UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

LUANA TAVARES BARBOSA

CONTRIBUICOES CITOGENETICAS NAS ESPECIES GALICTIS CUJA
(CARNIVORA, MUSTELIDAE) E SCAPTEROMYS (RODENTIA, CRICETIDAE).

1. DESCRICAO CROMOSSOMICA, UTILIZANDO CITOGENETICA CLASSICA
E MOLECULAR, DA ESPECIE GALICTIS CUJA (CARNIVORA,
MUSTELIDAE)

2. CARACTERIZACAO CARIOTIPICA ATRAVES DA CITOGENETICA
CLASSICA E ANALISE FILOGENETICA EM CITOTIPOS DO GENERO
SCAPTEROMYS (RODENTIA, CRICETIDAE)

CURITIBA
2013



LUANA TAVARES BARBOSA

CONTRIBUICOES CITOGENETICAS NAS ESPECIES GALICTIS CUJA
(CARNIVORA, MUSTELIDAE) E SCAPTEROMYS (RODENTIA, CRICETIDAE).

1. DESCRICAO CROMOSSOMICA, UTILIZANDO CITOGENETICA CLASSICA
E MOLECULAR, DA ESPECIE GALICTIS CUJA (CARNIVORA,
MUSTELIDAE)

2. CARACTERIZACAO CARIOTIPICA ATRAVES DA CITOGENETICA
CLASSICA E ANALISE FILOGENETICA EM CITOTIPOS DO GENERO
SCAPTEROMYS (RODENTIA, CRICETIDAE)

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduacao em Genética,
Universidade Federal do Parana, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de

Mestre em Genética.

Orientador: Prof. Dr. Thales Renato O de
Freitas

Co-orientadora: Prof2. Dr2, Iris Hass

CURITIBA
2013



Dedico este trabalho a minha mae Floriza, meu irmao
Jefferson, minha tia Mariza, minha v6 Elza.

As minhas filhas caninas Mel e Pinha

Por todo o amor, por quem eu sou e por tudo o que

alcancei.



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao professor Dr. Ives José Shalqueiro pela oportunidade de iniciar meu estagio
em 2009 no laboratério de Citogenética Animal da UFPR, e dessa forma me deixado
entrar no mundo dos roedores.Pelo apoio, conselhos e amizade. Por me ensinar tudo que
sei sobre técnicas de bandeamento.

Agradeco a Professora Dra. Iris Hass pela oportunidade de ser monitoria em genética na
graduacdo e ter me orientado na monografia, pela compreenséo,conselhos, apoio e
paciéncia em todos os momentos durante esses 4 anos de convivio. Espero néo ter te
cansado muito.

Agradeco ao professor Dr. Thales Renato O de Freitas pela chance em ser sua orientada
no mestrado, dando conselhos mesmo longe.

Agradeco aos meus colegas de mestrado Juliana Cochenski, Janaina de Sena, Shenia
Pedro Bom, Carlos Eduardo Ibaldo, por fazerem essa etapa ndo ser tdo cansativa. Pelas
risadas e conselhos nos momentos de desespero e desanimo, e pela ajuda em momentos
tensos como provas e seminarios, compartilhando comigo seus conhecimentos.

Agradeco aos meus colegas do Laboratorio de Citogenética Animal, Charles, Marina,
Mariana, Gracyelle, André, Marilia, Devéania, Fernanda, Aline, William, por me
acompanharem nessa jornada, pelos momentos de descontracéo, pela paciéncia. Podem
contar comigo em qualquer hora, ficarei feliz em ajudar.

Agradeco a poés-doutoranda Paula Moiana pela amizade e alegria. Por lutar comigo na
busca pelo melhor protocolo de FISH, por ser tdo paciente e animada mesmo ndo
conseguindo ver o que queriamos.

Agradeco a técnica de FISH, ao termo-agitador e a Lei de Murphy por me fazerem uma
pessoa mais calma, corajosa e flexivel (literalmente por passar a noite dormindo em uma
cadeira). Saio do mestrado uma pessoa melhor com certeza.

Agradeco aos professores do departamento de Genética da UFPR, por compartilharem
seus conhecimentos com dedicacao e paciéncia. Sempre buscando artigos interessantes e
que me fizessem questionar a ciéncia e ndo apenas aceitar os resultados.

Agradeco a minha familia, por sempre estarem na torcida mesmo de longe. Aceitarem
minha escolha, auséncia, cansa¢o, mau humor, choros. Enfim, por me aceitarem cientista,
que mesmo ndo entendo o porqué de matar tantos ratinhos, torcerem para que eu
coletasse muitos. Obrigado por fazerem meus finais de semanas em casa mais leves e

permitir que minha bateria fosse recarregada para seguir em frente.



Agradeco as minhas filhas caninas, Mel e Pinha, pelo amor que sempre estdo prontas em
dar. Vocés me fazem uma pessoa melhor e mais feliz.

Agradeco a Capes (REUNI) pelo apoio financeiro e permitir a dedicag@o exclusiva ao meu
trabalho.

A todos que porventura eu tenha esquecido, mas que passaram em minha vida nesses

dois anos, meu muito obrigada!



“E nem entendo aquilo que entendo: pois estou infinitamente
maior que eu mesma, e hdo me alcango.”

Clarice Lispector



RESUMO -1

A espécie Galictis cuja distribui-se do Centro ao Sul do Brasil. Esta espécie de
mustelideo, apresenta corpo alongado, membros curtos, cabeca achatada e
coloracdo cinza amarelada, com tonalidade escura da garganta ao ventre, e
também nos membros. Habitam &reas abertas e florestas, geralmente, em locais
proximos a agua. Apresentam atividade noturna e alimentam-se de pequenos
vertebrados. O cariétipo de G. cuja , aqui descrito, € o primeiro registro, para o Sul
do Brasil, e € de um macho coletado no municipio de Massaranduba, no Estado de
Santa Catarina. A andlise de 15 metafases, em coloragdo comum, mostrou 0s
nameros dipldide igual a 38 e o niUmero de bragos dos cromossomos autossémicos
igual a 68. Os 38 cromossomos estao distribuidos em 7 pares de subtelocéntricos,
4 de metacéntricos, 5 de submetacéntricos, 2 de acrocéntricos, mais o0
cromossomo X metacéntrico e 0 cromossomo Y que € um pequeno acrocéntrico,
todos caracterizados por mensuracao e classificados conforme a razdo do bragos
(RB). Em coloracdo com Giemsa foi observada a presenca de uma constricdo
secundaria bem evidente no par acrocéntrico de menor tamanho, que se mostrou
conspicua quando da coloracdo com nitrato de prata. Tanto a constricdo
secundéaria como a banda Ag-NOR ndo foram descritas na outra espécie deste
género, Galictis vittata. A banda C confirmou constricdo secundaria no par
cromossdmico 18. Andlises preliminares em ZOO-FISH utilizando sondas de
cromossomos humanos revelaram sinais no par cromossoémico 2 no brago q (HSA
3), no par 11 no braco q (HSA 6), no par 9 no braco g (HSA 9), no par 14 no braco
g (HSA 10), no par 16(HSA 11), e no par cromossémico do par 13(HSA 13).



ABSTRACT -1

The species Galictis cuja is distributed from the Center to the South of Brazil. These
mustelid species features elongated body, short limbs, flattened head and it has a
yellowish-gray color, with a dark shade from the throat to the abdomen, along with
the members. The habitat is characterized by open areas and forests, commonly, in
places near water. These animals are more active during the night and eat small
vertebrates. The G. cuja karyotype described in this study is the first report from the
South of Brazil and it comes from a male collected in Massaranduba country, in
Santa Catarina state. The analysis of 15 metaphases in standard staining showed a
diploid number of 38 chromosomes and 68 autosomic arms. The 38 chromosomes
are distributed in 7 subtelocentric pairs, 4 metacentric, 5 submetacentric, 2
acrocentric, plus the metacentric X chromosome and the Y chromosome, which is a
small acrocentric, all characterized by measurement and classified according to the
arm ratio criteria. With the standard staining it was possible to observe a secondary
constriction evident in the acrocentric pair of smaller size, which proved to be
conspicuous to silver nitrate staining. Both the secondary constriction as the Ag-
NOR banded karyotype were not described in the other species of this genus,
Galictis vittata. The C-banded karyotype confirmed a secondary constriction in the
chromosome 18. Preliminary analyzes in ZOO-FISH, using human chromosomes
probes revealed signs of hybridization in the long arm of chromosome pair 2
(HSA3),, long arm of chromosome pair 11(HSA®6),, long arm of chromosome pair
9(HAS 9),, long arm of chromosome pair 14(HSA10), and in the chromosome pair
13(HSA11), and 16(HSA12).



RESUMO -2

O género Scapteromys se distribui ao longo da porcdo sul do continente
sulamericano, na Bacia do Rio Prata. Sdo encontrados quatro diferentes cit6tipos,
gue parecem ter uma estruturacdo geograficas: 2n = 32 no Paraguai e Argentina,
2n = 24 no Uruguai e 2n = 24, 34 e 36 no Brasil. Neste trabalho sdo analisados e
caracterizados citogeneticamente 20 exemplares, 17 coletados no estado do
Parana e 3 coletados no estado de Santa Catarina. Todas as espécimes
provenientes do Parana apresentam 2n = 36, com trés pares autossOmicos
metacéntricos / submetacéntricos (3, 9 e 10) e o restante acrocéntrico, incluindo os
sexuais. Observou-se a marcacdo de RONs em trés pares de cromossomos:
centromérica no par 3 e no X, e terminal no par 4. A heterocromatina constitutiva
em ambos citotipos apresentou distribuicdo sendo restrita a apenas um par
autossdmico 10 e aos sexuais. Com o bandeamento G foi possivel fazer o correto

pareamento dos homaologos.



ABSTRACT -2

The genus Scapteromys is distributed along the southern portion of the South
American continent, in the Bacia do Rio Prata. Four different cytotypes are found,
which seem to have a geographical structuring: 2n = 32 in Paraguay and Argentina,
2n = 24 in Uruguay and 2n = 24, 34 and 36 in Brazil. In this study are analyzed and
characterized cytogenetically, 20 specimens, 17 collected in the Parana state and 3
collected in the Santa Catarina state. All specimens from Parana have the diploid
number 2n = 36, with three metacentric/submetacentric (3, 9 and 10) autosomic
pairs, the remaining chromosomes being acrocentric, including the sexual
chromosomes. The silver nitrate staining was observed on three pairs of
chromosomes: centromeric on pair 3 and on X chromosome, and in the terminal
portion of pair 4. The constitutive heterochromatin in the cytotype showed
distribution being restricted to the chromosome pair 10 and the sexual
chromosomes. With the G-banding technique it was possible to make the correct

pairing of homologs.
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1. INTRODUCAO

Este trabalho se apresenta em dois capitulos, intitulado: Contribuicdes
Citogenéticas sobre Galictis cuja (CARNIVORA, MUSTELIDAE) e género
Scapteromys (RODENTIA,CRICETIDAE).

No capitulo I, denominado: “Descricdo cromossbémica, utilizando
citogenética classica e molecular, de Galictis cuja (CARNIVORA, MUSTELIDAE)”,
trata da caracterizacdo citogenética de G. cuja a primeira registrada para o Sul do
Brasil, de um macho coletado no Municipio de Massaranduba, Estado de Santa
Catarina, bem como os resultados preliminares de hibridacdo in situ utilizando
sondas humanas. O género Galictis (Mammalia, Carnivora, Mustelidae) sdo os
furbes neotropicais e € um taxon ainda pouco conhecido, com escassez de
informacBes na literatura e auséncia de sua caracterizacdo cariotipica. Este
cenario faz com que os furdes neotropicais sejam um dos grupos de mustelideos
menos estudados nas Ameéricas.

No capitulo Il intitulado: “Caracterizacdo cariotipica através da citogenética
classica e analise filogenética em citotipos do género Scapteromys (RODENTIA,
CRICETIDAE)”, sera apresentada a caracterizacao citogenética (2n=36) com base
em 20 exemplares, 17 coletados no Estado do Parana e 3 no Estado de Santa

Catarina.
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CAPITULO |
DESCRICAO CROMOSSOMICA UTILIZANDO CITOGENETICA CLASSICA E
MOLECULAR DA ESPECIE GALICTIS CUJA (CARNIVORA, MUSTELIDAE)
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ORDEM CARNIVORA

Os membros da Ordem Carnivora, de forma geral, alimentam-se de
vertebrados, apresentando a capacidade de desmembram suas presas com dentes,
mandibula e cranio fortes. As espécies desse grupo apresentam diferencas quanto ao
seu habito alimentar, comportamento de predacdo, morfologia e biomecanica de todo
o aparato envolvido (BIKNEVICIUS & VAN VALKENBURG, 1996).

Os primeiros registros fosseis dos carnivoros sao datados de 63 milhdes de
anos, quando duas familias (Viverravidae e Miacidae), hoje extintas, encontravam-se
distribuidas pela Europa, Asia e América do Norte. Na Australia e na América do Sul,
onde ndo ocorriam carnivoros terrestres, eram 0S marsupiais 0S responsaveis por
preencher os seus nichos (COX & MOORE, 1993; HUNT JR., 1996). Ha nove milhdes
de anos foi iniciada a migracdo para a porcao central e sul da América do Sul a partir
da América do Norte. Posteriormente, por meio da juncdo das Américas pelo Istmo do
Panama, ha cerca de trés a quatro milhes de anos outros carnivoros atingiram a
América do Sul (EISENBERG & REDFORD, 1999; INDRUSIAK & EIZIRIK, 2003).

