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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar os principais mecanismos responsdveis pela
variabilidade cariotipica e sua possivel implicag¢do na distribui¢do de quatro espécies de
Akodon ocorrentes no Estado do Parand. Os dados mostraram que este género tem uma
ampla distribuicao no Parand, tendo sido registrado em 28 localidades Foram analisados
espécimes provenientes do banco de dados do Laboratério de Citogenética Animal da
UFPR (350 exemplares) e de coletas realizadas (10 exemplares). Apds a preparacdo
citoldgica, aplicagdo de coloracdo comum e diferentes técnicas de bandeamento, os
dados analisados evidenciaram uma alta variabilidade cariotipica em duas das espécies e
constancia nas demais. A distribui¢do geografica do gé€nero, de acordo com os achados
cariotipicos, mostrou que o limite a oeste foi o municipio de Foz do Iguacu, a leste, a
baia de Guaraquecaba, ao norte, Londrina e ao sul, Mangueirinha. No Parand, suas
espécies habitam principalmente formacdes do bioma Mata Atlantica. A espécie Akodon
cursor (ACU, 58 fémeas : 75 machos), que ocorreu em 3 localidades na Serra do Mar e
baixada litordnea (mun. de Guaraquecaba), apresentou variagdes tanto no 2n (14, 15 e
16) como no NA (18 a 24), face a ocorréncia de um rearranjo complexo envolvendo
fusdo-fissdo céntrica mais inversdo pericéntrica, no par 1 e inversdes pericéntricas nos
pares 2 e 3. Na forma com 2n = 16 os pares la e 1b apresentam morfologia
submetacétrica, em 2n = 14 eles se encontram rearranjados formando o par 1, que é
metacéntrico. O 2n = 15 apresenta a condicdo heterozigota com a presenca de trés
cromossomos fmpares: 1, 1a e 1b. Em bandamento G foi possivel observar a homologia
entre estes cromossomos. A. montensis (AMO) foi a que apresentou a distribuicdo mais
ampla — 23 localidades — e mostrou uma variacdo cromossOmica numérica em seu
caridtipo (2n = 24 a 26; NA = 42, 44 e 46; mosaicismo, 2n = 24/25; NA = 42/44),
devida a presenca de até dois cromossomos B, que exibiram morfologia subtelocéntrica.
Nesta espécie também se observou variagdes na morfologia do cromossomo Y (que se
apresentou acrocéntrico, submetacéntrico e metacéntrico), decorrentes, possivelmente,
de inversdes pericéntricas. Tanto Akodon paranaensis (APA, 2n = 44; NA = 44) como
Akodon serrensis (ASE, 2n = 46; NA = 46) apresentaram estabilidade cariotipica ao
longo de suas distribuigdes. O APA (13 localidades) teve uma distribuicdo mais ampla
que o ASE (quatro). As ocorréncias de simpatria foram observadas entre AMO e APA
(7 das localidades), ACU e AMO (3 localidades) e entre AMO, APA e ASE (trés

localidades), indicando que este fendmeno € uma caracteristica comum ao género.



1. INTRODUCAO

1. ASPECTOS GERAIS DE RODENTIA

Os roedores (Ordem Rodentia) compdem um grupo antigo, surgido no
Paleoceno da América do Norte e Asia hd cerca de 56 milhdes de anos e desde entio
constituem importantes membros da maioria das faunas terrestres (VAUGHAN et al,
2000). As suas principais caracteristicas sdo: a presenca de um par de incisivos que
crescem continuamente e que possuem esmalte apenas na face anterior, que faz com que
sejam continuamente afiados, e um grande diastema (espago) entre os incisivos e pré-
molares (ou molares), resultante da perda dos caninos e outros dentes. Essa
configuracdo bdsica permitiu que os roedores explorassem uma ampla gama de

alimentos e colonizassem quase todos os ambientes terrestres.

Eles estdo presentes em todo o mundo exceto a Antdrtida, Nova Zelandia e
algumas ilhas oceénicas. Sua diversidade ecoldgica é enorme: alguns podem passar a
vida inteira no dossel da floresta, enquanto outros jamais deixam o chdo; alguns
possuem um hdbito semi-aquético, enquanto outros se especializaram em ambientes
desérticos; grande parte deles é onivora ou herbivora, mas hd aqueles que se alimentem
de fungos, insetos e até mesmo peixes. Possuem também uma enorme variedade de
formas e tamanhos sendo que o menor roedor atual é o camundongo-pigmeu Africano
(Mus minutoides), que possui 5 gramas, e o maior, a capivara (Hydrochoerus
hydrochaeris), que pode chegar a mais de 50 quilogramas. O maior roedor que ja existiu
€ o extinto Phoberomys pattersoni, que possuia 4,5 metros de comprimento, inclusa a

cauda, e se acredita que poderia pesar 700 quilogramas (ALEXANDER, 2003).

A ordem Rodentia possui cerca de 2200 espécies distribuidas em mais de 30
familias, o que corresponde a pouco mais de 40% das espécies atuais de mamiferos
(WILSON e REEDER, 2005), sendo que mais de 400 delas ocorrem na América do Sul,
cerca de 43% da fauna de mamiferos de continente (REIG, 1984). Com base em
evidéncias morfolégicas e moleculares, WILSON e REEDER (2005) propdem a divisdo

da ordem Rodentia em cinco subordens:



- Anomaluromorpha, que abrange duas familias de roedores africanos (4 géneros e 9
espécies);

- Hystricomorpha, que inclui chinchilas, porcos-espinho, ratos-de-espinho, capivaras,
entre outros (18 familias, 77 gé€neros e 290 espécies);

- Castorimorpha, que inclui castores e ratos-canguru (3 familias, 7 géneros e 62
espécies);

- Sciuromorpha, que engloba esquilos e outros (3 familias, 61 géneros e 307 espécies);

- Myomorpha, que inclui ratos-saltadores, hamsters, ratos e camundongos (7 familias,

323 géneros e 1569 espécies).

