmosetn,
allowing the preciie idsatification of the call npe
involved (Wedi st al 2016).

In Brazil, (. jacchms is criginal from the
Caatingz and Atlantic Forest biomes of Nertheast
and . pemcrliasa 15 natve from the Comdo in
the Brazilian Coatral-Westera (Hersikowntz 1977)
According to the phenotyps, . jacchwy exhibat
white auricular mfts, gray coats in face, black
czomz and a white spot i the forebead. The back
is hight gray with dark stweaks and a mayish brown
tail with white rings around it. In . pemiceilara,
the auricalar tufts are black with blackened face
with 2 shexy white spot i= the forobead. The back
is Hght gray with dark streaks and a black tail
with white rings around it (Olivedra ot al 2015).
Both species wors introduced in the Southbeassem
Brazil whare they setiled and have bicn mating,
gonerating hybrid descendants (Mittermeier ot

al 1988, Rylands 1993, 2000, Mahkicwicz ot 2l
2015) mcluding with ths native marmoset species
of the Somtheast, . anrita (Nogeedra et al 2011).

Crar goal was to use the cytogenetic and the
melecular genetic amalyzes by means of PCR
sechxique o venify the ocomrrence of hamatopoietic
chmgrism in captive and foe-liviag individaals of
Callitherx sp. i the Stam of Rio de Janeire, Brazl

MATERIALS AND METHODS

Blood samploes were collectsd by puncture of the
femsoral veizn of 37 Callithrix sp. individuals (24
males and 12 fomalss). Ths species to which the
mdividuals belong could aot be confirmed dus o
ths occumreacs of imtermediate phezotypes between
C. jacches aod C. pemciliata, probably resultag
from hybridizaticn. For this reason, we used the
somenclature Calledrx 5p.

The individuals were from three localkites
m tho State of Rio do JFameiro. Zighteen frec-
living mdividmals were caprared ar the Botamical
Gardea of Rio do Janeire/JBRY (22°57" 22°59° S
and 43°13.43°14° W) nmme were from The Wild
Animals Screening Center/CETAS-RITBAMA
(22°43°73"S and 43°42'28"W) and ten from the
municipality of Campos dos Goytacazes, kept in
the vivarmm of the Carlos Chagas Filhe Institus of
Bicphyucs, Foderal Univernity of Rio do Fameiro/
UFRJ.

In each amimal tho coloration of the coat
of the back and the head was examimed, with an
erphazis on the sar tafts and the characteristics of
the extermal genitalka

Ths free-biving individuals wers caprared with
Towmahewk tap (18 x 18 x 60 cm) 2nd subsequently
wodited with Ectaming and Midazolam (10 mgkg,
intramuscular) for biological sampls cellsctics,
partnann®; 12 mm x 2.1 mm; 0.06g) whick was
inserted into the mturscapular region. After the full
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Tecovery, the foe-bving individuals were retumed
to thear proper kabitar.

All the precedures parformed are in accordance
with the System of Authonzation and Information
on Bicdiversity/SISBIO (Nwmber 20435-2) and
in the cawe of the amimals of the UFRJ Vivanwm,
they were all registered i the Naticzal Council
of Coatrol of Animal ExperimentaticaCONCEA
{(Nexaber: 01200.002568:2013-87).

CYTOGENETIC ANALYZES

To obtamm metaphasic chromosomes, peripheral
blocd lymphocyte culture was performed
{(Moorbead st al. 1960). The chromociomes
ware staingd with 3% Giemsa solution and the
metaphases ware analyzed undsr an Olympus®
model CH30RFI00 optical microscops, with a
100x objectve.

The best metaphases were selected,
photograpbed and the karyotype of sach individual
was assembled in the Adobe Phososhop® (SS
program, following the orgamizatiom according to
Nagamsach: ot al. (1957).

MOLECULAR ANALYZES

To DNA extractiozn from the whole blood
samplos wo used the saline precipitatica method
(Miller 1988). Genomic DNA was quaatfied in
specrophotometry (NaneDzrop ND-2000, Tharme
Sciencfic®).