Atualmente, espécies dessa Ordem encontram-se distribuidas por
diferentes habitats, sendo encontradas em regiées com clima éarido, florestas
tropicais, campos, cerrados, savanas, montanhas, planicies e ambientes articos.
Apenas o0 continente australiano ndo apresenta ocorréncia natural desta Ordem,
onde foi introduzida a espécie Canis familiaris dingo (dingo) cerca de 4.000 e
5.000 anos ser humano, vivendo atualmente como populacdo asselvajada
(EISENBERG & REDFORD, 1999; NOWAK, 1999).

Wozencraft (2005) classifica a Ordem Carnivora em duas subordens:
Feliformia (Feloidea) e Caniformia (Canoidea). Atualmente, a ordem compreende
15 familias, 287 espécies, sendo encontrada no Brasil 29 espécies, entre
respresentantes das familias Felidae, Canidae, Mustelidae, Otariidae, Mephitidae e
Procyonidae (EISENBERG & REDFORD, 1999).

A principal caracteristica desse grupo € a capacidade de predacao, gracas
a estruturas fortes como dentes, musculos e cranio que permitem encontrar,
capturar e matar a presa (EMMONS & FEER, 1997)
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Devido ao processo evolutivo varias espécies apresentam dieta onivora.
Com tamanho, forma e habito de vida que permitem que essas espécies ocupem
diferentes nichos sendo predadores do topo da cadeia alimentar. Assim regulam o
tamanho das populacdes de suas presas e contribuem para a manutencdo da
dindmica do ecossistema (EWER, 1973; EMMONS & FEER, 1997; EISENBERG &
REDFORD, 1999; NOWAK, 1999;TERBORGH et al. 1999).

Mesmo com sua importancia ecologica, a maioria das espécies de
carnivoros estdo ameacadas de extincdo devido as atividades antropogénicas
como caca esportiva, para comércio ilegal de peles, trafico de animais vivos e a
caca praticada por produtores rurais devido a danos econdmicos causados as
criacbes domésticas. Entretanto, a maior ameaca que sofrem € a reducdo,
fragmentacao ou total destruicdo de seus habitats, que pode levar a diminuicdo de
suas areas de vida e das populacdes de suas presas (INDRUSIAK & EIZIRIK,
2003; MIRANDA, 2003; MARGARIDO & BRAGA, 2004).

Das 29 espécies encontradas no Brasil, 10 constam na Lista da Fauna
Brasileira Ameacada de Extincdo sendo elas: Speothos venaticus (Cachorro-
vinagre), Chrysocyon brachyurus (Lobo Guard), Pteronura brasiliensis (Ariranha),
Leopardus pardalis mitis (Jaguatirica), Leopardus tigrinus (Gato- do- mato), Leopardus
wiedii (Gato-maracajd), Oncifelis colocolo (Gato-palheiro), Puma concolor capriconensis (Onca-
parda), Puma concolor greeni (Sucuarana), Panthera onca (Onca- pintada) estando todas
wulneraveis (MACHADO et al.,, 2005), além de outras espécies ameacadas
especialmente para alguns estados brasileiros que possuem suas listas regionais
(MACHADO et al., 1998; SAO PAULO, 1998; BERGALO et al., 2000; INDRUSIAK
& EIZIRIK, 2003; MARGARIDO & BRAGA, 2004; ESPIRITO SANTO, 2005).

2.1.1 FAMILIA MUSTELIDAE

Consiste na Familia com maior numero de espécies dentro da ordem
Carnivora, e inclui as doninhas, lontras, irara, furdo, zorrilho e ariranha (BRYANT,
RUSSEL & FITCH; 1993)

Os membros dessa Familia originaram-se na América do Norte e Europa

durante o Oligoceno, migrando para América do Sul no Plioceno e ocupando o
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nicho ecoldgico dos pequenos carnivoros (EISENBERG & REDFORD, 1999). Seus
representantes atualmente, ocorrem em praticamente todo o mundo, com excecao
da Antartica e da Austrédlia (NOWAK, 1999). Apresentam corpo alongado, cabeca
pequena, pernas relativamente curtas e cauda geralmente longa, porém menor que
o comprimento do corpo. Possuem pelagem densa e sao plantigrados (animal que
apoia toda e completamente a planta dos pés ao pisar no chdo) com cinco dedos
em todos os membros. Apresentam habito terrestre, arboricola ou aquatico e sédo
predadores, alimentando-se principalmente de carne, sendo que algumas espécies
sdo predominantemente onivoras (Eyra barbara e Conepatus semistriatus) ou
piscivoras (Lontra longicaudatus e Pteronura brasiliensis). Como apresentam
garras e mandibula fortes conseguem alimentar-se de presas maiores que seu
préprio tamanho.

Possuem a glandula anal bem desenvolvida, que produz um odor forte e
caracteristico usado para comunicacao e defesa (SILVA, 1994; EMMONS & FEER,
1997; EISENBERG & REDFORD, 1999; FELDHAMER et al., 1999; PIMENTEL et
al., 2001).

No Brasil sdo registradas seis espécies distribuidas em cinco géneros
(EISENBERG & REDFORD, 1999; FELDHAMER et al., 1999). Segundo
Wonzencraft (2005), a familia Mustelidae esté dividida nas subfamilias Mustelinae
(doninhas, irara e furdo) e Lutrinae (lontras e ariranha), ambas com representantes

no Brasil.

2.1.2 GENERO GALICTIS

Distribui-se do sudeste do México até o Brasil, onde ocorre principalmente
nas regides norte e nordeste (VIEIRA, 1955; CARVALHO, 1983; EISENBERG &
REDFORD, 1999; SILVA et al.,, 2004; LIM et al., 2006). Atualmente sé&o
reconhecidas duas espécies do género Galictis: o furdo pequeno (G. cuja, Molina,
1782) e o furéo grande (G. vittata, Schreber, 1776) (WONZENCRAFT, 2005).

O tempo de divergéncia entre as duas espécies foi estimado em 2,8
milhdes de anos, durante a segunda e maior onda de diversificacdo de mustelideos
no Plioceno (KOEPFLI et al., 2008). Segundo Yensen & Tarifa (2003), o ancestral

comum dos furdes neotropicais se originou na América do Norte, ocorrendo uma
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posterior invasdo na Ameérica do Sul através do istmo do Panama. O parente mais
préximo das espécies de Galictis € um pequeno mustelideo patagbnico, Lyncodon
patagonicus. Os géneros Galictis e Lyncodon, por sua vez, sdo consideradas como
grupo irmdo das espécies também pouco conhecidas Ictonyx libyca, Ictonyx
striatus, Poecilogale albinucha e Vormela peregusna (KOEPFLI et al.,, 2008;
WOLSAN & SATO, 2010).

Com base nas informacfes disponiveis sobre o género Galictis pode-se
estabelecer uma caracterizacdo geral. O Galictis vittata conhecido como “furdo
grande” ou “cachorro-do-mato” € um pouco maior que o G. cuja, podendo pesar até
3 Kg. Apresenta corpo alongado, variando entre 47,5 cm a 55 cm de comprimento
e 0s membros séo curtos. A garganta, ventre, face e membros s&o negros, o dorso
€ acinzentado apresentando uma faixa branca que se estende da testa aos ombros
(VIEIRA, 1946; SILVA, 1994; EMMONS & FEER, 1997; EISENBERG & REDFORD,
1999; NOWAK, 1999; MIRANDA, 2003).

Abrigam-se em tocas abandonadas, forrageando o solo e, apesar de
predominar seu héabito predador, tem uma dieta composta por uma variedade de
alimentos como ovos, frutos, invertebrados e vertebrados (KAUFMANN &
KAUFMANN, 1965; SUNQUIST et al., 1989).

O Galictis cuja, conhecido como “furdo pequeno” € um pouco menor que o
G.vittata, possui corpo alongado e membros curtos. O comprimento da cabeca e do
corpo varia de 40 cm a 45 cm e a cauda pode variar de 15 cm a 19 cm de
comprimento. O peso pode variar de 1kg a 3kg nos individuos. Apresenta a parte
dorsal do corpo acinzentado e patas, ventre e face negras. Na cabeca existe uma
faixa branca que alonga-se até o pescoco. Como apresenta membros curtos e
corpo alongado consegue correr préximo ao chdo e se esconder em tocas ou na
vegetacao (VIEIRA, 1946; SILVA, 1994; EISENBERG & REDFORD, 1999;
NOWAK, 1999; MIRANDA, 2003).

Apresentam comportamento caracteristico de andarem em fila. Alimentam-
se predominantemente de vertebrados, como pequenos mamiferos, répteis,
anfibios e aves. No entanto, ja foi verificado o consumo de presas maiores, como a
capivara (Hydrochoerus hydrochaeris), provavelmente originado da ingestdo de
carcarca (ROCHA-MENDES, 2005). Apresentam atividade crepuscular e noturna,

vivem em florestas e areas abertas, podendo se abrigar em tocas abandonadas ou
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cavadas por eles mesmos (SILVA, 1994; FONSECA et al., 1996; EISENBERG &
REDFORD, 1999; NOWAK, 1999: CAMARA & MURTA, 2003; MIRANDA, 2003).
Quando vivem em regides préximas as zonas rurais, atacam aves domeésticas
especialmente galinhas, causando grandes estragos. Ambas as espécies até o
momento ndo constam na Lista Brasileira de Fauna Ameacada de Extincao
(MACHADO et al., 2005), sendo consideradas de baixo risco ou de menor
preocupacao na Lista Vermelha mundial da IUCN — Unido Internacional para
Conservacao da Natureza (IUCN, 2006), além de constarem no apéndice Ill da
CITES - Convencao sobre o Comércio Internacional das Espécies da Fauna e da
Flora Silvestres Ameacgadas de Extincao (CITES, 2006).

Uma variedade de parasitas foram descobertos em individuos de Galictis
cuja. Ovos de carrapato do género Amblyomma foram relatados no Brasil (SINKOC
et al., 1998). Infeccbes por nematédeos renais gigantes (Dioctophyme renale) ja
foram relatadas em G. cuja. Esses individuos podem ser hospedeiros de até 8
parasitas durante a vida. (BARROS et al. 1990).

Galictis cuja pode também ser reservatério da doenca de Chagas. Na
cidade de Santiago Del Estero, Argentina, houve notificacdo de infeccdo por
Trypanosoma cruzi, sendo também relatada sua presenca em individuos coletados
no estado de Sao Paulo, Brasil (WISNIVESKY-COLLI et al.,1992; FERRIOLLI &
BARRETO, 1969).

Segundo Vieira (1996), G. cuja é a quinta espécie de mamiferos que mais
morre nas estradas, vitimas de atropelamento na regido central do Brasil,

correspondendo a 6,1% das espécies atropeladas.

2.1.3 ESTUDOS CITOGENETICOS DA ORDEM CARNIVORA

A Ordem Carnivora apresenta sete familias que estdo agrupados em duas
superfamilias: a Caniodea e a Feloidea (NOWAK e PARADISO, 1983). Muitas
espécies ja apresentam caracterizacdo citogenética e alguns padrfes ja foram
observados com base em comparagbes do bandeamento G, demonstrando que a
maioria dos cariotipos de carnivoros sao altamente conservados, com excecdes de

algumas espécies das familias Canidae e Ursidae que apresentam maior numero
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de rearranjos cromossomicos (WURSTER-HILL & GRAY, 1975; WURSTER-HILL &
CENTERWALL, 1982; DUTRILLAUX & COUTURIER, 1983).

O caridtipo do gato (Felis catus) composto 2n= 38 e NF=72 & considerado
como modelo para a Familia Felidae e também como cariétipo ancestral, ja que 13
dos 19 pares cromoss6micos encontram-se nas demais espécies de felinos, sendo
também similar a cromossomos de outras familias da ordem Carnivora, incluindo o
Mustelidae e Procyonidae. Os felinos apresentam composi¢ao cariotipica variando
de 2n=36 a 38, numero fundamental de 72 a 76, e as estruturas e padrbes de
bandeamento dos cromossomos sexuais sao semelhantes aos de outras espécies
da ordem, havendo homeologias cromossdmicas com 0S CromosSSOmos sexuais
humanos (NASH e O'BRIEN, 1982; O’'BRIEN et al., 1982; MURPHY et al., 1999).