2. ORIGEM, DIFERENCIACAO E DIVERSIDADE DE SIGMODONTINAE

Dentro da Subordem Myomorpha se encontra a familia Cricetidae, que possui
como subfamilias Arvicolinae, Cricetinae, Tylomyinae, Neotominae e Sigmodontinae.
Estes 1ltimos englobam, respectivamente, roedores predominantemente norte-
americanos e sul-americanos. O primeiro a sugerir esta dicotomia entre os roedores do
Novo Mundo foi RINKER (1954), com um estudo comparativo de roedores de ambos
continentes. HOOPER e MUSSER (1964) reforcam essa separagdo com a indicagdo de
dois padrdes de glande peniana: o tipo “complexo”, que seria mais antigo e pertencente
aos sigmodontinos, e o simples, mais derivado e proprio dos neotominos. Essa

classificagdo foi consolidada e as denominag¢des formalizadas em REIG (1980).

De acordo com PARDINAS et al. (2002), fundamentando-se em registro fossil,
os primeiros sigmodontinos possuem uma origem norte-americana, sendo que o
aparecimento do grupo se deu entre 9 e 16 milhdes de anos atrds, com o género
Copemys. A diversificacdo da subfamilia e a invasdo do continente sul-americano sao o

centro de um debate que possui diversas hipdteses.

A hipdtese classica postula que grande parte da diversificagio dos
sigmodontinos se deu na América do Norte e que eles sio membros recentes da fauna
sul-americana. A invasdo do continente teria ocorrido durante o Grande IntercAmbio
Bidtico Americano no Plioceno, apds o estabelecimento da ponte panamenha
(PATTERSON e PASCUAL, 1972; SIMPSON 1950, 1969). O principal argumento

desta hipétese é o registro féssil, sendo que as formas mais antigas encontradas na



América do Sul datam do Plioceno Inferior (5 a 4 milhdes de anos atrds) e pertencem as

tribos Akodontini e Phyllotini (PARDINAS et al, 2002).

Uma hipétese alternativa, proposta por HERSHKOVITZ (1966, 1972) e
sustentada por outros autores (SAVAGE, 1974; REIG, 1984), diz que a atual
diversidade e o endemismo dos sigmodontinos sul-americanos ndo podem ser
explicados pelo modelo acima. A invasdo da América do Sul seria mais antiga, no
Mioceno Inferior (20 milhdes de anos atrds), e teria ocorrido por dispersdo aqudtica
passiva, por meio de jangadas. A diferenciacdo dos gé€neros e espécies teria se dado
apés a colonizacdo do continente em eventos cladogénicos locais, ao longo da

cordilheira dos Andes (REIG, 1984).

Além destas, hd uma hipdtese temporal intermediaria elaborada por
MARSHALL (1979), corroborada por estudos moleculares (ENGEL et al, 1998;
SMITH e PATTON, 1999), que propde que a invasdo teria se dado a partir da América
Central, entre 7 e 5 milhdes de anos atrds, sendo que dois eventos importantes nessa
época teriam possibilitado isso: uma acentuada queda no nivel do mar causada pelo
aumento das calotas polares, que reduziria a barreira marinha entre a América Central e
do Sul, facilitando assim a dispersdo aqudtica por meio de jangadas, e o inicio da

formacdo dos Andes, que criou novos habitats a serem explorados.

REIG (1980) divide os cricetideos neotropicais (Sigmodontinae) em sete tribos
distintas: Oryzomyini, Akodontinae, Phyllotini, Ichthyomyini, Scapteromyini,
Sigmodontini ¢ Wiedomyini, sendo que quatro géneros (Abrawayaomys, Punomys,
Rhagomys e Zygodontomys) ficam sendo incertae sedis, sem relacdo precisa com os
demais. Trabalhos posteriores baseados em evidéncias moleculares (SMITH e
PATTON, 1999; D’ELIA, 2003; D’ELIA et al, 2006) colocam Sigmodontini e
Ichthyomyini na base da radiagdo dos sigmodontinos, que formam um clado irmdo das
tribos restantes, agrupadas como Oryzomyalia por STEPPAN et al (2004). A relacdo
entre estas tribos ndo € bem definida, sendo que continuam sendo reconhecidas
Oryzomyini, Phyllotini, Akodontini e Wiedomyini. Thomasomyini é elevada a
categoria de tribo por abrigar géneros que costumavam ser classificados como

orizominos. Os scapterominos sdo inclusos em Akodontini e um agrupamento, ainda em



vias de ser formalizado, retine os géneros Abrothrix, Chelemys, Geoxus e Notiomys,

além de diversos géneros permanecerem como incertae sedis.

A tribo Akodontini compreende atualmente 14 géneros: Akodon, Bibimys,
Blarinomys, Brucepattersonious, Deltamys, Juscelinomys, Kunsia, Lenoxus, Necromys,
Oxymycterus, Podoxymys, Scapteromys, Thalpomys e Thaptomys (D’ELIA, 2003). O
Laboratério de Citogenética Animal da UFPR possui em seus registros espécimes de

Akodon, Necromys, Oxymycterus, Scapteromys ¢ Thaptomys, coletados no Parana.

3. CARACTERISTICAS GERAIS E VARIACAO CROMOSSOMICA EM AKODON

Entre estes, destaca-se o género Akodon por conter, na América do Sul,
principalmente no Brasil e Argentina, o maior nimero de espécies (mais de 40), sendo
que novas espécies continuam a ser descritas (BRAUN et al, 2000; CHIRSTOFF et al,
2000; DIAZ et al, 1999; GONZALEZ et al, 1998; HERSHKOVITZ, 1990; MYERS e
PATTON, 1989; PARDINAS et al 2005). De maneira geral, os membros deste género
possuem uma forma semelhante a um rato, dieta onivora, pelagem aveludada tendendo a
coloragdo verde-olivicea, bruno-pédlida ou cinzenta, com a cauda igual ou menor ao
comprimento do corpo mais cabegca e garras normais. S@o tipicamente terrestres,
galericolas ou subterraneos. Neste gé€nero estdo agrupadas espécies fenotipicamente
similares, algumas das quais de dificil separacdo taxondmica, o que contrasta com a sua
enorme multiformidade cariotipica. O menor ndmero dipldide, 2n = 10, pertence a uma
espécie ainda ndo descrita (SILVA e YONENAGA-YASSUDA, 1998), e o maior, 2n =
46, a Akodon serrensis (SBALQUEIRO 1989, CHRISTOFF et al, 2000). Ao menos
quatro espécies de Akodon ocorrem no Parana: A. cursor, A. montensis, A. paranaensis
e A. serrensis. Uma caracteristica marcadora do caridtipo do grupo € a presenca de um

pequeno par metacéntrico no complemento autossdmico de todas as espécies.