For PCR. Forward {5 “TACAGG CCATGC
ACA GAG AG-3") and Reverwe (5 - CTA GCG
GGT GTT CCATIG TT-3") primars ware weed for
axmpliification of 3 Sagmeean of approximsasely 200bp
of e SRY gene (Okveira ot al 2010). The primer
3ot was designod based in the SKY geoe sequence
of 835 bp generated by Morsira (2002) 10 anplify
the region which mcludes the delsSon of bpm (.
anrrta. The PCR product was sequenced and then
Tool (BLAST- blast.ncbi alm =ih gov/Blast.cgl) to

An Acad Brax Chenc (2017) 89 (4)

ccafirm the SRY origin of the amplified fapment
coxsiderizng that there are other genes a3 Sox 3
fouxnd oa the X-ciromoescme of sntherian mammals
(Graves 1996) that can preseae 50% of ammoacad
simiarity with the HMG box o SRY. With at
Isast 100 sequeaces aligned thars ware uignificaxt
sizalanty only with SRY gens sequence in mamy
Primate species, confirming the SRY cnigm of the
sequences amplified from the samples analyzed
bere. Each PCR roacton of 10 pl comsisted of 1X
Bufor solation; 3 mM MzCI 2; 0.2 M dNTPs: 1
1M of sach primer; 125U of Tag DNA Polymanase
and 10 20 20 ag/kl of genomic DNA. The reactions
were axplified in the thermocycler (Proffex™
PCR Svstem  Appllied Riosystems’® Thermalisher
Inc), with the following temperature cycles: mitial
dexaturatica 2t $4°C for § min, followsd by 30
cycles at 94°C for 1 mam, 55°C for | miz and 72°C
dering 1 min, ending with 3 penod of extexsicn at
72°Cfor 10 mim.

PCR products wore separated by slectrophorsais
in 5% pelyacrylamado gol at 100V / 1k In cach gel
besides the PCR prodact of the samples analyzed
we also incindsd a molecular weight marker
(100 pb DNA Iadder), a m2ls and Smale pouitive
control and a negative control reaction with ulma-
peme water imstead of DNA to venfy cccumencs of
ceatamination of the reagents. The zel reault was
ovaluated after staming with 0.2% silver aitrme
solution aad the gel Image was captured using the
cansillumizator apparatus software (1P Locows
otechnology )

RESULTS

The analyzes of morphelomcal traits such as
the presence of the white spot on the forsiead
charactanistic of C. gacchus axnd . peniceliata, was
presant in all individmals analyzed. The colomation
of the bead coat and auncular rafts presented a
gradaticn from biack to white. On the back of the
individuals a vanation in color from light gray %o
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decp brown with transverse sooaks were cbhienved.
On the tail, lighter cclored rings around it was
presaxmt. Theso characteristics contbuted to classfy
23 hybeids, Callithrsx sp., the individuals smdied.
The amalyzes of the external genitalia showed to be
normal for both famales, with the normal laba and
vulva, as for the males, with scromum and penis,

From the 37 individuals of Callithrix sp.
studied cytogonstic amalyzes was successful in
20 individ=mals, being J famales and 15 males
{Table I). In the remaixing 17, it was nct possible
to obtain a result by this methedeology. The
analyzes of the karyotypes revealed 2 diploid
number 2n=46,XX or XY, NF=74, beizg the X
caromosome submetaceatric and the Y metacensic,
corresponding to the morphology described for
(. pacchus and . pemiciliata. The bamatopoietic
chimeniam 2n=46 X496 XY was detected m five
of the 20 analyzed individmals of Callithrix sp.,
baing thres male: and two females Figure 1).

Amplification of the 200 bp T8F gene fazment
occumed in samples fom 22 males of Callithry
sp. In caly cos sample, there was no amplfication,
probably dus o the poor DNA qualiry (Tabls IT).
In tho famales, from tha 13 studicd amplification
of SKY gone fagment occxzed m seven, nclpding
a famalo in which hematopoietic chimorizm had
alrcady besz detected in the cyrogemetic amalyzes.
With respect to the other chimeric feoale detected
by cytogemstics, we suppose that thore was no
amplification of the SRY geoe, becanse of e low
quakity of the DNA extracted (Table II).