Pathak & Wurster-Hill (1977) estudaram a distribuicdo da heterocromotina
constitutiva no genoma de nove espécies de Felidae (Felis nigripes, Felis
catus,Felis pardalis, Felis margarita, Felis manul, Felis concolor, Acinonyx jubatus,
Panthera pardus e Panthera leo), uma espécie de Mustelidae ( Mustela putorius
furo), duas espécies de Procyonidae ( Procyon lotor, Bassariscus astutus) uma
espécie de Viverridae (Atilax paludinosus), uma espécie de Canidae (Canis
familiaris e uma espécie de Ursidae ( Ursus americanus ) pelo padrdo do
bandeamento C. Observou-se que poucos cromossomos da familia Felidae
apresentaram marcacao do bandeamento, sendo restrita a regido telomérica em
um ou em ambos 0s bragos, a maioria dos cromossomos tiveram marcacao da
heterocromatina ausente. O padrdo de bandeamento C encontrado no mustelideo
(2n=40) é composto por trés pares de cromossomos de dois bracos com um braco
completamente heterocromatico, cinco pares cromossémicos com bandas C
centroméricas, um par com banda C terminal, sendo que os restantes dos pares
nao apresentaram heterocromatina distinta. O cromossomo Y apresentou
marcacao por inteiro. Nos Procyonidae (2n=38) o padrdo do bandeamento foi
semelhante, apresentando marcacdo no braco curto do par de cromossomos
subtelocéntricos e marcagdo centromeérica nos pares cromossémicos restantes. O
cromossomo Y é totalmente marcado. O padrdo encontrado no Viverridae (macho
2n=35, fémea= 2n=36) € composto por praticamente todos 0S Cromossomos com
marcagcao pericentromérica, sendo que apenas um par de Cromossomos

submetacéntricos pequenos € marcado na regido terminal, nas fémeas os bracos
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curtos de um par subtelocéntrico € completamente marcado e nos machos apenas
um desses bracos é marcado. O X apresenta pouca quantidade de
heterocromatina constitutiva, por isso é pouco marcado. Nos Canidae (2n=78) o
padrdo encontrado é composto pelos cromossomos X bem marcados nas regides
pericentromérica e proximal do braco longo. O Ursidae (2n=74) apresenta apenas
marcagdes nas regifes centroméricas de todos 0os cromossomos ndo ocorrendo
nas regides terminais.

Com base nesses estudos, foi possivel estabelecer padrdes cariotipicos
através da marcacao da heterocromatina e ao se comparar com outros mamiferos,
0s carnivoros apresentam uma quantidade menor de heterocromatina constitutiva

no genoma.

2.2 ESTUDOS FILOGENETICOS

2.2.1 FILOGENIA DA FAMILIA MUSTELIDAE

Mustelidae € a mais rica em espécies entre todas as familias da ordem
Carnivora, originando com isso um maior numero de estudos sobre sua evolucao e
biogeografia. A diversidade ecomorfologica é alta, refletindo na adaptacdo de
espécies de Mustelidae em diferentes habitats e com diferentes habitos (GIVNISH
e SYTSMA, 1997). Muitos dos arranjos taxondmicos propostos para esta Familia
foram baseados na morfologia, sendo os géneros classificados em subfamilias que
apresentaram similaridade ecomorfol6gia (POCOCK, 1921; SIMPSON, 1945).

Pocock (1921) classificou-a em 15 Subfamilias baseada na andlise
descritiva de caracteres externos. Ja o sistema proposto por Simpson (1945)
classificou-a, baseada na similaridade adaptativa, em 5 Subfamilias: Lutrinae,
Melinae, Mellivorinae, Mephitinae e Mustelinae.

Recentes estudos (Koepfli & Wayne, 2003; Fulton & Strobeck, 2006;
Koepfli et al., 2008; Wolsan & Sato, 2010) com base em multilocus de DNA tém
proposto que existe relacdo filogenética proxima entre espécies de doninhas do
Velho Mundo (Africa) e furdes do Novo Mundo ( América do Norte e América do
Sul). Devido a distancia entre as regides, suas historias evolutivas e biogeograficas

tornaram-se intrigantes. A caracteristica que ambas as espécies compartilham é a
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coloracdo contrastante da pelagem. O comportamento defensivo como
identificacdo da proximidade dos predadores e excrecéo de odor pela glandula anal
atualmente tem sido citada, sugerindo que o valor adaptativo primério da coloragéo
marcante da pelagem estd envolvida na adverténcia a potenciais predadores
(POCOCK, 1909; KOEPFLI et al., 2008).

Como existe uma divergéncia entre a relacdo filogenética entre essas
espécies alguns autores como Fulton & Strobeck (2006) e Koepfli et al. (2008)
adotaram o nome subfamilial Galictinae (REIG, 1956) para uni-las em uma
mesma subfamilia, ja Wolsan & Sato (2010) classificaram-nas em subfamilia
Ictonychinae (POCOCK,1922) por esta ser a primeira classificacdo estabelecida na
Comissao Internacional de Nomenclatura Zoolégica em 1999.

Na ultima década diversos estudos tem tentado conhecer e estabelecer a
histéria da familia Mustelidae (FLYNN et al., 2005; KOEPFLI & WAYNE, 2003;
SATO et al., 2003, 2004, 2006, 2009; ARNASON et al., 2007; KOEPFLI et al.,
2007, 2008; HARDING & SMITH, 2009; EIZIRIK et al., 2010; WOLSAN & SATO,
2012)

A monofilia desse taxon tem sido confirmada de forma conclusiva e muitas
relagBes filogenéticas tem sido resolvidas de forma convincente, e o grau de
consenso entre as estimativas publicadas de tempos de divergéncias para
linhagens especificas tem sido melhoradas recentemente. No entanto, ha aspectos
importantes da filogenia do Mustelidae e sua cronologia que ainda aguardam
esclarecimento, como o padrdo e seu tempo de diversificagdo e a posicao
filogenética da doninha (Lyncodon patagonicus) que apresentou diversificacao
filogenética rapida (WOLSAN & SATO, 2012).

Marmi et al (2004) propde mudancas na taxonomia da Familia Mustelidae
com base na analise de 241 sequéncias de genes do citocromo b e 33 sequéncias
da regido flanqueadora do complexo repetitivo de 33 espécies de Mustelideos.

Ja Koepfli et al. (2008) utilizando uma variedade de métodos de
reconstrucao filogenética (Maxima Parsiménia, Maxima Verossimilhanca e Métodos
de Inferéncia Bayesiana) prop6s uma filogenia quase completa da Familia
Mustelidae, através de uma matriz de dados que compreendeu 22 segmentos
génicos. Conclui-se que os mustelideos sdo consistentemente agrupados em

quatro subtipos principais e trés linhagens monotipicas e que quase todos 0s nés
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desta topologia foram bem suportadas. Além disso, através da aplicacdo de
técnicas Bayesianas foi mostrada a ocorréncia de duas explosdes de
diversificagdo, a primeira vez durante o Mioceno, que deu origem aos subtipos
primarios existentes, e a segunda durante o Plioceno, que deu origem a grande
parte da diversidade de espécies observadas hoje. Estas explosbes de
diversificacdo coincidiram com as mudancas paleoambientais e bidticas que
ocorreram durante o Neogeno. Andlises biogeograficas indicaram que a maior
parte da diversidade existente de Mustelidae originou-se na Eurasia ocorrendo a
colonizacg&o da Africa, América do Norte e América do Sul através da dispersio das
espécies .

Em um estudo mais recente de Wolsan & Sato (2012), foram analisados
dados de DNA mitocondrial de 44 espécies e, com a utilizacdo de uma variedade
de meétodos de reconstrucdo filogenética, foi possivel estabelecer as linhagens
existentes durante o processo de dispersdo das espécies da Familia Mustelidae.
Originou-se na Asia e se diferenciou em quatro linhagens: a primeira linhagem
denominada Mephitidae, sucedido por Ailuridae seguida pela separacdo das
linhagens Procyonidae e Mustelidae. Os desdobramentos iniciais da radiacdo, em
grande parte evoluiu para individuos semelhantes a texugos, enquanto que as
divergéncias posteriores se adaptaram a outros nichos, incluindo os de doninhas,
martas e lontras (Mustelinae, Ictonychinae, e Lutrinae). O estudo também elucidou
a posicao filogenética do Lyncodon patagonicus revelando que os géneros Galictis

e Lyncodon sao taxons irmaos.

2.3 CITOGENETICA MOLECULAR

As técnicas de coloracdo em cromossomos mitéticos, juntamente com o
desenvolvimento da técnica de hibridacdo in situ permitiram um avango nos
estudos de citogenética comparada. J4 na década de 70, foram propostos mapas
comparativos de cerca de 50 espécies diferentes de vertebrados, incluindo muitos
mamiferos de importancia econdmica ou que servem como modelos biomédicos,
através da utilizacdo de metodologias que envolvem a hibridacédo in situ (CGOW,
1996). Com base nas informacfes obtidas por estes métodos € possivel fazer

estudos comparativos intra e interespecificos entre diferentes citétipos para se
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estabelecer a relacéo evolutiva entre eles. A determinacdo do estado plesiomorfico,
apomorfico ou sinapomorfico dos caracteres podem servir como base para
organizacdo sistematica dos taxa considerados (HENNIG, 1956 ; DE PINNA,
1991).

Nesses estudos sdo utilizadas sondas cromossomo-especificas de uma
espécie que sera hibridizada in situ em cromossomos em metafase de outra
espécie, detectando assim homologias cromossdémicas, ou seja, é possivel detectar
sequéncias conservadas dos genomas das duas espécies. Esta variacdo da
técnica de hibridacdo € chamada de ZOO-FISH. A sonda as vezes, pode hibridar
em apenas um cromossomo, indicando que O Cromossomo inteiro encontra-se
conservado. Outras vezes, Varios cromossomos ou segmentos de diferentes
cromossomos sdo marcados, mostrando que rearranjos intercromossdmicos
ocorreram durante a divergéncia das espécies. A utilizacdo da técnica de FISH
reversa ou ZOO FISH reversa auxilia em uma identificacdo mais detalhada de
homologias entre diferentes espécies, ou seja, detecta seqiéncias conservadas
(HASS, 2006). Uma das aplicacbes desta técnica € no estudo da evolucéo
cariotipica, tanto para determinar mecanismos de mudancas cromossdmicas
ocorridas, no decorrer da historia evolutiva do grupo, como na determinacdo das
relacdes filogenéticas (FERGUSON-SMITH et al., 1998). Um dos métodos baseia-
se no uso de pinturas cromossdémicas (Chromosome Paints), que sdo misturas de
sondas de DNA, usualmente derivadas de cromossomos separados por citometria
de fluxo ou microdisseccao e amplificadas por PCR (Polymerase Chain Reaction)
(GRAY et al., 1979; LUDECKE et al., 1989; WIENBERG; STANYON, 1998).

3. OBJETIVO GERAL

Com os dados apresentados no trabalho € possivel contribuir com uma
caracterizacao cariotipica da espécie Galictis cuja, sendo o primeiro coletado na

regido Sul do Brasil.
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3. 1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizar citogeneticamente, através de coloracdo comum e
bandeamentos (banda C, G e NOR) o cariotipo de Galictis cuja;

b) Aplicar a técnica de ZOO-FISH na espécie Galictis cuja utilizando
sondas cromossomo-especificas de Homo sapiens sapiens;

c) Comparar a ocorréncia de sintenias cromossbmicas e associacfes

sinténicas entre Galictis cuja e dados da literatura.

4. MATERIAIS E METODOS

O exemplar estudado € um macho da espécie Galictis cuja (Molina,1782),
proveniente do Municipio de Massaranduba, no Estado de Santa Catarina, que foi
encontrado atropelado e ainda vivo, sendo levado ao laboratério de Citogenética
Animal da UFPR.

4.1 PREPARACAO DIRETA DA MEDULA OSSEA

Em laboratério o animal foi submetido a uma preparacao direta da medula
Ossea, seguindo Ford e Hamerton (1956), com modificacbes (SBALQUEIRO &
NASCIMENTO, 1996). Primeiramente foi injetado intraperitonialmente, 1ml de
solucdo de colchicina a 0,1% para cada 100g de peso animal. Apos verificacdo da
morte do animal foram anotadas caracteristicas corporais como peso, comprimento
total e comprimento da cauda, tamanho interno e externo da orelha, comprimento
das patas anterior e posterior.

Ao final das anotacdes, foi feita uma abertura abdominal onde foi
confirmado o sexo do animal através da visualizagdo de suas gbnadas: testiculos.
Em seguida, foram removidos os fémures, cortando suas epifises. Com uma
seringa, contendo solucéao hipoténica (KCL 0,075M), foi transferido o material da
medula diretamente a um tubo de centrifuga. A seguir, o material foi ressuspendido
gentilmente e mantido em uma temperatura de 37° C por 20 minutos.

O material a seguir foi centrifugado a 800 rpm por 10 minutos sendo

removido em seguida o sobrenadante. Foi ressuspendido o precipitado e
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adicionado lentamente o fixador acido-alcodlico (3 metanol : 1 4cido acético), que &

preparado no momento que foi utilizado.

4.2. PREPARACAO DAS LAMINAS

As laminas utilizadas foram higienizadas primeiramente com detergente
neutro, agua corrente e agua destilada. Em seguida foram fervidas em &gua
destilada, sendo armazenadas em geladeira imersas em alcool absoluto.

Na preparacdo da lamina, duas gotas do material obtido da preparacao

citologica (preparacéo direta da medula 6ssea) foram pingadas na lamina.

4.3. IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DOS CROMOSSOMOS

A identificacdo e classificacdo cromossdmica seguiu o proposto por Levan
et al. (1964) que classifica os cromossomos de acordo com a razdo entre o
comprimento dos bracos cromossdmicos (r =qg/p) onde p € o comprimento
cromossémico (cm) do bragco curto, g € o comprimento cromossémico (cm) do
braco longo. Classificando-os em metacéntrico (r entre 1,0 a 1,7), submetacéntrico
(r entre 1,7 a 3,0), subtelocéntrico ( r entre 3,01 a 7,0) e acrocéntrico (r maior que

7,01).