O Akodon cursor pode apresentar 2n = 14, 15 ou 16 devido a um rearranjo
complexo dos pares cromossdmicos la e 1b, além de inversdes pericéntricas nos pares 2
e 3, que fazem com que seu nimero de bracos longos (NA) varie de 18 a 26
(FAGUNDES et al, 1998; SBALQUEIRO e NASCIMENTO, 1996). Também ha
registros da ocorréncia de espécimes com trissomia do par 7 e a presenca de fémeas XO,

devido a perda de um cromossomo sexual (FAGUNDES et al, 1998). Em estudos



comparativos dos diferentes citdtipos desta espécie, utilizando as técnicas de banda-G e
pintura cromossomica, FAGUNDES et al. (1997) sugerem que o 2n = 16 seja a forma
ancestral da de 14 cromossomos, devido & presenca de seqiiéncias teloméricas

intersticiais no cromossomo resultante do rearranjo dos pares la e 1b.

O polimorfismo cromossdmico existente em A. montensis, que pode possuir de
24 a 26 cromossomos, ¢ devido a presenca de 0 a 2 cromossomos supranumerarios.
FAGUNDES e YONENAGA-YASSUDA (1998) descreveram a ocorréncia de regides
organizadoras de nucléolo nos cromossomos acessOrios e sugerem que isso pode ser
devido ao processo de estabilizacdo da reducdo recente do nimero dipldide desta
espécie. Ha registros de ocorréncia de machos XYY de A. montensis (SBALQUEIRO,
1989), FAGUNDES et al (2000) descrevem a ocorréncia de fémeas XY devido a uma

translocacdo em A. montensis.

A. cursor e A. montensis, juntamente com A. sp (2n = 10) formam um complexo
de espécies indistinguiveis morfologicamente e proximas filogeneticamente (GEISE et
al, 2001; SILVA et al, 2006). Além de possuirem cariétipos discrepantes, as espécies A.
cursor e A. montensis podem ser diferenciadas pela vesicula biliar, presenga na primeira
e auséncia na segunda (GEISE et al, 2004), e caracteres craniométricos (GEISE et al,

2005).

De modo geral, A. paranaensis (2n = 44) e A. serrensis (2n = 46) apresentam
caridtipos estdveis, sendo que todos o0s cromossomos, inclusive os sexuais, sdo
acrocéntricos, exceto pelo pequeno par de metacéntricos, marcador do género. No
entanto, em Akodon paranaensis ha relatos de fé€meas X0 e machos XXY

(SBALQUEIRO, 1989).

4. OBJETIVOS

Tendo em vista as consideragdes acima, objetivamos avaliar os principais

mecanismos responsdveis pela variabilidade cariotipica observada entre as diferentes

espécies de roedores de Akodon e sua distribuicdo geografica no Estado do Parana.



Para atingir tais objetivos, foram realizados estudos citogenéticos das espécies
deste género, origindrias de 28 diferentes regides de coletas no Estado do Parand, sendo
trés do presente trabalho e 25 do levantamento dos dados pertencentes ao acervo do

Laboratdrio de Citogenética Animal, Departamento de Genética da UFPR.

Desta forma, as seguintes etapas serdo obedecidas:

a) descrigdo dos caridtipos encontrados, estabelecendo seus padroes de
bandeamentos - C, G e regides organizadoras de nucléolos;

b) levantamento dos dados citogenéticos protocolados no Laboratério de
Citogenética Animal;

c¢) avaliacdo da variabilidade cariotipica e sua distribui¢do geografica no Estado

do Parana.



II. MATERIAL E METODOS

1. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra considerada é composta por um total de 360 exemplares (147 fémeas
e 213 machos) de quatro espécies de Akodon, coletados em 28 diferentes locais do
Estado do Parand. Para o presente trabalho foram utilizados dados provenientes de
coletas em trés novas localidades (Balsa Nova, Palmeira e Barro Preto, em Sdo José dos
Pinhais) e aqueles do acervo do Laboratério de Citogenética Animal. Na Tab. 01 e Fig.

01 estdo, respectivamente, relacionados e apontados as 28 localidades.

A captura dos animais foi feito utilizando-se armadilhas de arame galvanizado

(do tipo “life trap™), senda a isca composta de rodelas de milho com amendoim.

Os exemplares capturados foram registrados com a letra “P” seguida de um
ndmero seqiiencial, que é o protocolo adotado no Laboratério de Citogenética Animal
da UFPR. Todos os animais coletados foram taxidermizados, preparados os cranios, e

tombados no acervo do Laboratério de Citogenética Animal (UFPR).



Tab. 01 — Locais e nimero de exemplares das quatro espécies de Akodon coletadas no

Parand. Entre parénteses estdo a quantidade de fémeas (F) e machos (M).