DISCUSSION

Hybridization in Colinthrix was primarily
izvestigated in captvity (Coimbra-Filhe 1970,
Coimbra-Filho and Maia 1976. Cotmbra-Filho
st al 1976, Rylands 1993) being also reported
ia hybridization zones whare Callirkrrx spocies
ongaally cccurs (Henskkovitz 1975, Rylands etal
200Q. Arnoid and Meyer 200€). Since the 1950,

Buman intervantion bas bosa 2sscciated with the
razge sxpansion of both species (Viemra 1995,
Avila-Pirss 1969) and recsatly mterboesding of
Jacchus and . pemcilicta m Sonthexstern Brazid,
Bave been alic confrmed in anthopogenic hybmd
zooes (Mahikiswicz ot 2l 2015, Cazaretal 2017).

Toepreseace of two call ingages Jnedi Y00 XY
m Callithriy, comes from the cellnlar axchange via
placental anastomosis betwsen hetsrosexual twms
(Beniriciko ot al. 1962, Goagozian o al. 1964).
Tas fequent occmrence of chimerium (Ardito ot
al 1995, Geagoziax ot al. 1980) in callitichids may
©e rolated to evolntiozary aspocts abous thedr social
systems (Eaig 1999). In theso animals, parental
care depends om the father and other memben
of the zroup other than ths mother, explained by
the high-enargy costs that the fomale would have
for the crsation of twims with two buths per year
(Saztos and Martzms 2000). According to Rows stal
(2007), the chimaric linoages could generate sizms
of recognition of kinship between the moembers
of the group through the genomuc and phenotypic
bomogensity betwosa the individaals This may be
ons of the reasons that conld explain the umusual
atraction of the father by the cubs, which would
favor the paternal and alloparemtal care in the

Anomalies iz the extermal gem:italia of
chimasra imdividuals Bave oot bean reported i the
cases studied 30 far tn Callithrex. Howover, in 2
femzle chimaeny of Leomtopithecws chrysomelas
(20=46 X/46 XY) clitoris enlargement and
comtriction of the vulvar opsaing wors described
(Goldschmidt ot al. 2005). In the present stady,
the phenotyps of the extemal genitalia was zormal
iz males and females with chimerism, which
corroborares previous studies that descrmibed
that Caflithriy chimaeras are normal azd fertle
(Beairschko ot al. 1962, Ardito ot al 1985),

The detectica of the chimerizm cccumred In
32% of ths total oumber of sampled individmals of
Callrtherx 5p., free-lving and captive in the Staw of

Ac Acad Broax Chene {2017 8% (4)
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TABLET
Cellhular lincages of the 20 ndividuals of ColESirme sp., with the dipledd number, the Mentification osde, ses, slte xad
perocstage of the chimerizm sharved for cach imdividual | | Nember of setaphases fosl for cach coll Bacape.

%

Tenlivadusl Sen Apc S Celluler Lisceg=
CETASRIVTRAMA

Cog M Nevende M6 XVTI9) 0
CETAS-RVIBAMA

CapO2 ¥ Ad 2 X[ SJH6XY]2] 5%,
(FTAS-RITRAMA

Coplid M Aduk a6 XYV 0
CETASRMBAMA

CaplS F Adid w26 XK 14) n
CETAS-RVIBAMA

Cigne F AdiX Ay d6 XX[SIREXYIS] oM
CETASRATEAMA

Copli)? M Ak Zu=d6 30X]5) 0
CETAS-RATBAMS

CupiR M Adux I35 YT 0
CETASRNTREAMA

Copnd M Juvesile D6 XA, XY]S] 0%

Cap0lO M A § ) Sands XY 0

Cup011 M Aduk &R Sued KY[3) 0

Caplll2 M Adud TR s XYI15) n

CagOt3 M Aduk R 2yed6 XX[SHEX Y]] 45%

Caglld 5 Adk BRI 06,3030 0

Cupllé M y—— BR et X 3JSEXVT] T5m

Cog017 F Aduk JERS 2e=26XX111] 0

Capdi21 M Juvezile JBR3 w36 XY[5] 0

Cop22 M Aduk =R Sued KVT10) )