TABELA 1- NOMENCLATURA CROMOSSOMICA SEGUNDO LEVAN et. al. (1964)

Cromossomos Localizacédo do Razéao entre os
centrémero bracos (r)
M Médio 1,0
M Regido mediana 11-1,7
SM Regi&do submediana 1,8-3,0
St Regido subterminal 3,1-7,0
A Regido terminal 7,1-0,0

(acrocéntrico)

A Terminal (acrocéntrico) 00
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4.4. TECNICAS DE BANDAMENTO

4.4.1. COLORACAO CONVENCIONAL

As laminas montadas foram coradas com Giemsa, diluido em tampéao
fosfato pH 6,8 a 5%, por um periodo de 8 minutos, & temperatura ambiente. Em
seguida, lavadas em agua corrente e, apds secarem, observadas ao microscopio e

analisadas.

4.4.2. BANDEAMENTO C

O bandeamento C permite a visualizacdo de regides de heterocromatina
constitutiva, usando para isso Béario e Giemsa. Foi seguido o protocolo descrito em
Sumner (1972) com modifica¢des realizadas no Laboratério de Citogenética Animal
da UFPR
- 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.

- Lavar em H,0O destilada e secar.

- Mergulhar em solucéo 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 solugé&o salina 2SSC pH 7,0 a 60-65°C por 15 minutos.

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

4.4.3. BANDEAMENTO G

Este procedimento evidencia bandas claras e escuras nos cromossomos,
utilizando tripsina e Giemsa, 0 que permite o correto pareamento deles. A técnica
de banda G foi empregada conforme Seabright (1971), modificada por Sbalqueiro
(1989):

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

- Incubar as laminas em tampéao fosfato pH 6,8 por 2 minutos.
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- Incubar em solucéo de tripsina a 0,03% dissolvida em tampéao fosfato pH 6,8 ou
solucdo de Hanks por 30 segundos. Esse tempo pode ser aumentado ou diminuido
conforme os resultados obtidos.

- Lavar rapidamente em agua destilada, alcool absoluto e 4gua destilada.

- Incubar em tampéo Fosfato pH 6,8 por 1 minuto.

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

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

4.4.4. BANDEAMENTO NOR

Esta técnica permite a observacao das regiées organizadoras de nucléolo e
evidenciacdo do complexo sinaptonémico em material de meiose. Foi seguido o
protocolo descrito por Howell & Black (1980), com modificacbes de Sbalqueiro
(1989):

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

- Incubar as laminas em tampéo Borato pH 9,2 de 5 a 10 minutos.

- Lavar em agua destilada e secar ao ar.

- Colocar sobre a lamina duas gotas de solucéo coloidal (0,25g de gelatina + 5 ml
de &gua bidestilada aquecida + 0,2 ml de &cido férmico), mais quatro gotas de
solucéo de Prata a 50% (1g de Prata + 2 ml de agua bidestilada + duas gotas de
formalina).

- Homogeneizar as solugdes com uma pipeta Pasteur.

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

- Lavar em agua 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.
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4.4.5 CAPTURA DE IMAGENS

De cada uma das coloracbes foram selecionadas e capturadas as trés
melhores metafases para montagem dos cariogramas com a utilizacdo do

fotomicroscopio Zeiss-Axiophot.

4.5 HIBRIDACAO IN SITU

Para a hibridacéo in situ foram necessarias as seguintes etapas de acordo
com HASS (2006):
- selecdo das melhores preparacdes citogenéticas;
- verificacdo da qualidade das metafases a serem hibridadas;
- preparacao das sondas gendmicas;
- hibridacdo com sondas cromossomo-especificas de Mus musculus em cit6tipos
de Scapteromys e sondas humanas em cit6tipos de Galictis cuja;
- processo de lavagem;
- deteccao dos sinais gerados;
- captura das imagens e andlise dos dados

4.5.1 PREPARACAO DE SONDAS CROMOSSOMO-ESPECIFICAS

As sondas cromossomo-especificas humanas foram marcadas com biotina

(tamra) ou dinitrofenol e hibridadas em Galictis cuja.

Reamplificacdo — 2a. DOP-PCR - marcacao com fluorocromos em um volume final
de 25pl.

Reagentes da 2a. DOP-PCR:

- 1pl de DNA cromossdmico (100ng do produto estoque);

-2,5ul de 10Xtampéo para PCR;

-1,5ul de dNTP MIX;

-1pl de Biotina-dUTP ou Dinitrofenol-dUTP;
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- 2,5ul de iniciador 6MW ou F/S;
-1,25ul de 20XW1 detergente,

- 0,3pl a 0,5ul de Taq Polimerase;
-14,75ul de agua ultrapura

- Os reagentes foram adicionados em um tubo de microcentrifuga de 1,5ul (sem o
DNA cromossdmico); agitados em Vértex e centrifugados rapidamente resultando
na mistura de reacao mae;

- Foram colocados 24l da mistura de reagcdo mae em tubos de microcentrifuga de
0,5ul, depois acrescido 1pl a 1,54l de DNA gendmico; agitados em Vortex e
centrifugados rapidamente;

- Os tubos sédo submetidos a reacdo de PCR no termociclador, seguindo as etapas
(Tabela 2):

TABELA 2- ETAPAS DA PCR DE MARCAGAO (22 DOP-PCR)

ETAPAS TEMPERATURA(C®) TEMPO(min.) CICLOS
Desnaturagéao 94° 3 1
inicial

Desnaturagéo 94° 1 30
Anelamento 62° 1 30
Extenséo 72° 1:30 30
Extenséo final 72° 8 1

4.5.2. VERIFICACAO DOS FRAGMENTOS PRODUZIDOS NA DOP-PCR

Nesta etapa foi usada 3ul da reacdo final da DOP-PCR, produtos da
primeira amplificacdo, e misturada com 1ul de corante, aplicando-se em um gel de
agarose 1% em TAE 1X. Sendo utilizado um marcador de pares de base — Hind Il
— para observar a obtencédo de bandas de 550 a 2300 pares de bases. A corrida do
gel foi realizada a 130W/150mA por 20 min. A visualizagdo das bandas no gel foi
realizada apoOs coloracdo em Brometo de Etidio por 15 minutos, seguido de

lavagem em agua por 5 minutos. Depois o gel foi fotografado.
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Segundo Hass (2006) as bandas entre 500 e 2300 pares de bases sao
considerados bons para a hibridagdo, sendo seguido este padrdo de tamanho no
trabalho.

4.5.3. PREPARACAO DAS SONDAS PARA HIBRIDACAO

Apés a marcacdo das sondas cromossomo-especificas, estas sé&o
preparadas para comporem a solucdo de hibridacdo, conforme o seguinte
procedimento:

- Misturou-se em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml a sonda cromossomo
especifica no volume 22y,

- Acrescentou-se 0,1 de volume de acetato de sédio 3M; 2,5 de volume de etanol
gelado; 5ul de Human Cot -1DNA; 3ul de DNA de esperma de salmao;

- Agitou-se em vortex e centrifuga-se rapidamente;

- Deixou-se em freezer —20°C por 30 min;

- Centrifugou-se a 13.000rpm por 18 min;

- Removeu-se o0 sobrenadante e secou-se o material em estufa a 60°C por 1 min;

- Adicionou-se 10ul de tampéo de hibridagédo e deixa-se no termo-agitador a 37°C
por pelo menos uma hora para que o material fiqgue homogeneamente misturado,

de preferéncia por 12 horas.

4.5.4. MONTAGEM DAS LAMINAS PARA HIBRIDACAO

Esta etapa consistiu em preparar 0S cromossomos para receber as sondas,
e assim ocorrer a hibridagdo. Consistiu dos seguintes procedimentos de acordo
com Hass (2006):
- Incubar as laminas de vidro 76X26mm em etanol/éter na propor¢do 1:1 por 3 min;
- Secar as laminas com papel toalha, identificando-as devidamente;
- Colocar as laminas dentro de uma caixa de metal, incubando-as dentro do banho-
maria a 55°C por 1 min, para que se forme um filme de vapor d 4gua, pingando-se

uma ou duas gotas da suspensdao celular em cada lamina, dependendo do tipo de
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hibridacao espécie-especifica. Em seguida goteja-se, sobre o material uma gota de
solucado acido-alcodlica, para melhor separar 0s cromossomos nas metafases;

- Deixar a lamina no banho-maria por mais ou menos 1 min para secar bem;

- Observar as laminas ao microscépio invertido para verificar a quantidade de
citoplasma nas metafases;

- Dependendo da quantidade de citoplasma, deixar as laminas de 50 segundos a
40 min em Pepsina ( 99ml de agua, 1 ml de HCI 1N e 50pl de Pepsina 10%), no
banho-maria, a 37°C;

- Incubar as laminas em 1XPBS, temperatura ambiente, por 5 min;

- Repetir o passo anterior por mais duas vezes;

- Incubar as laminas em alcool 70%, 90% e 100% por 3 min cada;

- Secar as laminas por 1 h a 60°C ou por 24 horas a 37°C.

4.5.5. DESNATURACAO DAS SONDAS DE DNA MARCADAS

- Retirar os tubos de microcentrifuga com as sondas do termo-agitador, e colocar
em banho-maria a 70 ou 72°C por 7 min para desnaturar;
- Incubar as sondas em banho-maria a 37°C por 30 a 50 min, para a reassociacao

das sequéncias repetitivas de DNA.

4.5.6. PREPARACAO DAS LAMINAS MONTADAS PARA HIBRIDACAO

- Colocar as laminas preparadas em solucdo de formamida 70% (70ml de
formamida P.A., 30 ml de 2XSSC e pH=7,0) a 72°C por 1:30 min;

- Incubar em etanol 70%, 90%, gelados, e etanol 100%, temperatura ambiente, por
3 min cada;

- Deixar escorrer 0 excesso de etanol 100% para que a lamina seque rapidamente.

4.5.7. HIBRIDACAO

- Pingar sobre uma das areas dos exemplares celulares, as sondas de DNA

marcadas e desnaturadas;
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- Repetir 0 passo anterior para a outra area de células, caso seja realizada outra
hibridag&o simultanea;

- Cobrir cada area com uma laminula de 20x20mm;

- Fixar as bordas da laminula com um selante;

- Corar as laminas montadas em uma caixa de metal, para que fiquem fora da acéo

da luz e levar ao banho-maria a 37°C, por 72 h, para que ocorra a hibridagao.

4.5.8. LAVAGENS POS-HIBRIDACAO

- Retirar o selante e as laminulas da lamina com auxilio de uma pinca;

- Incubar as laminas em solucdo 2xSSC a temperatura ambiente por 1 min;

- Proceder com a lavagem das laminas com alta estringéncia, no caso das
hibridacdes com a mesma espécie ou espécies relacionadas;

- Incubar as laminas em solucao de 0,1XSSC a 62°C por 5 min;

- Repetir por mais duas vezes 0 passo anterior;

- Incubar as laminas em 2xSSC por 1 min.

4.5.9. DETECCAO DOS SINAIS DE HIBRIDACAO

Os sistemas de marcacdo e deteccdo empregados foram escolhidos de
acordo com o tipo de experimento executado, os cromossomos foram marcados
com DAPI.

4.5.10 ANALISE E CAPTURA DE IMAGEM

Do individuo foram montada laminas para que fosse possivel escolher as
melhores preparagdes, onde as metafases estivessem com numero cromossomico
completo, espalhados e estendidos, e com pouco citoplasma. Utilizou-se o
microscopio Zeiss-Axiophot acoplado a um sistema de fluorescéncia com uma
lampada de mercurio HBO 100, sendo utilizada na documentacao digital a objetiva

de 63X (Planapochromat).
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4.5.11 MAPA CROMOSSOMICO

As regides de hibridacdo foram identificadas utilizando o padrdo de banda
G obtido pela contra-coloracdo com ActinimicinaD/DAPI, ao lado de cada
cromossomo ou regido marcada foram identificadas as sondas humanas que

hibridizaram.

5. RESULTADOS

O individuo pertencente ao género Galictis cuja (Figura 1) foi coletado no
municipio de Massaranduba do Estado de Santa Catarina. Localiza-se a uma
latitude 26°36'38" sul e a uma longitude 49°00'30" oeste, estando a uma altitude de

38 metros .

Figura 1. Galictis cuja foto de
Renata Bornholdt

5.1. CARACTERIZACAO CITOGENETIA
5.1.1. COLORACAO COMUM

Foram analisadas 15 metafases em coloracdo comum (Figura 2) de um
individuo de Galictis cuja macho, que apresentou 2n=38 , NA= 68 e NF=71, sendo
composto por 18 pares autossémicos mais o par sexual XY. Com base na

classificacdo cromossémica de Levan et al. (1964) foi possivel caracterizar o
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cariétipo com 4 pares cromossémicos metacéntricos, 7 pares subtelocéntricos, 4
pares submetacéntricos, 2 pares acrocéntricos e o par sexual formado por X
metacéntrico e Y acrocéntrico pequeno (Figura 4). Foi observada a presenca de
uma constricdo secundaria bem evidente no par acrocéntrico 18, que se mostrou

conspicua quando da coloracdo com Nitrato de Prata (Figura 4 e 6).