Espécie
Local A.cursor A.montensis A.paranaensis A.serrensis
Regido Metropolitana de Curitiba
1. Guaraquecaba 125 (57 F: 68 M)
2. Antonina 3(1F:2M)
3. Morretes 55M) 5(lF:4M)
4. Campina Grande do Sul 1 (1 M) 3Q2F:1M)
5. Quatro Barras TQR2F:5M) 6(2F:4M)
6. Piraquara 103F:7M) 112F:9M) 42F:2M)
7.1. Sdo José dos Pinhais 25(10F: 15M) 15(7F:8M) 33M)
7.2.S. José dos Pinhais — Barro Preto 3Q2F:1M)
8. Tijucas do Sul S5(LF:4M) 12 (8 F:4 M) 2(2M)
9. Colombo 7(2F:5M) 3(3M)
10. Curitiba 1(1F 21 (11 F: 10 M)
11. Mandirituba 42F:2M) 6(2F:4M)
12. Vale do Ribeira 1(1F
13. Almirante Tamandaré 3Q2F:1M)
14. Araucdria 2(2M) 13(5F:8M)
15. Campo Largo 6(1F:5M)
16. Balsa Nova 42F:2M)
Regido Centro-Oriental
17. Jaguariaiva 2(0F:1M)
18. Arapoti 2(0F:1M)
19. Telémaco Borba 1(1M)
20. Palmeira 3(LF:2M)
Regido Sudeste
21. Séo Joao do Triunfo 42F:2M)
22. Sao Mateus do Sul 6(2F:4M) 1(1M)
23. Cruz Machado 2(1F:1M)
Regido Norte-Central
24. Londrina TQR2F:5M)
Regido Centro-Sul
25. Pinhdo 4(BF:1M) 2(1F:1M)
26. Mangueirinha 3(1F:2M)
Regido Oeste
27. Trés Barras do Parana 2(1F:1M)
28. Foz do Iguagu 5QF:3M)
Total = 360 (147 F : 213 M) 133 (58 F: 715 M) 111 (42F:69M) | 101 (43F:58M) | 15@4F:11 M)




Fig. 01 — Locais de coletas das quatro espécies Akodon no Estado do Parand, de acordo

com a Tab. O1.

2. METODOS CITOGENETICOS

2.1. PREPARACAO MITOTICA

A preparacdo mitdtica para obtencao de metédfases seguiu a técnica descrita em

FORD e HAMERTON (1956), com as modificacdes feitas em SBALQUEIRO (1989):

- Injetar intraperitonialmente 1ml de solugdo de colchicina (incubada a 37°C) para cada
100g de peso do animal.

- Ap6s 1 hora, sacrificar o animal.

- Efetuar uma incisdo na regido ventral para a retirada dos fémures.

- Cortar as epifises dos fémures e, por meio de uma seringa contendo solucio hipotdnica
(KC1 0,0075M), transferir o material medular para um tubo de ensaio.

- Ressuspender o material gentilmente e deixar em repouso por 20 minutos.
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- Adicionar Iml de fixador (3 metanol : 1 4cido acético), ressuspender novamente e
centrifugar o material a 800 rpm por 10 minutos.

- Retirar o sobrenadante, deixando 1ml de solucgéo e adicionar Sml de fixador.

- Ressuspender e centrifugar novamente a 800 rpm por 10 minutos.

- Repetir o passo 7 duas vezes, totalizando trés trocas de fixador.

- Ap6s a tltima fixacdo, deixar 1ml de solucdo, podendo esta ser em maior ou menor

quantidade conforme seja a concentragdo do precipitado.

2.2 PREPARACAO DAS LAMINAS

As laminas foram lavadas com detergente neutro e enxaguadas com dagua

filtrada. Apds isso, eram mantidas refrigeradas imersas em alcool 70%.

Para a montagem, as laminas foram secas ao ar. O material foi ressuspendido e
pingadas duas gotas sobre uma lamina mantida em banho-maria a 60-65°C. Apds, a
secagem foi feita ao ar e as laminas destinadas ao bandeamento NOR e G, que foram

“envelhecidas” numa estufa mantida a 60°C por 3 a 4 dias.

2.3 TECNICAS DE COLORACAO

2.3.1 COLORACAO CONVENCIONAL

As laminas montadas foram coradas com Giemsa, diluido em tampao fosfato pH
6,8 a 5%, por um periodo de 8 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, lavadas

em agua corrente e, apos secarem, observadas ao microscopio e analisadas.

2.3.2 BANDEAMENTO C

O bandeamento C permite a visualizagdo de regides de heterocromatina
constitutiva, usando para isso bario e Giemsa. Foi seguido o protocolo descrito em

SUMNER (1972), com algumas modifica¢des:

- A lamina pode ser preparada no dia ou envelhecida por trés dias a 40°C.

- Passar em 0,2N HCI a 43-45°C por 2 minutos.
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- Lavar em H,O destilada e secar.

- Mergulhar em solugdo de bario 5% a 43-45°C por 15 segundos, sendo que esse tempo
pode ser aumentado ou diminuido conforme os resultados obtidos.

- Passar em 0,2N HCI a 43-45°C por 2 minutos.

- Lavar bem, com jatos de H,O destilada.

- Mergulhar em solugéo salina 2SSC pH 7,0 a 60-65°C por 15 minutos.

- Lavar em 4gua destilada e corar conforme protocolo de coloragdo convencional.

2.3.3 BANDEAMENTO G

Este procedimento evidencia bandas claras e escuras nos cromossomos,
utilizando tripsina e Giemsa, o que permite o correto pareamento deles. A técnica de
banda G foi feita conforme SEABRIGHT (1971), modificada em SBALQUEIRO
(1989):

- Preparar as laminas e envelhecer por 3-4 dias em estufa a 40°C.

- Incubar as ldminas em tampao fosfato pH 6,8 por 2 minutos.

- Incubar em solugdo de tripsina a 0,03% dissolvida em tampdo fosfato pH 6,8 ou
solu¢do de Hanks por 30 segundos. Esse tempo pode ser aumentado ou diminuido
conforme os resultados obtidos.

- Lavar rapidamente em dgua destilada, dlcool absoluto e dgua destilada.

- Incubar em tampao fosfato pH 6,8 por 1 minuto.

- Corar com Giemsa (tamponado em pH 6,8) a 2,5% por 5 minutos.

- Lavar em 4gua filtrada, esperar secar e observar ao microscopio.

2.3.4 BANDEAMENTO NOR

Esta técnica permite a observacdo das regides organizadoras de nucléolo e
evidenciacdo do complexo sinaptonémico em material de meiose. Foi seguido o
protocolo descrito por HOWELL e BLACK (1980), com algumas alteracdes em
SBALQUEIRO (1989):

- Preparar as laminas e envelhecer por no minimo 4 dias a 40°C.

- Incubar as ldminas em tampao borato pH 9,2 de 5 a 10 minutos.
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- Lavar em 4gua destilada e secar ao ar.

- Colocar sobre a ldmina duas gotas de solugdo coloidal (0,25g de gelatina + 5 ml de
dgua bidestilada aquecida + 0,2 ml de dcido férmico), mais quatro gotas de solucdo de
prata a 50% (1g de prata + 2 ml de 4gua bidestilada + duas gotas de formalina).