Coapli24 M Arvemde R T XYT6) o

Cagii2S M Aduk R Jneds XYT100 o

Cp40 M Adk BRI 20yt XY T6] 0

Cagre Callishrex s, M Malc, Fo Fomale

An Acad Bras Chenc (2N T) 89 (4)
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45 0(]5)4a, XYT25) [ ] Number of metighuoes fisnd for cach ool lieage

Kio de Jansiro, Brazl, by means of the cytogenstic
anzlyzas and molecular amplification of the SRY
gene by PCR. The PCR tochnigus mads it posuible
to detect the preseace of the SRY gene m 2 Largec
number of famales compared to cytogemetic
amalyzes.

Through cytogenstic amalyvzes, it was possible
to identify chimeriam m 13.5% of Callthrix sp.
sampled. The low perceatage of success i call
culture by this tecinique may be ralated to the

fact thar the marmosets aro aminsals weighing on
averzge 350g (Obiveira st 2l. 2015), which reduces
the total blood volume that can be collectsd. In
additon, comiidering that obtanming metapkaie
chromozomes depsnds ca approxmately 30% of
cxculating nuclearsd white cells, the low zumber
of metzphases analyzed in this study may have
come from the small volums of blood collected
from each mdividual also sbared with molocular

analyzos.
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TABLE DN
Callshrzy wp. (13 mades and 7 fermales) vamples wherr »
200 by fragmesd af the SEF gene was amplificd by PCR,
imctudiz ¢ shentificwtin code, sex. ape a=d wie

Individue Seve  Tdad Lol g~
Cqg0id M Adde e -
Copltt M Juvend  Cipaee) -
Cg0t6 7 Add CETASRU -
Copl0T M Adudn R -
Cp0os M Addn AR -
Cop0o M Juvea  Cooaeed .
Cxli0 M Addu R .
CpOil M Addw =R -
CapOl2 M Adulo R -
CgOl) M Aduke Y .
Cxdls F  Addu BRI -
Coplleé M Juvend R .
Cqi? F Addo R -
CopOl® M Adulo R -
Cxli9 M Addw Ry -
Cp@i M Juvesd .58 -
Copl22 M Adudn R .
Cx24 M Addu 1ER -
CopdS M Addu ER .
o2y M Adido FRy -
Cop29 F Adulo FR .
Cgd0 F Al =R .
Cpdl M Addy 1FR -
Copil) M Adudn 1FR -
Cgds M Adde FR -
CopiDé F Adde 1FR .
Cxt3T F  Adlo FRI -
Cg0¥ M Addu ¥R -
Cgded M Aduks Y .
Capldl M Addu ARy -

Cgre Callttior wp , M= Mde F» Fouale, += jyoence SRY
gene

Ax Acad Brax Camc {27189 (2)

Inmolecular gematic analyzss, the amplification
of 200 bp of the SRY gene by the PCR technique
was saccessful In approximately 78% of the toal
sampled (23 male: and 7 famales). Iz six females
(46.15%) where the 2o=36 XY csll Gnsage bad oot
been detected by cytogenstic amalyzes, the PCR
tecknique proved 10 be efectve in demomstatag
the pressoce of the SRY gens that is probably a
cezseguence of the sxchange of cells in these
3 icall 1 individuals with 1
ancmalios.

T2s camses of non-phenctypic alteratiom may
be mlated o the existence of protection mechandizms
that minimize the eFects of the male twinzing
of the co-rwin. Some of these mechaxmisms ware
assumed by Franch ot a2l (201€), wkich compare
the reproductive and survival potential of at Jeast
cze male co-rwim callirichids females with nom-
co-twin males and also analyzed the coding regicas
of gsnes linked %o sexual diferentiation In the
£rst case, oo significant differences were observed
between mals and non-fomale co-twin females,
showing that the presemce of males in gesmtien
does not altsr the reproductive behavior nor
infinence co the survival of these famales. Alrsady
in e second case, amino acid substtations of the
protsdns axpressed from tha candidate zenss bave
beexn obiarved to be responiible for the offects
of endocrine regzlation of the anti-Mallsriaz
(AMH) bommones azd starcids that are aszociated
with sexual difercmtistion m mammals. These
substmutions predicted In programs that asess the
mainly significant for the AMH system which,
according to the authors reduce the chanmeling of
early reproduactive devslopmant toward the male
PEeaoTyRe.