TABELA 3- RELACAO ENTRE BRACOS CROMOOSSOMICOS
DE Galictis cuja, SEGUNDO LEVAN et. al. (1964)

PAR p q r Classificagao
1 0,3 0,8 2,66 SM
2 0.3 0.9 3,0 SM
3 0,2 0,6 3,0 SM
4 0.2 0,6 3,0 SM
5 0,2 0,5 2,5 SM
6 0,5 0,6 1,2 M
7 0.4 0,6 15 M
8 0.3 0,4 1,3 M
9 0,2 0,4 2,0 M
10 0,15 0,3 2,0 M
11 0,2 0,2 1,0 M
12 0,2 0,2 1,0 M
13 0,1 0,8 8,0 A
14 0,1 0,4 4,0 ST
15 0,1 0,5 5,0 ST
16 0,1 0,4 4,0 ST
17 0 0,4 0 A
18 0,1 0,2 2,0 SM
X 0,2 0,7 3,5 ST
Y 0 0,2 0 A

p =braco cromossémico curto; g= brago cromossdmico longo;
r=razdo entre os bracos
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Figura 2. Caridtipo de Galictis cuja macho ( 2n=38, NA= 68 e NF=71),
constricdo secundéria no par 18 indicada pela seta.
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5.1.2 BANDEAMENTO G

Com a montagem do cariétipo do individuo de Galictis cuja é possivel
observar as marcacdes de regibes claras que correspondem a regides
heterocromaticas que apresentam replicacdo tardia e ricas em AT e escuras que
sdo regides eucromaticas com replicacdo adiantada e rica em GC nos
cromossomos, caracteristico desta técnica de bandeamento. Pode-se nota a

constricdo secundaria no par 18 acrocéntrico.
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Figura 3. Cariotipo em bandeamento G de Galictis cuja mach ( 2n=38,NA=
68 e NF=71), constricdo secundaria no par 18 indicada pela seta.
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5.1.3 BANDEAMENTO C

Com base nas andlise das melhores metafases de G. cuja foi possivel

observar a marcacao do par autossémico 18, indicadas pelas setas (Figura 5).

Figura 4. Metafase de G. cuja com bandeamento C, marca¢des no par
cromossdmico 18 indicadas com seta.

5.1.4 BANDEAMENTO NOR

Com a técnica de bandamento NOR pode-se observar a marcacdo em 2
cromossomos nas metafases de Galictis cuja no par 18, sendo indicadas por uma
seta na figura 5. Tanto a constricdo secundaria como a banda Ag-NOR né&o haviam
sido observadas na outra espécie deste género.
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Figura 5. Metafase de Galictis cuja macho em bandeamento NOR ( 2n=38 e NF= 71), com
indicacdes das marcagdes. Setas indicam marcac¢do nos cromossomos do par 18.
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5.1.5 HIBRIDACAO IN SITU

Foram analisadas 10 a 15 metafases por experimento utilizando sondas
cromossomo-especificas de humano chamadas sondas HSA 3, 6, 9,10 ,11 e 12,
sendo que 10 metafases foram fotomicrografadas e utilizadas para a idenfiticacao

do cromossomo que hibridou em Galictis cuja.

5.1.5.1 SONDAS HSA 3 e HSA 6

Foram usadas sondas humanas que correspondem aos CromosSsomos
humanos 3 (coloragéo vermelha) e 6 (coloracao verde).
Sonda HSA 3 hibridou no cromossomo do par 2 no braco q e a sonda HSA

6 hibridou no cromossomo do par 11 no braco g.

Figura 6: Hibridag6es com sondas humanas 3 e 6 (a,c,e); em
vermelho HSA 3 e em verde HSA 6 e suas respectivas
imagens em contra-coloragcdo ActinomicinaD/DAPI (b,d,f).
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5.1.5.2 SONDAS HSA 9 e HSA 10

Foram usadas sondas humanas que correspondem aos cromossomos 9
(coloracéo vermelha) e 10 (coloracéo verde).
Sonda HSA 9 hibridou no cromossomo do par 9 no braco q e a sonda HSA

10 hibridou no cromossomo do par 14 no brago g.

Figura 7. Hibridagdes com sondas humanas 9 e 10 (a,c,e); em
vermelho HSA 9 e em verde HSA 10 e suas respectivas imagens em
contra-coloracdo ActinomicinaD/DAPI (b,d,f).
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5.1.5.3 SONDAS HSA11l e HSA12

Foram usadas sondas humanas que correspondem a CromosSsomos
humanos 11 (coloragcédo vermelho) e 12 (coloracéao verde).
Sonda HSA 11 hibridou no cromossomo do par 16 e a sonda HSA 12

hibridou no cromossomo do par 13.

Figura 8. Hibridagcbes com sondas humanas 11 e 12 (a,c,e); em
vermelho HSA 11 e em verde HSA 12 e suas respectivas imagens
em contra-coloracdo ActinomicinaD/DAPI (b,d,f).
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Utilizando o cariétipo em banda G, € apresentado o0 mapa cromossémico
com as sondas hibridadas a direita do par cromossdmico e sua cor correspondente,
gue evidenciaram homeologia cromossdmica com as sondas humanas HSA 3, 6, 9,
10,11 e 12 nos cromossomos de Galictis cuja, 2, 11, 9, 14, 16 e 13,

respectivamente.
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Figura 9. Cari6tipo em banda G de Galictis cuja com as sondas

hibridizadas a direita

6. DISCUSSAO

6.1. CARACTERIZACAO CROMOSSOMICA

Estudos citogenéticos tém auxiliado muito na compreensédo de variacao

intra e interespecifica, variacao intra e interpopulacional, bem como na identificacédo

de espécies cripticas e na resolucdo dos problemas taxonémicos (GUERRA, 1988;
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MACGREGOR, 1993). Segundo Nie et al. (2002) que utilizaram rearranjos
cromossOmicos para investigar algumas questdes sistematicas relativas a filogenia
do genoma do gato domeéstico, panda vermelho e cinco espécies de mustelideos.
No entanto, enquanto os estudos citogenéticos foram realizados em algumas
espécies da Familia (Freitas et. al., 1975; Kurose et. al., 2000; Graphodatsky et. al.,
2002), ndo ha estudos publicados sobre a constituicdo cromossémica de Galictis
cuja.

O caribtipo apresentado neste trabalho da espécie Galictis cuja apresenta
namero dipléide igual a 38 e numero fundamental igual a 71. Esse mesmo valor
dipldide € encontrado em muitas outras espécies da Familia Mustelidae, totalizando
60% das espécies com mesmo numero cromossémico (FRANCO-DE-SA, et al.,
2007).

O ndmero dipléide em Mustelidae varia de 30 em Mustela vison
(Graphodatsky et. al., 2000) a 44 em Mustela altaica (Graphodatsky et al.,1976),
Mustela ermina orientalis e Mustela mustela anakuma (OBARA, 1991). Apesar dos
caridtipos da Familia serem conservados em relacdo ao namero cromossdémico,
eles apresentam diferencas consideraveis na estrutura dos cromossomos,
indicando que ocorreram varias rearranjos durante o evolucado deste grupo
(COUTURIER & DUTRILLAUX, 1986). Os cromossomos sexuais também diferem
na morfologia (metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico e acroncéntrico) e
tamanho (grande, médio, pequeno), mas o cromossomo Y permanece sendo o
menor (FRANCO-DE-SA, et. al., 2007).

Como a Ordem Carnivora apresenta organizagbes do genoma
contrastantes, suas familias sédo consideradas os melhores exemplos para estudo
do papel dos rearranjos cromoss6micos ha especiacao por apresentarem cariotipos
conservados com algumas excecfes (WURSTER-HILL & CENTERWALL, 1982,
DUTRILLAUX & COUTURIER, 1983).

Embora as relagbes filogenéticas em Carnivora tenham passado por
revisdes frequentes, toda a evidéncia molecular disponivel suporta o monofiletismo
dos carnivoros, que consiste em dois grupos monofiléticos, Feliformia e Caniformia.
A subordem Caniformia geralmente consiste de Canidae, Ursidae, Procyonidae,
Mustelidae, Ailuridae, Mephitidae, Otariidae, Odobenidae e Phocidae (BININDA —
EMONDS, 1999; EIZIRIK et al., 2010).
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6.2. BANDEAMENTOS

O bandeamento C em mamiferos normalmente € centromérico ou
pericentromérico, por exemplo, em humanos o cromossomo Y apresenta marcacao
centromérica e terminal, em baleias, esquilos e outras espécies também encontra-
se marcagao na regiao terminal. Na Ordem Carnivora a distribuigcdo e quantidade
da heterocromatina constitutiva diferenciada pode ser explicada pelas propriedades
do DNA repetitivo (composicdo, sequéncia, arranjo) que influencia no sucesso da
técnica, pela quantidade de heterocromatina nos cariotipos de carnivoros parecer
ser menor se comparado a outros mamiferos, por estar presente em outros locais
servindo como protecdo de regides especificas do cromossomo como centrémero
(PATHAK & WURSTER-HILL, 1977)

Em mustelideos encontra-se uma diversidade no padrdo de bandeamento
C, com alguns individuos apresentando marcac¢fes no braco curto, enquanto outros
s6 mostram regido heterocroméatica no centrémero (FREITAS et al. 1975;
KUROSE, et al., 2000). O padrao encontrado no G. cuja concorda com esse
padrdao da familia, estando presente apenas nas regides centroméricas dos
Cromossomos.

A andlise comparativa com o cariotipo em banda G de Galictis vittata,
apresentados pela literatura, evidencia uma alta similaridade ndo s6 quanto ao
padrdo de bandas como também na morfologia cromossémica.

Em algumas espécies de mamiferos existe marcacdo no cromossomo Y,
em alguns cromossomos autossomicos, ndo sendo observado marcacdo no
cromossomo X. Esse padrdo é encontrado em algumas espécies da Ordem
Carnivora., como no cdo doméstico onde existe marcacdo de NOR em trés pares
de autossomos e no Y. Em outras espécies como o antilope (Ammosphermophilus
harrisii, o primata Hylobates syndactylus, e no guaxinim observa-se o0 mesmo
padrao de marcacdo de NOR no par sexual, mesmo estes ndo sendo carnivoros (
PATHAK, et. al., 1982)

A banda NOR aqui evidenciada, no par 18, ndo havia sido descrita para a

espécie G. vittata, reforcando realmente serem entidades especificas diferentes.
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6.3 HIBRIDACAO IN SITU COM SONDAS CROMOSSOMO-ESPCIFICAS
HUMANAS

Nos ultimos anos, sondas de pintura cromossdmica especifica foram feitas
a partir de nove carnivoros: o gato doméstico (Felis catus, FCA) (Weinberg et al.,
1997), o cdo doméstico (Canis familiaris, CFA) (Graphodatsky et al., 2000), a
raposa vermelha (Vulpes vulpes, UVV) (Yang et al., 1999), o guaxinim japonés
(Nyctereutes procyonoides, NPR) (Nash et al.,2001), o vison-americano (Mustela
vison, MVI) (Graphodatsky et al., 2002), a fuinha (Martes foina, MFO) (Nie et al.,
2002), o panda gigante (Ailuropoda melanoleuca, AME) (Nash et al., 1998), o
gamba listrado (Mephitis mephitis, MME) e o gamba encapuzado (Mefitismo
macroura, MMA) (Perelman et al., 2008). Diversos mapas cromossdmicos
comparativos foram estabelecidos entre os carnivoros, e a relacdo filogenética
entre os diferentes grupos foram revisados por pintura cromossomica (NASH et al.,
2008; GRAPHODATSKY et al., 2008; NIE et al.,, 2002; TIAN et al., 2004;.
PERELMAN et al., 2008).

Atualmente, cerca de 40 espécies representando a maioria dos grupos de
carnivoros tém sido estudado por pintura cromossoma de espécies cruzadas.
Esses estudos permitem uma visdo dos rearranjos inter-cromossémicos do
genoma e a proposicdo de caridtipos ancestrais de toda a ordem e algumas
familias (NASH et al., 2001, 2008;. GRAPHODASKY et al., 2002, 2008;. MURPHY
et al., 2001;. TIAN et al ., 2004;. PERELMAN et al ., 2005, 2008).No entanto,
estudos citogenéticos moleculares comparativos na ordem Carnivora até agora nao
tem conseguido analisar os rearranjos inter e intra-cromossdémico com base em
analises filogenéticas. Estudos com pintura cromossémica demonstraram que
Canis familiaris (CFA), com o maior nimero dipléide (2n = 78) e o cariétipo mais
reorganizado dentre os carnivoros, € uma espécie ideal para estudos com pinturas
cromossOmicas e que as sondas de pintura CFA poderia revelar inversdes que
teriam escapado a deteccédo utilizando sondas de pintura a partir de espécies com
genomas com sintenias conservadas como a humana (Homo sapiens, HSA) e Felis
catus (FCA) (YANG et al., 2000).

Com base em sequéncias de genes nucleares Eizirik et al.(2010) propds
uma filogenia molecular completa para 50 diferentes géneros que representam

todas as familias carnivoros e construiu um relégio molecular para a evolucéo da
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Carnivoro. Muitas espécies com dados de pintura também foram incluidos neste
estudo.