- Homogeneizar as solu¢des com uma pipeta Pasteur.

- Cobrir com laminula, colocar a lamina numa cdmara imida (pode ser uma placa de
Petri com papel filtro umedecido), mantendo em estufa a 70°C até atingir uma coloragéo
castanho-dourada (cerca de 8 minutos).

- Lavar em 4gua destilada, descartando a laminula.

- Corar com Giemsa (tamponado em pH 6,8) a 2% por 1 minuto, lavar, secar ao ar e

observar ao microscopio.

2.4 ANALISE DAS LAMINAS E MONTAGEM DOS CARIOGRAMAS

A andlise das metafases foi feita ao microscopio Optico. De cada animal foram
descritas e analisadas ao menos 10 metdfases, sendo que as trés melhores foram
fotomicrografadas ou digitalizadas no sistema de captura de imagens da Applied
Spectral Imaging, com os programas Case Data Manager e Bandview, da mesma
empresa. Os cariogramas foram montados levando-se em conta a morfologia dos

Cromossomaos, seu tamanho e a comparagﬁo com a literatura.
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III. RESULTADOS

1. CARACTERIZACAO DO CARIOTIPO

1.1 Akodon cursor

O material desta espécie provém principalmente dos estudos realizados no
municipio de Guaraquecaba (NASCIMENTO, 1996; SBALQUEIRO e
NASCIMENTO, 1996), onde foram descritos exemplares com 2n = 14 e NA (ntimero
de bracos autossdmicos) variando de 18 a 21; com 2n = 15 e NA variando de 20 a 24 e
com 2n = 16 e NA = 23 ou 24 (Tab. 02, Fig. 02a). Em Morretes, foram capturados 5
espécimes, com 2n =14 e NA =18 ou 19e 2n =15 e NA =21, 22 ou 23; em Antonina,

os 3 exemplares possuiam 2n = 15 e NA =22 ou 23.

A grande variagdo tanto no 2n como no NA se deve a uma série de alteracdes
cromossdmicas: a) nos individuos com 2n = 16, os pares autossémicos la e 1b
apresentam morfologia submetacéntrica; b) em 2n = 14, eles se encontram rearranjados
devido a fusdes e/ou fissdes céntricas, formando o par cromossdmico 1, que é
metacéntrico; ¢) o 2n = 15 apresenta a condicdo heterozigota com as presencgas de trés
cromossomos impares, correspondentes aos pares 1, la e 1b; ¢) os pares 2 e 3 podem
ocorrer nas formas acrocéntrica e submetacéntrica, tanto em homozigose como em
heterozigose; d) os pares 4, 5 e 6 sdo, respectivamente, submetacéntrico, acrocéntrico e
pequeno metacéntricos; €) 0S cromossomos sexuais sdo acrocéntricos, ou de tamanho
mediano (X) ou pequeno (Y); f) com o uso da técnica de bandeamento G foi possivel
evidenciar a homeologia entre os cromossomos la, 1b e 1, além da identificacdo de
inversdes pericéntricas envolvendo os pares 2 e 3 (Fig. 02b); g) em banda C observa-se
a marcagdo pericentromérica nos cromossomos autossdmicos e X, ao passo que o Y é

todo marcado (Fig. 02c¢).
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Tab. 02 — Freqiiéncias, absoluta e relativa, de cada um dos trés citétipos de A. cursor,

entre parénteses estdo a quantidade de fémeas (F) e machos (M).

Numero dipldide Freqiiéncia
Numero de individuos
(2n) relativa (%)
14 64 28 F: 36 M) 48
15 61 (27 F:34 M) 46
16 8BF:5M) 6
Total 133 (58 F:75 M) 100

6

o
L4
a1 2 3 4 5 6 X ¥ X X
C . .
W Fig. 02: A) Cariograma de coloracdo normal de A. cursor
- .~
S g com 2n = 15 e com pares 2 e 3 apresentando condicio
B ' heteromorfica; B) Cariograma de bandeamento G de
1‘-- individuo com 2n = 15 e pares 2 e 3 heterozigotos; C)
-t 5 Metafase em banda C de macho de A. cursor com 2n = 15.
-
” o

A Tab. 02 mostra os trés citétipos, quanto a variagdo morfoldgica do par 1(1, la
e 1b), apresentando diferentes freqii€ncias, onde as formas com 14 e 15 cromossomos
ocorreram em um maior nimero de exemplares. Aplicando-se o teste de equilibrio de
Hardy-Weinberg, verificamos que os desvios em relagdo aos esperados ndo sdo

significativos ao nivel de 5% (x2= 1,7542; GL=1; 0,20 > P > 0,10).
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1.2 Akodon montensis

A andlise do caridtipo em 111 espécimes (42 F : 69 M), mostrou quatro cit6tipos
distintos: 2n = 24, o mais freqiiente, 25, 26 e mosaico 24/25, respectivamente com
freqii€ncias inferiores a 5% (Tab. 03). A ocorréncia de mosaicismo foi observada em
dois exemplares, um macho e uma fémea, ambos de Balsa Nova. No macho, seis em 10
metafases com 24 cromossomos e quatro com 25 (40%), enquanto que na fémea estes
valores foram, respectivamente, sete e trés (30%). De um modo geral, o NA variou entre
42, 44 e 46, devido a presenca de cromossomos B. O caridtipo bdsico de A. montensis
corresponde ao citétipo 2n = 24, contendo, em ordem decrescente de tamanho: pares 1 a
9, metacéntricos ou submetacéntricos; par 10, acrocéntrico, € o par 11 composto por
pequenos metacéntricos. O cromossomo X é acrocéntrico € o Y pode ser acrocéntrico,
metacéntrico ou submetacéntrico (Fig. 3d). De um total de 29 machos analisados, 16
(55%) exibiram o cromossomo Y com morfologia acrocéntrica, 8 (28%)

submetacéntrica e 5 (17 %) metacéntrica.