Although there has beez mors success in
SRY gene zmplfication by PCR. the mse of this
methodology alome is mo: smough o prove the
occumence of chimerism In normal males, this
gens is normally located oa therr Y chromcicma,
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=4 in the famales, the prewence of the SRV geze
may alio be from ranslocaton or unequal crossing-
over during Meiosis. A similar case was amalyzed
by Sanchez-Morgado ot al (2003), who stadied 2
famale Callithrix paccimes, with atypacal extarnal
genitaba exlubitng only one opeaing to the wrethra,
without %e presance of vulva or miticles. By PCR,
the SRY gene were amplifiod and the sequencing
did 202 reveal mutatica leading the aunthors to
diag=o3e 25 an XY femmale, probably considening
tho abzmormalities of the externmal geaitalia.
Nevartheless, I our wew, dus to the prewncs of 2
normal TRY gene, 12 was expected that the mdividual
presanted testes mmstead of ovanres. Howsver, e
karyotype analyzas was oot parformed to 2scsrtain
whaether there was caly cos cell line, 20=36 XY ox
the chimeric line 20=46 JOU46 XY.

A mothodology developed by Wed: et al
{2016) sesxas to be 2 switable ideatification of the
coll hine with chimerism. The authors developed
probes for Flucrsscant v sutw bybridization (FISH)
ofthe X and Y chromozomes of marmotets thatcan
be used for any nucleated coll, allowing to identify
procisely m which cellular types the chimerizsm
occurs. In the abssnce of cells i metaphases
originated from periphberal bleod lymphocyts
culture, interphase and metaphaie cells obtained
from other cultures suck as the maedulla, liver and
splean may bs used. In addition, as 2 zingle cell-
based cytelogical sexing techniqus it would not be
questicaed 2bout contamination of various types
of biclogcal sampls with blood, diffsrently from
othar techniques that could produce falie positives
in melation to bleed anclsasd coll contamimation.

Taus, we smplasize the importanmce of
performing cytogsastic and molecular azalyzes
to diagnose chimerises in mammals, takiag into
account the Emitatica: of both techniques azd the
posssbility of errors in the interpretation of the
Tesnlt obtained only by PCR azplification of e
SRY gezs or based on the chamacteristics of the
extarnal genitalia.

The percentage of 32% of chimenc individaals
deotectod in the presemt wmtudy is close to that
observed by other authors in mammesets who
anaiyzed 3 sampls number similar to that reported
Bere (Ardito et 2l. 1995, Geagozian ot 2l. 1964)
m the calbimchids. These data demonstrate that
Evbridization probably does not interfers with the
occurrence of twin gestation, mor of chimenim.
This is corroborated by the studiss with Callihror
3p. {C. pocchur x . penicriiara) fertle hybnids in
capuvity (Coimbra-Filho and Maia 1976, Coimsbra-
Filho ot 2l. 1976) and free-lvang mn bybridization
zones (Hershkovitx 1975). High lovels of farglity
in chimeric mdividuals was demsonsrated by Ardito
ot al. (199%), whoere famales 20=46 X456 XY
Senarated more concepts than femsales 20=46 300

Althoungh cytogenetcs 1z the mam tool to
identfy tze two cell Ineages present in cases of
chimerism, the amplification of the SKY gens by
PCR mmst be used to identify the Y chromosome
mainly i females. A mulsdisciplimary approach
wing the confirmaticnof chimaerism by cytogemetics
and molecular genstics together with the clmical
examination, histological analyzes of geaads,
Sormonal dosage, and behavioral assesiment
with a focus on pater=al and alloparental care can
provide a mers comprebeniive famawork of the
implicaticas of chamerism = marmesets.
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