Em um estudo mais recente Nie et al. (2012), utiliza como cariétipo de
carnivoro ancestral (CCA) 2n=42 para mapear 0S rearranjos cromossomicos
ocorridos durante a divergéncia dessa Ordem.

As relagBes evolutivas entre as espécies cariotipicas em Mustelidae foram
detalhados por Graphodatsky et al. (2002). De acordo com eles a diferenciacéo
cariotipica dos mustelideos do ancestral comum provavelmente ocorreu por meio
de diversos rearranjos (fusbes céntricas e fissbes, adicdo de heterocromatina,
inversbes pericéntricas) que causaram a variabilidade de cari6tipo observada na
familia Mustelidae. A andalise comparativa dos segmentos cromossémicos em
mustelideos e em espécies fora do grupo revelou 18 supostos segmentos
autossémicos conservados, que sdo, provavelmente, 0S cromossomos ancestrais
ou bracos cromossémicos (Graphodatsky et al.,, 2002). O papel dos rearranjos
cromossOmicos na especiacdo permanece controverso, porém alguns deles séo
encontrados na maioria dos nés da arvore filogenética dos carnivoros (BININDA —
EMONDS, 1999; EIZIRIK et al., 2010).

Nossos resultados corroboram com os resultados da literatura em
hibridacdes realizadas em Mustela vison (2n=30), onde as sondas HSA (3, 6, 9, 11
e 12) apresntaram marcacdo em sinal Unico. J4 a sonda HSA 10 apresentou dois
sinais em dois pares de cromossomos diferentes nesta espécie (Graphodatsky et
al., 2002). A hibridacdo com as outras 18 sondas cromossomo-especificas de
huamanos, poderdo revelar novas sintenias cromossémicas na espécie Galictis

cuja.
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7. CONCLUSAO

Conclui-se no capitulo | “Descricdo Cromossdmica utilizando citogenética
cldssica e molecular da espécie Galictis cuja (CARNIVORA, MUSTELIDAE)” que:

- Esta € a primeira caracterizacdo citogenética para a espécie de Galictis cuja,
apresentando 2n=38, NA= 68 e NF= 71 composto por 18 pares autossomicos,
sendo 4 pares metacéntricos, 7 pares subtelocéntricos, 5 pares submetacéntricos,
2 pares acrocéntricos, X metacéntrico e Y acrocéntrico, sendo observada a
presenca de constricdo secundaria no par 18;

- O bandeamento G apresentou-se similar aos caritipos de espécies préoximas
descritos em literatura;

- O bandeamento C apresentou marcacdo na regido centromérica dos
cromossomos do par 18;

- A banda Ag-NOR reforcou a identificacdo da constricdo secundaria nos
cromossomos do par 18;

- As hibridagbes nos cromossomos de Galictis cuja utilizando sondas
cromossémicas humanas foram satisfatorias e a primeira descrita, onde se obteve
sinais: HSA3 hibridou no cromossomo do par 2 no braco q de G. cuja, HSA6
hibridou no cromossomo do par 11 no braco g, HSA9 hibridou no cromossomo do
par 9 no brago g, HSA10 hibridou no cromossomo do par 14 no brago g, HSA1l
hibridou no cromossomo do par 16 e HSA12 hibridou no cromossomo do par 13,
dados que corroboram as marcacdes Unicas, exceto pela sonda HSA10, que em
literatura foi verificada em dois sinais.

- Com a caracterizacdo citogenética foi possivel observar que a espécie segue 0
padrdo no nimero cromossémico dentro da Familia Mustelidae sendo necessario
estudos complementares para a analise completa da hibridacdo com sondas

humanas.
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CAPITULO Il
CARACTERIZACAO CARIOTIPICA ATRAVES DA CITOGENETICA CLASSICA E
ANALISE FILOGENETICA EM CITOTIPOS DO GENERO SCAPTEROMYS
(RODENTIA, CRICETIDAE)
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ORDEM RODENTIA

O verbo roer vem do latim rodere e significa roedor, um nome adequado
para os membros da ordem Rodentia. A ordem Rodentia possui aproximadamente
468 géneros e 2.052 espécies, representando, assim, cerca de 37,5% dos géneros
e 43,5% das espécies de mamiferos atuais (ROSE & ARCHIBALD, 2005). A
caracteristica mais marcante dos roedores, um par de grandes dentes incisivos que
crescem continuamente ao longo da vida, permitiu que eles explorassem gquase
todos os tipos de alimentos, de gramineas e gréos, até insetos, nozes e tubérculos.
Aliando isto a uma grande capacidade de adaptacéo a diferentes ambientes, ciclos
de vida curtos e alta taxa de reproducao, os roedores colonizaram quase todos os
ambientes terrestres existentes construindo uma historia de sucesso evolutivo
notavel (VAUGHAN; RYAN; CZAPLEWSKI, 2000).

Seu tamanho varia bastante, abrangendo desde camundongos, com
apenas 5 cm de comprimento, até a capivara Hydrochoerus hydrochaeris com 1,20
m. Em geral possuem corpo compacto com pernas curtas, apresentando as solas
das patas descobertas. As espécies dessa ordem diferem das outras de mamiferos
por apresentarem dois pares de incisivos, um superior e outro inferior, de
crescimento continuo, e pela auséncia de caninos, sendo caracteristico um longo
diastema (espaco) entre os incisivos e os molariformes, tendo o incisivo grande. A
parte anterior de cada molar possui o esmalte bem resistente, enquanto que a
parte posterior possui uma macia dentina. Esse arranjo dos dentes incisivos,
somado ao seu continuo crescimento, permite que eles assumam a forma de
laminas cortantes, o que é de grande valia, principalmente quando se precisa abrir
um fruto duro para poder pegar a sua semente (COLBERT, 1969; NOWAK, 1994).

As espécies também apresentam adaptacbes diversas para sua
sobrevivéncia, podendo assim ser: terrestres, arboricolas, fossoriais, saltatérios
(formas de desertos) ou semi-aquaticos, mas nao existem formas marinhas
(SARAGE e LONG, 1986).
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Existe uma grande divergéncia entre os autores no que diz respeito a
classificacdo dos roedores em categorias subordinais. Inicialmente os roedores
foram divididos em trés subordens, baseada na musculatura da mandibula
associada a estrutura do cranio (SIMPSON, 1945; ANDERSON et al.,, 1967):
Sciuromorpha (roedores semelhantes a esquilos), formada pelas familias
Aplodontidae, Sciuridae, Geomyidae, Heteromyidae, Castoridae, Anomaluridae e
Pedetidae; Myomorpha (roedores semelhantes a ratos), formada por Muridae,
Gliridae, Seleviniidae, Zapodidae e Dipodidae; e Hystricomorpha (roedores
semelhantes a porcos-espinhos), formada por Hystricidae, Erethizontidae,
Caviidae, Hydrochaeridae, Dinomyidae, Heptaxodontidae, Dasyproctidae,
Chinchillidae, @ Capromyidae, Octodontidae, = Ctenomyidae, = Abrocomidae,
Echimyidae, Thryonomyidae, Petromyidae, Bathyergidae, e Ctenodactylidae.

Posteriormente, outras diferencas presentes na musculatura craniana e
formas da mandibula e do crénio, foram utilizadas para reagrupar as familias em
duas subordens: Sciurognathi e Hystricognathi, palavras que se referem aos
diferentes tipos de mandibulas (POUGH et al., 2003). Reig (1981) adotou a
proposta dicotbmica de Woods (1976), subdividindo a ordem Rodentia em duas
subordens: Sciurognathi e Hystricognathi e a subfamilia Sigmodontinae em sete
tribos: Akodontini, Ichthyominae, Oryzomini, Phyllotomini, Scaptero subordens
myini, Sigmodontini, Wiedomyimi.

Com base em evidéncias morfoldgicas e moleculares, Carleton e Musser
(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 géneros 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).

Atualmente nove tribos sdo reconhecidas dentro da subfamilia
Sigmodontinae: Abrotrichini, Akodontini, Ichthyomyini, Oryzomyini, Phyllotini,
Reithrodontini, Sigmodontini, Thomasomyini e Wiedomyini, com alguns géneros
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permanecendo ainda incertae sedis, sem uma relacdo precisa definida com os
demais (D’ELIA et al., 2007).

2.1.1. FAMILIA CRICETIDAE

A familia Cricetidae engloba 55% das espécies de roedores sul-
americanos, 0 que representa 22% das espécies de mamiferos de todo o
continente. Esta familia esta dividida em duas subfamilias: Sigmodontinae, para a
maioria dos roedores da América do Sul e Neotominae, os roedores da América do
Norte, utilizando esta dicotomia por razdes fenéticas e filogenética (REIG, 1984).

As espécies dessa familia possuem habitos gregarios, vivem em casais ou
solitarios. Algumas espécies podem apresentar costumes ndmades e alta
capacidade reprodutiva na presenca de fartura de alimentos e de espaco fisico,
tendendo a aumentar o niumero de individuos até que o ambiente torne-se escasso,
para ai entdo procurar novos espacos (HASS,2006).

Os cricetideos apresentam controles populacionais, que podem ser tanto
pela saida de individuos da comunidade como pela ocorréncia de elevadas
mortandades. Estes aspectos sdo bem observados nas espécies que procriam
durante todo o ano, como aquelas que habitam regides quentes do mundo e as que
apresentam ninhadas com uma média de trés filhotes, mesmo quando em cativeiro
Outro aspecto diz respeito ao periodo de gestacdo destes animais, que pode variar
de 21 a 30 dias, e logo apdés a fémea dar a cria, ela esta apta para novo
acasalamento (MELLO, 1986).

Alguns membros da familia apresentam importancia médica, por serem
possiveis reservatérios naturais do Schistosoma mansoni (DIAS; PIRES; PINTO,
1980). Uma doenga grave e frequentemente fatal é a hantavirose, cujo virus é
amplamente encontrado em individuos da subfamilia Sigmodontinae
(ESCUTENAIRE; CHALON; VERHAGEN, 2000). Na América do Sul os registros
mais abundantes estdo associados a exemplares, principalmente, dos géneros
Abothrix, Eligmodontia, Oligoryzomys e Reithrodon (LOZADA; GUTHMANN;
BACCALA, 2000). No Brasil os casos de hantavirose humana foram estudados

principalmente no Estado de Sao Paulo, porém as analises sobre os hospedeiros
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naturais sdo quase nulas, destacando-se a quase inexisténcia de conhecimentos
biolégicos e ecoldgicos das espécies transmissoras da doencga no territério nacional
(JOHNSON; DE SOUZA; FERREIRA, 1999).

2.1.2 TRIBO AKODONTINI

Dentre os sigmodontineos destaca-se a tribo Akodontini - uma das mais
numerosas com aproximadamente 35% do total da diversidade da subfamilia
sigmodontinae composta por cerca de 81 espécies (MUSSER; CARLETON, 2005).

A Tribo apresenta ampla distribuicdo geogréafica, sendo que a maior parte
de seus géneros e espécies estdo concentrados nas regides mais centrais da
Cordilheira dos Andes, que € proposta como sendo a area original de diferenciacéo
dos Akodontinos (REIG 1984, 1987). Muitos autores sugerem que esta Tribo seja
monofilética e evolutivamente derivada de um estoque orizomino primitivo
(GARDNER; PATTON, 1976; BIANCHI et al., 1971; REIG 1977, 1984).

Neste grupo destaca-se a grande variabilidade cariotipica podendo ser
encontrado individuos apresentando nimero dipléide 2n=10 no género Akodon até
2n=54 no género Oxymycterus e numero de bracos dos cromossomos
autossdmicos com variacdo NA= 14- 16 (Akodon) a NA= 60-64 ( Oxymycteru)
.Essa variabilidade justifica-se pela existéncia de rearranjos cromossémicos.
Algumas espécies exemplificam a presenca de rearranjos em seus cariotipos como
Akodon cursor que devido a inversao pericéntrica e um rearranjo complexo
apresenta cariotipo que varia de 2n=14,15 e 16; alguns individuos de Akodon
montensis apresentam cromossomo B em seu cari6tipo, em Deltamys kempi existe
a presenca de fusdes céntricas e um sistema cromossémico multiplo de
determinacdo sexual, e em Scapteromys a presenca de fusdes céntricas. Estas
caracteristicas levam a problemas taxonémicos, dificultando no estabelecimento de

uma classificacdo dessas espécies de roedores (SBALQUEIRO,1989).
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2.1.3. GENERO SCAPTEROMYS

Distribuem-se por regides da Bacia do Rio Parana incluindo o leste da
Argentina, Uruguai e sul do Paraguai e Brasil. Os individuos do género
Scapteromys apresentam tamanho mediano e cauda pouco menor que O COrpo.
Sua coloracao na regido dorsal varia do marrom claro ao cinza claro e a ventral do
cinza claro ao esbranquicado. Suas orelhas sdo cobertas por pélos. Seu habito é
terrestre e semi-aquatico. Habitam areas préximas a cursos d’agua, sendo por isso
conhecidos como “ratos-do-pantano”. Seu periodo de atividade € noturno e se
alimentam principalmente de oligoquetos e insetos. (D’ELIA; PARDINAS, 2004;
OLIVEIRA; BONVICINO, 2006).