Na Fig. 03 sdo mostrados dois cariogramas: um em coloragdo comum (2n= 25),
incluindo cromossomo B (Fig. 3a); outro (2n= 24) em banda G (Fig. 03b), onde foi
possivel identificar todos 0s cromossomos; € uma metifase em banda C (2n= 25), onde
o padrdo se revelou pouco conspicuo e restrito a regido pericentromérica de poucos
autossomos e cromossomo X, excecdes aos Y € B, que se mostraram inteiramente

corados, mas neste dltimo a marcagdo foi mais ténue (Fig. 3c).
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Fig. 03: A) Cariograma em coloragdo normal de A.
montensis com presenca de um cromossomo
supranumerario (2n=25); B) Cariograma em banda
G (2n= 24); C) Metafase de banda C de uma fémea
(2n = 25). As regides coradas estdo indicadas por
flechas e o cromossomo B esta circulado; D) Formas
encontradas do cromossomo Y: A — acrocéntrico,
SM - submetacéntrico e M — metacéntrico; nos
retangulos sdo mostrados os pares sexuais — XY e
XX.

A variagdo no 2n e NA desta espécie se deve a presenca de até dois
cromossomos subtelocéntricos supranumerarios ou cromossomos B. Na Tab. 3 sdo
apresentados os vdrios citotipos e suas respectivas freqiiéncias, notando-se que o
cariétipo 2n= 24 ocorreu em 91% dos exemplares analisados. Destaque-se também a
presencga de trés animais mosaicos (2n= 24/25) e outros com 25 ou 26 cromossomos,

todos com freqii€ncias inferiores a 5%.
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Tab. 03 — Freqii€ncia dos citétipos de Akodon montensis, entre parénteses estdo a

quantidade de fémeas (F) e machos (M).

Numero dipldide

Numero de individuos

Freqiiéncia

(2n) relativa (%)

24 101 B7F:64 M) 91

25 5S@QF:1M) 4,5
24/25 3AF:2M) 2,5

26 22M) 2
Total 111 (42F: 69 M) 100

1.3 Akodon paranaensis

Foram analisados 101 exemplares (43 F : 58 M), que apresentaram uma

constancia cariotipica (2n = 44 ¢ NA = 44). O complemento autossémico é composto

por 20 pares acrocéntricos, um pequeno par metacéntrico, enquanto que no par sexual o

X € acrocéntrico, de tamanho mediano, e o Y, acrocéntrico € um dos menores do

genoma (Figura 4a).

Na Fig 4b, percebe-se que a banda C se restringe a regido pericentromérica de

poucos pares de autossomos e ao X, ao passo o Y € todo corado. Com o uso do

bandeamento G todos os cromossomos foram identificados e, conseqiientemente,

pareados corretamente.
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A0 an oo no Bn an no
4 5 6 b g 8 9 10

N0 NG 0o B A A8 ~a s
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i 8A AD 65 0o 40 48 as as
3 4
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Fig. 04: A) Cariograma em colora¢do normal de A. paranaensis; B) Cariograma em

banda C; C) Cariograma em bandeamento G. Nos retdngulos os pares sexuais.

1.4 Akodon serrensis

Foram avaliados citogeneticamente 15 exemplares (4 F : 11 M), que mostraram
uma constancia cariotipica, sendo composto por 22 pares de autossomos, 21 de
acrocéntricos e 1 de pequenos metacéntricos, € um par sexual, onde o X é mediano e
acrocéntrico e o Y, um dos menores do complemento e igualmente acrocéntrico (Fig.
05a).

A aplicagdo de banda C resultou em marcagdes fortes na regido pericentromérica
de todos os cromossomos autossdmicos e do X, além da evidenciacdo do cromossomo
Y (Fig. 05b). Em bandeamento G foi possivel parear todos os cromossomos

corretamente, assim como a identificagdo dos cromossomos sexuais (Fig. 05¢).
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Fig. 05: A) Cariograma em coloracio comum de Akodon serrensis; B) Cariograma de

banda C de um macho de Akodon serrensis; C) Cariograma em banda G de Akodon

serrensis.
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IV. DISCUSSAO

Os dados o presente trabalho, através das quatro espécies — Akodon cursor
(ACU), Akodon montensis (AMO), Akodon paranaensis (APA) e Akodon serrensis
(ASE) - ocorrentes no Parand, mostram que o género revela uma ampla distribuicéo,
tendo sido registrado em diversas regides, correspondentes a 28 municipios. Os limites
da sua distribuicdo a oeste € o municipio de Foz do Iguacu, a leste, a bafa de
Guaraquecaba, ao norte, o limite foi Londrina e ao sul, Mangueirinha (Fig. 01). No

Parand, suas espécies habitam principalmente formagdes do bioma Mata Atlantica.

1. Akodon cursor

O Akodon cursor foi encontrado em trés municipios no Estado: Guaraquecaba
(2n = 14, 15 e 16/ NA = 18-24), Morretes (2n = 14 e 15/ NA = 18, 19, 21-23) e
Antonina (2n = 15 / NA =22, 23), que se localizam na Serra do Mar e baixada litoranea
do Parand, o que corresponde ao limite sul de sua distribui¢do. Os achados citogenéticos
aqui descritos ja haviam sido parcialmente relatados em NASCIMENTO (1996) e
SBALQUEIRO e NASCIMENTO (1996). De forma geral, A. cursor ocorre na Floresta
Ombroéfila Densa e Floresta Estacional Semidecidual de baixas altitudes proximas ou na
regido litoranea, sendo que ha registros dele, além do Parana (PR), em Sdo Paulo (SP),
Rio de Janeiro (RJ), Espirito Santo (ES), Minas Gerais (MG), Bahia (BA), Pernambuco
(PE) e Paraiba (PB) (BONVICINO et al, 2002; FAGUNDES et al, 1997; FAGUNDES
et al, 1998; FIGUEIREDO e FERNANDEZ, 2004; GEISE et al, 1998; GEISE et al,
2001; GEISE et al, 2005; GENTILE et al, 1997; OLIFIERS et al, 2005; PAGLIA et al,
2005; PARESQUE et al, 2004; PIRES et al, 2002; VAZ, 2005; VIEIRA et al, 2004).
PARDINAS et al (2003) relatam a possivel ocorréncia de A. cursor na Argentina,

embora ela ndo seja conclusiva devido a auséncia de andlise citogenética ou molecular.