Figura 10. Scapteromys (Foto de
Ives Sbalqueiro)

O género apresenta quatro diferentes citétipos: 2n = 32 na Argentina e
Paraguai, 2n = 24 no Uruguai e Brasil, 2n = 34 e 2n = 36 ocorrendo apenas no
Brasil (BRUM, 1965; BRUM et al.1972; FRONZA; WAINBERG; LLORENTE, 1976;
FREITAS; MATTEVI; OLIVEIRA, 1984; BRUM et al., 1986; ANDRADES-MIRANDA,
1999; D’ELIA; PARDINAS, 2004; RABELO et al., 2008). O numero de bragos
autossdmicos em todos os citétipos € igual a 40, sendo sugerido por Freitas et al.
(1984) que a variagdo se deve a uma série de eventos de fissdo-fusdo céntrica.
Através da comparacdo dos padroes de banda G, foi sugerido que esses
mecanismos tenham atuado na evolucéo cariotipica do taxon.

Nos mesmos citétipos sdo observadas até seis marcacdes de RONs
(regibes organizadoras de nucléolos) nos autossomos, além do par sexual
(FREITAS; MATTEVI; OLIVIERA, 1984; ANDRADES-MIRANDA et al., 1999).
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Foram encontradas RONs apenas no citotipo 2n = 24, em numero de quatro
(FREITAS et al.,1984). Andrades-Miranda et al. (1999) descreve a ocorréncia de
marcacoes de RONs no par sexual e em seis cromossomos autoSsomos nos
citotipos 2n = 24 e 2n = 34, sem no entanto especificar os pares.

Numa revisao recente, as populagdes uruguaias de Scapteromys foram
assinaladas na espécie S. tumidus e as argentinas e paraguaias S. aquaticus,
levando em conta diferencas na morfologia craniana e andlise da sequéncia de
DNA do gene mitocondrial citocromo B (D’ELIA; PARDINAS, 2004). As populacdes
brasileiras permanecem sem um estudo sistematico mais aprofundado. E sugerido
que provavelmente se trate de espécies distintas, devido as diferencas
citogenéticas apresentadas e a morfologia (FREITAS; MATTEVI; OLIVEIRA, 1984).

2.2 ALTERACAO NA ESTRUTURA E NO NUMERO CROMOSSOMICO

2.2.1 CONSIDERACOES CITOGENETICAS

Nas ordens de mamiferos a diversidade cariotipica é bem acentuada,
principalmente na variacdo do niumero cromossdmico que pode ser desde 6 e 7 em
Muntiacus muntjak até 102 em Tympanoctomys barrerae (WURSTER e
BENIRSCHKE, 1970; CONTRERAS et al., 1990). As diferencas existentes entre os
caridtipos de diferentes espécies, e as diferencas entre individuos da mesma
espécie (espécies cromossomicamente polimérficas), dependem de rearranjos
cromossOmicos que ocorreram em um passado remoto ou em um mais recente.

A especiacdo por alopatria, divergéncia génica cumulativa seguida de
isolamento geografico, segundo Mayr (1969, 1977) seria o0 modo pelo qual as
alteracdes gendmicas se fixariam e dariam origem a novas espeécies.

King (1993) considera que o0s principais rearranjos envolvidos nos
processos de isolamento reprodutivo tendo como conseqiéncia a especiacao,
podem ser classificados em: mudancas com heterose potencialmente negativa
(fusdes em tandem, translocacdes e inversdes) e mudancas adaptativas ou neutras

(adic&do ou delecao de heterocromatina e polimorfismos cromossémicos).
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Os rearranjos cromossémicos podem envolver um ou mais cromossomos
ao mesmo tempo, e parecem depender de dois fatores: quebra cromossomica e
ligacdo do segmento de forma diferente da posi¢&o original.

Para White (1968), o polimorfismo cromossémico surgido em uma
populacao pequena e isolada, € resultante do cruzamento de um individuo alterado
cromossomicamente com um individuo sem alteracéo.

Seguindo o modelo acima, Wilson et al. (1975) e Bush et al. (1977) sugerem
que os roedores através da alta reprodutividade, baixa mobilidade e ocupacéo de

nichos restritos seriam privilegiados por este processo.

2.2.2 ALTERACOES NA ESTRUTURA DOS CROMOSSOMOS DE ROEDORES E
SUAS IMPLICACOES EVOLUTIVAS

De acordo com os autores relacionados ,0S rearranjos cromossOmicos
podem levar a especiacao, tendo por isso papel importante no processo evolutivo
dos roedores. Os rearranjos que estariam envolvidos nesse processo seriam
principalmente: as inversdes, translocactes, fusdes-fissbes céntricas e fusdes em

tandem.

2.2.3 INVERSOES

Nesse tipo de rearranjo, 0 segmento cromossOmico intersticial resultante
de duas quebras une-se ao restante do cromossomo de uma maneira invertida.
Caso este segmento inclua o centrébmero - inversao pericéntrica - poderédo ocorrer
alteracdes na morfologia do cromossomo, podendo ou ndo alterar o numero de
bracos. No caso contrario - inversdo paracéntrica - a forma do cromossomo
permanece sem alteracdo, 0 mesmo acontece com o numero de bracos. Nestes
dois casos o padréo das bandas cromossémicas sera modificado.

Em alguns grupos de roedores as inversfées pericéntricas parecem ter tido
importante papel no mecanismo de evolucdo cromossémica, como é o0 caso da
espécie Oryzomys albigularis, estudada em bandeamento G, que apresenta 2n =
66 e NA = 86 a 100, onde foram observadas inversbes em sete pares
cromossomicos (AGUILERA et al., 1995).
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GEISE et al. (1998), estudando comparativamente caritipos de Akodon
cursor provenientes de diferentes localidades do Brasil, verificaram que 39
espécimens de Akodon cursor com 2n = 14, mostravam uma variacao no NA, de 18
a 21 bracos cromossémicos, decorrente de inversdes pericéntricas nos pares
cromossOmicos 2 e 3, ja evidenciados por SBALQUEIRO; NASCIMENTO (1996)
em exemplares do Estado do Parana.

2.2.4 TRANSLOCACOES

A translocacdo € a transferéncia de um segmento de um cromossomo

para outro ndo-homaologo, existindo diferentes tipos.

2.2.4.1 TRANSLOCACOES RECIPROCAS E NAO-RECIPROCAS

A translocacdo pode ser nao reciproca, quando um segmento de um dos
cromossomos € translocado para outro e pode ser reciproca quando dois
cromossomos trocam partes entre si. Em algumas translocagbes néo reciprocas,
pode ou ndo ocorrer reducdo no numero de cromossomos de acordo com o
tamanho do segmento transferido, se o segmento restante for acrocéntrico ou de
tamanho muito pequeno, ele é perdido em divisdes celulares posteriores.

Em translocacdes reciprocas a meiose de heterozigotos apresenta a
formacdo de agrupamentos em anéis, estes dependendo da orientacdo do
centrdbmero durante a anéafase |, poderdo ou ndo provocar a diminuicdo da
fertilidade do hibrido WHITE (1973).

Sbalqueiro et al., (1984) descreveram a ocorréncia de um mecanismo de
determinacao sexual do tipo X1 X1 X2 X2/ X1 X2Y em Deltamys kempi, decorrente
de uma translocacdo Y-autossomo, resultando em machos com 2n=37 e NA=38
em individuos do Brasil e Argentina, existindo também duas fusdes céntricas que
resultam em machos com 2n=35 e 36 devido a formacdo de cromossomos
translocados t(2,3) e t(9,15).
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2.2.4.2 FUSOES E FISSOES CENTRICAS

Fusdo céntrica caracteriza-se pela unido de dois cromossomos
acrocéntricos ou telocétrico em suas regifes centroméricas, sendo conhecida como
translocacdo robertsoniana. Ao passo que a fissdo consiste em uma quebra na
regido centromérica de um cromossomo de dois bracos, originando dois
cromossomos telocéntricos. Com esses rearranjos a fertilidade dos heterozigotos
pode ser afetada, caso sejam originados gametas aneupldides como consequéncia
de disjuncao na segregacdo meiotica (GUERRA, 1988).

A presenca ou ndo de gametas aneuploides depende do tamanho relativo
dos cromossomos envolvidos e do numero e posicdo dos quiasmas (WHITE,
1973). Liascovich et al. (1990), relatam a ocorréncia de trés fusdes céntricas na
espécie Akodon simulator simulator, 2n= 38, 39, 40, 41 e 42, que foram
identificadas através de G, exemplificando um novo polimorfismo robertsoniano.

A fusdo em tandem, um tipo de translocacdo n&o reciproca, esta
diretamente relacionada a evolucao cariotipica de varias espécies, como ocorre em
Nectomys squamipes, cariétipo béasicos 2n=52 e 56, onde foram identificadas
através de bandas C, G e R, duas fusdes em tandem envolvendo quatro pares de
autossomos (YONENAGA — YASSUDA et al., 1988; ZANCHIN, 1988)

3 OBJETIVOS GERAIS

Considerando-se os problemas de classificacdo e incertezas em relagdo ao
grupo Scapteromys, estudos citogenéticos foram realizadas com o objetivo de

elucidar os problemas taxonémicos e evolutivos do género.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar citogeneticamente, através de coloragdo comum e
bandeamentos (banda C, G e NOR) o Scapteromys sp. ocorrente no Estado do

Parana;
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4. MATERIAIS E METODOS

Foram realizadas coletas de 20 espécimens de Scapetromys em
Araucaria, Sado José dos Pinhais e Sdo Matheus do Sul no estado do Parana,
sendo tombados no Museu de Historia Natural Capdo da Imbuia (MHNCI) da

Universidade Federal do Parana. Utilizando licenca :

4.1 PREPARACAO DIRETA DA MEDULA OSSEA

Em laboratério os animais capturados foram submetido a uma preparacdo
direta da medula 6ssea, seguindo Ford e Hamerton (1956), com modificacbes
(SBALQUEIRO e NASCIMENTO, 1996). Primeiramente foi injetado
intraperitonialmente, 1ml de solucéo de colchicina a 0,1% para cada 100g de peso
animal. Apoés verificagdo da morte do animal foram anotadas caracteristicas
corporais como peso, comprimento total e comprimento da cauda, tamanho interno
e externo da orelha, comprimento das patas anterior e posterior.

Ao final das anotacbes, foi feita uma abertura abdominal onde foi
confirmado o sexo dos exemplares através da visualizacdo de suas gbnadas:
testiculos ou ovarios. Em seguida, foram removidos os fémures, cortando suas
epifises. Com uma seringa, contendo solucdo hipoténica (KCL 0,075M), foi
transferido o material da medula diretamente a um tubo de centrifuga. A seguir, o
material foi ressuspendido e mantido em uma temperatura de 37° C por 20
minutos.

O material a seguir foi centrifugado a 800 rpm por 10 minutos sendo
removido em seguida o sobrenadante. Foi ressuspendido o precipitado e
adicionado lentamente o fixador acido-alcodlico (3 metanol : 1 acido acético), que é

preparado no momento da utilizag&o.
4.2. PREPARAGCAO DAS LAMINAS
As laminas utilizadas foram higienizadas primeiramente com detergente

neutro, agua corrente e agua destilada. Em seguida foram fervidas em agua

destilada, sendo armazenadas em geladeira imersas em alcool absoluto.
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Na preparacdo da lamina, duas gotas do material obtido na preparacéo

citologica (preparacgédo direta da medula 6ssea), na lamina.

4.3 TECNICAS DE BANDEAMENTO

4.3.1 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, apds secarem, observadas ao microscépio e

analisadas.

4.3.2. BANDEAMENTO C

O bandeamento C permite a visualizacdo de regides de heterocromatina
constitutiva, usando para isso bario e Giemsa. Foi seguido o protocolo descrito em
SUMNER (1972) com modificagbes realizadas no Laboratério de Citogenética
Animal -UFPR
- 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.

- Lavar em H,0O destilada e secar.

- Mergulhar em solucéo de bério 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 solucgé&o salina 2SSC pH 7,0 a 60-65°C por 15 minutos.

- Lavar em agua destilada e corar conforme protocolo de coloracdo convencional.

4.3.3. BANDEAMENTO G

Este procedimento evidencia bandas claras e escuras nos cromossomos,

utilizando tripsina e Giemsa, 0 que permite o correto pareamento deles. A técnica
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de banda G foi empregada conforme SEABRIGHT (1971), modificada em
SBALQUEIRO (1989):

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

- Incubar as laminas em tampéao fosfato pH 6,8 por 2 minutos.

- Incubar em solucéo de tripsina a 0,03% dissolvida em tampéao fosfato pH 6,8 ou
solucdo de Hanks por 30 segundos. Esse tempo pode ser aumentado ou diminuido
conforme os resultados obtidos.

- Lavar rapidamente em agua destilada, alcool absoluto e agua destilada.

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

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

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

4.3.4 BANDEAMENTO NOR

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

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

- Incubar as laminas em tampéao borato pH 9,2 de 5 a 10 minutos.

- Lavar em agua destilada e secar ao ar.

- Colocar sobre a lamina duas gotas de solucao coloidal (0,259 de gelatina + 5 ml
de &gua bidestilada aquecida + 0,2 ml de &cido férmico), mais quatro gotas de
solucéo de prata a 50% (1g de prata + 2 ml de agua bidestilada + duas gotas de
formalina).

- Homogeneizar as solu¢des com uma pipeta Pasteur.