FAGUNDES et al (1998) descreve 28 diferentes caridtipos para a espécie em
diversas localidades do Brasil. Ainda nesse trabalho, é feita uma revisdo da freqii€ncia
de citdtipos encontrados nos diversos Estados. Enquanto em PE todos os individuos
apresentam 2n = 16, na BA esse niimero cai para 44% dos espécimes analisados e em
SP, RJ e PR a freqiiéncia é de apenas 2,3%. Uma tendéncia oposta é observada no

citétipo 2n = 14: enquanto ele estd ausente em PE e BA, em SP, RJ e PR sua freqii€ncia
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€ 72%. Quanto aos pares autossomicos 2 e 3, hd uma predominéncia das formas com
dois bragos na BA e PE, sendo que em SP, RJ e PR hd maior incidéncia da forma
acrocéntrica para esse par. Em FAGUNDES et al (1997), é sugerido que a forma com
2n = 16 seria a ancestral para a espécie e 2n = 14 a mais derivada, 0 mesmo ocorrendo
com as formas com dois bragos para os pares 2 e 3 (ancestrais) em relacdo a forma
acrocéntrica (derivada). Posto isso, FAGUNDES et al (1998) propdem que as
populacdes de PE possuem a constituicdo cariotipica mais antiga observada em A.

cursor.

Alguns autores argumentam que a forma com 2n = 16 que ocorre em MG, BA,
PB e PE constitui uma unidade taxondmica distinta, utilizando para isso dados
moleculares (GEISE et al 2001; SILVA et al 2006). Individuos com 2n = 16 separados
por mais de 1500 km demonstraram maior semelhanga na seqiiéncia do gene
mitocondrial citocromo-b do que com outros citétipos mais préximos geograficamente.
No entanto, FAGUNDES et al (1998) postula que ndo hd diferencas de morfologia
externa e cranio-dentdrias ou padrdo geografico consistente entre as formas com 2n =
14, 15 e 16. Os autores consideram todos os citétipos como uma uUnica espécie com
polimorfismo intrapopulacional, sendo que a simpatria dos trés citétipos que ocorre na

BA, SP e PR corroboram isso.

Com base na freqii€ncia dos citétipos observada neste trabalho, foi possivel
verificar que as formas se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg, sendo que
desvio observado ndo € significativo a 5% (x2= 1,7542; GL =1; 0,20 > P > 0,10). Com
base nisso, € possivel inferir que os citétipos estdo em um estado polimoérfico estavel, e
que de acordo com KING (1993), ndo hd um efeito heterdtico negativo, sendo que o
rearranjo dos cromossomos 1, la e 1b sdo neutros em termos de especiagdo. Embora
alteracdes cromossOmicas possam ser deletérias, gerar individuos com aberracdes e
funcionar como mecanismos de isolamento reprodutivo, esse ndo é o caso em Akodon
cursor. SBALQUEIRO e NASCIMENTO (1996) argumentam que a alta freqiiéncia
observada de heterozigoses para os rearranjos da espécie indica que nao ha perda de

vigor nas diversas formas que ocorrem.
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Em SBALQUEIRO e NASCIMENTO (1996) é relatada ainda a obtencdo de
individuos com 2n = 14, 15 e 16 em condicdes de laboratério a partir do cruzamento de

pais com 2n = 15, o que também deve ocorrer em ambiente natural.

2. Akodon montensis

O Akodon montensis foi a espécie que apresentou a distribuicdo mais ampla (23
localidades), ocorrendo principalmente na Floresta Ombroéfila Mista. A forma com 2n =
24 foi a predominante (Tab. 03), sendo encontrada em todas as localidades de sua
distribuicdo. As formas com mosaicismo, exibindo células com 2n = 24 e 25 no mesmo
individuo, ocorreram em Piraquara e Balsa Nova, ambas na Regido Metropolitana de
Curitiba. O citétipo 2n = 25 foi encontrado em Curitiba, Foz do Iguacu, Mandirituba,
Pinhdo e Sao Mateus do Sul. Exemplares com 2n = 26 foram encontrados em Morretes
e Sdo José dos Pinhais. H4 registros da ocorréncia de 2n = 24 em Santa Catarina, Rio de
Janeiro, Minas Gerais e na Provincia de Misiones, na Argentina (COUTO e
TALAMONI, 2005; GEISE et al, 2001; GRAIPEL et al, 2001, PARDINAS et al, 2003);
2n = 24 e 25 no Paraguai, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo (CADEMARTORI et al,
2004; FAGUNDES e YONENAGA-YASSUDA, 1998; GEISE et al, 2001; PARDINAS
et al, 2003; PARDINI e UMETSU, 2006; SBALQUEIRO, 1989).

De acordo com SILVA e YONENAGA-YASSUDA (2004), apenas oito
espécies brasileiras de roedores apresentaram cromossomos B: Holochilus brasiliensis,
Nectomys rattus, N. squamipes, Oligoryzomys flavescens, Oryzomys angouya,
Proechimys sp. 2, Trinomys iheringi e Akodon montensis. Ocorréncia de cromossomos
B em Oligoryzomys flavescens, até dois, em uma amostra de 20 exemplares da regido
metropolitana de Curitiba, chama a atengéo pela freqiiéncia elevada dos mesmos, pois

em 50% dos animais observou-se a presenga de pelo menos um cromossomo B

(BORDIGNON, 2007).
3. Akodon paranaensis
O Akodon paranaensis foi encontrado de forma geral em ambientes de

“banhado”, com vegetagdo herbicea e bastante imidos. Sua distribui¢do abrangeu 13

localidades no Estado, principalmente no Primeiro Planalto, sendo que também ha
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registros de sua ocorréncia no Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo e na
Provincia de Misiones na Argentina (CHEREM et al, 2004; PARDINAS et al, 2003;
VENTURA et al, 2006). Em todas elas, o cariétipo se mostrou uniforme, com 2n e NA
= 44, conforme descrito por SBALQUEIRO (1989) para Akodon sp e mais tarde
atribuido ao A. paranaensis em CHRISTOFF et al (2000).

4. Akodon serrensis

O Akodon serrensis apresentou uma distribuicdo bastante restrita, apenas 4
localidades, todas elas na Regido Metropolitana de Curitiba. CACERES (2004) aponta a
ocorréncia desta espécie na Serra do Mar do Parand, sendo que em todos esses locais ela
apresentou 2n e NA = 46, o que estd de acordo com a descricio em SBALQUEIRO
(1989). Esse caridtipo era atribuido ao A. paranaensis, porém, em CHRISTOFF et al
(2000), ele foi assinalado para A. serrensis. Também hd registros da ocorréncia de A.
serrensis em S@o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo e, recentemente,
houve o relato de sua incidéncia na Provincia de Misiones, na Argentina (BONVICINO
et al, 2002; CHRISTOFF et al, 2000; GEISE et al, 1998; GEISE et al, 2001; GEISE et
al, 2004; PEREIRA et al, 2005). Em um estudo cladistico utilizando andlise
comparativa de banda G, SBALQUEIRO (1989) encontrou correspondéncia entre quase
todos os cromossomos de Akodon paranaensis e Akodon serrensis, exceto pelos pares
13 e 21 do primeiro e pelo par 6 do segundo que revelam homeologias parciais. E
sugerido que um mecanismo cromossdmico complexo, tipo fusdo cé€ntrica mais inversdo
pericéntrica ou fusdo em tandem, possa ter atuado na diversificagdo cariotipica entre

estas duas espécies.

5. ANALISE DE SIMPATRIA

Foi comum a ocorréncia de simpatria, sendo que em 12 localidades foi
observada a ocorréncia de duas ou mais espécies de Akodon. Em Morretes foi observada
a ocorréncia de A. cursor e A. montensis, sendo que este municipio € o limite oeste da
distribuicdo do primeiro e limite leste do segundo no Estado do Paranid. A simpatria
entre A. montensis e A. paranaensis se mostrou relativamente comum, sendo registrada

em sete localidades de diversas regides do Parand: Campina Grande do Sul, Colombo,
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Curitiba, Mandirituba, Araucaria, Sdo Mateus do Sul e Pinhdao. A ocorréncia de A.
montensis e A. serrensis no mesmo local foi observada apenas em Quatro Barras. A
simpatria entre A. montensis, A. paranaensis € A. serrensis ocorreu em trés localidades:
Piraquara, Sao José dos Pinhais e Tijucas do Sul, municipios da Regido Metropolitana

de Curitiba.

Essa alta incidéncia de simpatria poderia ser explicada pela ocupacdo de
microhabitats distintos e diferencgas ecoldgicas, como dieta e segregacdo espacial, entre
as espécies. No Parque Nacional do Capardo, em Minas Gerais, hd relatada a ocorréncia
de trés espécies de Akodon: A. cursor, A. montensis e A. mystax (BONVICINO et al,
2002). Em Séo Paulo e Rio de Janeiro, A. cursor e A. montensis também apresentam
simpatria em algumas localidades (GEISE et al, 2001; GEISE et al, 2005); no segundo,
A. cursor ocorre em altitudes de até cerca de 1000m, enquanto A. montensis apenas em
altitudes superiores a 800m (GEISE et al 2005). Ainda no Rio de Janeiro, € relatada a
simpatria de A. cursor, A. montensis e A. reigi. Em Santa Catarina, ha registros da
ocorréncia de A. montensis e A. paranaensis na mesma localidade (CHEREM et al,
2004). Na Provincia de Misiones, na Argentina, quatro espécies ocorrem em simpatria:

A. montensis, A. cursor, A. sp 1 e A. sp 2 (PARDINAS et al, 2003).
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V - CONCLUSOES

As andlises citogenéticas aplicadas em 360 exemplares, envolvendo quatro

espécies do género Akodon, chegou-se as seguintes conclusoes:

1. A. cursor 2n = 14, 15, 16; NA = 18-24), A. montensis (2n = 24 a 26, 24/25;
NA =42, 44, 46, 42/44), A. paranaensis (2n e NA = 44) e A. serrensis (2n e NA = 46)

apresentaram caridtipos semelhantes aqueles descritos na literatura.

2. Através da aplicagdo da técnica de banda G foi possivel parear corretamente
os cromossomos de todas as espécies, e identificar a homologia dos cromossomos 1, 1a

e 1b que ocorrem em A. cursor.

3. A homologia dos cromossomos 1, 1a e 1b identificada em A. cursor, apesar da
dificuldade inerente, se deve a atuacdo de diferentes mecanismos cromossomicos, tipo
fusdo-fissdo céntrica mais inversdao pericéntrica, corroborando a proposicao registrada

na literatura pertinente.

4. Inversdes pericéntricas nos cromossomos dos pares 2 e 3 respondem,

respectivamente, pelas suas variagdes morfoldgicas.

5. Apesar do nimero de exemplares de A. cursor ser razodvel, na presente
amostra, ndo foi possivel associar os citotipos a regides especificas, provavelmente

decorrente da elevada variabilidade cariotipica com que se encontra esta espécie.

6. A. montensis exibiu além do 2n/NA = 24/42 e 2n/NA = 25/44, comuns em sua
distribuicdo, exemplares com 2n/NA = 26/46 e espécimes-mosaico com 2n = 24/25 e

NA = 42/44, em menor freqiiéncia.

7. Tanto Akodon paranaensis (2n = 44; NA = 44) como Akodon serrensis (2n =
46; NA = 46), mostraram-se cariotipicamente estdveis em todas as localidades de suas

coletas.
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8. As principais alteracdes cromossOmicas numéricas e/ou estruturais foram
observadas em apenas duas das quatro espécies — A. cursor (fusdes-fissées céntricas e

inversdes pericéntricas) e A. montensis (cromossomos B e inversdes pericéntricas).

9. O género Akodon possui uma distribui¢do que abrange todo o Estado do
Parand, sendo que as espécies mais abundantes em relacdo as localidades sdo em ordem:

A. montensis, A. paranaensis, A. serrensis € A. cursor.

10. A ocorréncia de simpatria entre duas (10 localidades) e trés espécies (3
localidades) de Akodon se mostrou comum no Estado, sendo que o mesmo se observa

em outros locais de distribui¢do do género.
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