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

- Lavar em agua 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.
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4.3.5 CAPTURA DE IMAGENS

De cada uma das coloracbes foram selecionadas e capturadas as trés
melhores metafases para montagem dos cariogramas com a utilizacdo do

fotomicroscopio Zeiss-Axiophot.

5. RESULTADOS

Foram realizadas coletas de 20 individuos do género de Scapteromys no
Estado do Parana..

5.1 CARACTERIZACAO CITOGENETICA

5.1.1 COLORACAO CONVENCIONAL

No presente trabalho foi analisado em coloragdo comum, o 2n e NA de um
macho de Scapteromys. Apresenta cariétipo com 2n=36 e NA=42 (Figura 13),
sendo composto por 17 pares autossémicos mais o par sexual XY. Os pares 1 e 2
sdo acrocéntricos grandes, o par 3 metacéntrico grande, o par 4 submetacéntrico
grande, os pares 5, 6, 7 e 8 acrocéntricos médios, os pares 9 e 10 metacéntricos
pequenos e os pares 11, 12, 13, 14, 15 e 16 acrocéntricos pequenos. O X € um
acrocéntrico de tamanho similar aos pares autossémicos 6 e 7 e 0 Y é 0 menor

Cromossomo acrocéntrico.
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Figura 11. Cari6tipo em coloragdo convencional de Scapteromys macho
(2n=36 e NA=42)
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5.1.2 BANDEAMENTO G

Através do bandeamento G (Figura 13) foi possivel identificar e parear

corretamente todos 0Ss cromossomos, assim como Vverificar uma inversao

pericéntrica no cromossomo do par 2

_r; ¥y " i = . 4 )
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Figura 12. Cariétipo em bandeamento G de Scapteromys macho ( 2n=36 e
NA= 42), inversédo pericéntrica no cromossomo do par 2.

5.1.3 BANDEAMENTO C

A aplicacgdo do bandeamento C revelou uma distribuicdo de

heterocromatina constitutiva restrita a regido pericentromérica do par 10 e do

cromossomo X e ao cromossomo Y.
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Figura 13. Cariotipo em bandeamento C de Scapteromys macho (2n=36 e

NA= 42)

5.1.4 BANDEAMENTO NOR
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Em bandeamento NOR, foram evidenciadas marcagdes nos pares 3, 8 e no

cromossomo X (Figura 16). A numero de RONs observadas variou de zero a seis:

na regido pericentromérica do par 3 e do X e na porcao distal do brago longo do par

4.
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Figura 14. Metafase de Scapteromys em
bandeamento NOR, flechas indicam
marcacbes nos pares 3, 8 e no
cromossomo X.



70

TABELA 4. MARCACOES OBSERVADAS EM BANDA NOR POR METAFASE, COM
SEUS RESPECTIVOS PARES MARCADOS

Par 3 Par 9 X Y

Protocolo Célulasanalisadas 0 1 2 01 2 0 1 0 1
P1007 25 0O 520 2 10 13 11 14 15 10
P1036 25 0 2 23 4 14 7 8 17 18 7
Total 50 O 7 43 6 24 20 19 31 33 17

TABELA 5. NUMERO DE MARCACOES POR CELULAS

Marcacao 0 1 2 3 4 5 6
Protocolo

P1007 7 0 1 4 12 6 0

P1036 5 0 2 4 10 8

Total 12 0 3 8 22 14 1
6. DISCUSSAO

Como abordado anteriormente no presente trabalho, existe uma grande
discussdo quanto a classificacdo taxon6mica do género Scapteromys, onde 0
impasse taxonbmico do género acarretou mudancas constantes em sua
classificagao.

Fitzinger (1867) foi o primeiro em estabelecer Scapteromys como um
género, porém nos anos seguintes poucos autores adotaram tal classificacéo,
sendo usado o nome Hesperomys (Thomas, 1884) classificando-o como
subgénero. Em seu trabalho Thomas (1917) refere-se aos espécimes coletados na
Argentina como S. tomentosus com a observacéo de que os espécimes diferiam de
S. tumidus apenas na cor. Trés anos mais tarde, Thomas (1920) retificou sua
classificacdo anterior e o reclassificou como S. aquaticus. Nas quatro décadas
seguintes, poucas referéncias a nova espécie em trabalhos taxonémicos surgiram.

Massoia e Fornes (1964) foram os autores que mais contribuiram para a taxonomia
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do género, com base em analises de morfometria do cranio, dentes e morfologia
externa entre as populacdes da Argentina e Uruguai, conseguindo estabelecer uma
comparacdo entre S. tumidus e S. aquaticus. Constatou-se que a principal
diferenca é limitada a forma da sutura frontoparietal e a largura da fossa
mesopterigbide. Estes autores também mencionaram que os individuos de S.
tumidus sdo acastanhadas e parecem ser um pouco maiores do que as de S.
aguaticus, que sao enegrecidas. Ao serem relatados individuos com fendtipos
intermediarios 0os autores consideraram essas espécies como subespécies do
género. Assim, S. t. tumidus é distribuia-se entre Uruguai e S. t. aquaticus teria
uma distribuicdo na Argentina, a nordeste de Buenos Aires e no sul da provincia
de Entre Rios. No entanto, um registro isolado da provincia de Santa Fé, comecou
a preencher esta lacuna geografica (CONTRERAS, 1966). Posteriormente, Myers e
Wetzel (1979) relataram espécimes provenientes do Paraguai. Como pode-se notar
a classificacdo taxon6mica de Massoia e Fornes (1964) relacionada com sua
distribuicdo geogréafica ndo tornou-se absoluta.

Para Hershkovitz (1966) o género apresentava apenas a espécie S.
tumidus sem qualquer diviséo interna.

No presente trabalho os achados citogenéticos descritos coincidem com os
observados por Freitas et al. (1984), no qual ele descreve o cari6tipo de individuos
de Piraquara — PR (2n = 36). Neste trabalho os autores comparam os citotipos 2n =
24, 32 e 36 e observam, através do bandeamento G, uma completa
correspondéncia entre os bragco longos deles. Sugere-se que translocagcbes
Robertsonianas seriam o principal mecanismo resposéavel pela reducdo no nimero
diploide, e destaca-se a distribuicdo restrita de heterocromatina constitutiva,
contrariando-se a idéia de que esta favorece a evolucdo cariotipica. Com base
nessas analises cariotipicas pode-se acreditar existir mais de uma espécie de
Scapteromys no Brasil, com Scapteromys aquaticus sendo restrito a regido sul do
pais.

O cromossomo X dos espécimes coletados no Brasil por Freitas et al.
(1984) apresenta morfologia acrocéntrica de tamanho médio, o mesmo padréo
encontrado no presente trabalho, enquanto que os coletados em Punta Lara

(Argentina) apresentaram morfologia variando entre acrocéntrico e submetacéntrico
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em um espécime feminino, e acrocéntrico em outras fémeas (Fronza et. al. 1976),
corroborando com a hip6tese de mais de uma espécie do género.

Em Andrades-Miranda et al. (1994) compara-se o0s caridtipos de
Scapteromys (2n = 34 e 2n = 24) e Kunsia (2n = 44) utilizando-se diversas técnicas
de coloracéo, enzimas de restricdo e hibridizacao in situ com fluorescéncia. Apesar
da afinidade entre os géneros apontada por técnicas moleculares, ndo foram
encontradas homeologias em bandeamento G e nos padrbes gerados pela
aplicacdo das enzimas de restricdo. Apesar da aparente semelhanca entre o0s
diversos citotipos de Scapteromys em bandeamento G, até agora ndo foram
encontrados hibridos entre eles, mesmo em locais onde ocorrem em simpatria.
Pode-se inferir a partir disto que os rearranjos observados possam estar atuando
como barreiras reprodutivas pds-zigoticas, tornando hibridos inviaveis.

A grande maioria das espécies de roedores neotropicais apresentam ainda
controvérsia quanto sua classificagcdo, sendo que a maior contribuicdo para o
entendimento filogenético e evolutivo dos roedores neotropicais, através da andlise
detalhada dos cromossomos,deu-se por intermédio de estudos comparativos em
bandas C, G e NOR (BAKER; KOOP; HAIDUK, 1983; SBALQUEIRO, 1989;
ESPINOSA; REIG, 1991; GEISE; CANAVEZ; SEUANEZ, 1998; MARTINO;
FILIPPUCCI; CAPANNA, 2002).

Em um estudo de D’Elia et. al. (2004) basearam-se nos caracteres
morfolégicos e sequéncia do DNA mitocondrial do gene do citocromo b de 47
espécies do género de 16 populacdes da Argentina, Paraguai e Uruguai.
Proposeram a separacao do género Scapteromys em duas espécies distintas, uma
formado pelas espécies da Argentina, Paraguai e oeste do Uruguai, e outra com as
populacdes restantes do Uruguai, sendo ainda necessarios estudos para
esclarecer a classificacdo das populacdes brasileiras do género.

Bonvicino et. al. (2013) analisando as diferencas cariotipicas do género (2n
= 24, 32, 34, 36, todos com NF = 40, resultantes de sucessivas fusGes céntricas)
em individuos coletados em quatro localidades: Brasil, Paraguai, Uruguai e
Argentina, sugere fortemente que S. tumidus possa constituir um taxon complexo.
Foram analisados dois genes nucleares (RAG2 e GHR) e um mitocondrial
(citocromo b) sendo possivel observar a presenca de diversos clados, com forte

estruturacdo das populacbes e dos citotipos, concluindo assim que o género
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Scapteromys parece ser um taxon complexo, englobando pelo menos quatro
espécies plenas as quais mostram relagbes claras com seus padrbes
cromossOmicos, sugerindo que este tenha sido um mecanismo fortemente
associado com sua cladogénese. Nesse trabalho, a analise filogenética confirmou o
monofiletismo de Scapteromys, agrupando os haplétipos de Paraguai, Argentina,
Uruguai e Brasil, ndo havendo uma estrutura geogréfica devido ao tipo de rede
obtida que é o tipo estrela. A rede mostrou o haplétipo mais freqiente do Brasil em
uma posicao central, estando conectado diretamente com haplotipos do Paraguai e
Argentina enquanto que hapotipo do Uruguai foi ligado em um outro haplétipo do
Brasil que conecta-se a esse haplétipo central. Com base nesse haplétipo central,
conclui-se que este € o mais ancestral, havendo baixa diferenciacdo entre as
localidades.

Barreiras geograficas, como o rio Uruguai, entre as populacdes da
Argentina e Brasil poderia estar associada com o alto nivel de diferenciacdo
genético, porém o efeito deste rio como Unico promotor de divergéncia genética
nao foi observada para S. aquaticus. O mesmo padrédo foi relatado entre as
populagdes da Argentina e Uruguai por D’Elia & Pardifias (2004). Este cenario
demonstrou um baixo nivel de diversidade nessas populagBes sugerindo uma
recente histdria da expanséo populacional sem a influéncia do rio. Com base nas
analises de Bonvicino et. al., juntamente com os cariétipos estabelecidos para a
populacdo brasileira de Scapteromys, existem quatro cariomorfotipos no pais, que
correspondem as duas espécies ja conhecidas de Scapteromys e duas ainda nao
identificadas. Estes dados indicam que a diversidade real do género é subestimada
e estudos multidisciplinares sdo necessarios para compreender a estruturacao

desse género.
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7. CONCLUSAO

Conclui-se no presente trabalho que:

1. O caribtipo apresentado do género Scapteromys (2n=36, NF=42)
apresenta 17 pares autossOmicos, sendo 14 pares acrocéntricos, 3
metacéntricos e 0S Cromossomos sexuais X e Y acrocéntricos;

2. A presenca da heterocromatina evidenciada por banda C é restrita
ao par de autossomo 10 e ao par sexual;

3. A marcagdo de NOR ocorreu nos pares 3, 8 e X. Esses dados
coincidem com os j& apresentados em pesquisas anteriores para esse
género, corroborando a hipbtese de que o género apresenta nao mais que 3

espécies no Brasil.
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Resumo

O género Scapteromys se distribui ao longo da porcdo sul do continente
sulamericano, na Bacia do Rio Prata. Sdo encontrados quatro diferentes cit6tipos,
que parecem ter uma estruturacdo geograficas: 2n = 32 no Paraguai e Argentina,
2n = 24 no Uruguai e 2n = 24, 34 e 36 no Brasil. Neste trabalho sdo analisados e
caracterizados citogeneticamente 20 exemplares coletados no Estados do Parana
e Santa Catarina. Todos espécimes provenientes do Parana apresentam 2n = 36,
com trés pares autossdmicos metacéntricos / submetacéntricos (3, 9 e 10) e 0
restante acrocéntrico, incluindo os sexuais. Observou-se a marcacdo de RONs em
trés pares de cromossomos: centromérica no par 3 € no X, e terminal no par 4.
Todos individuos coletados em Santa Catarina apresentaram 2n = 34, com quatro
pares metacéntricos / submetacétricos (3, 4, 9 e 10). Os restante dos autossomos,
assim como 0S Cromossomos sexuais, sdo acrocéntricos. A heterocromatina
constitutiva em ambos citétipos apresentou distribuicdo semelhante, sendo restrita
a apenas um par autossdmico (10) e aos sexuais. Apesar da semelhanca entre os
citotipos, a diferenca é devido a apenas umas fusdo céntrica, ndo foram
encontrados hibridos, possivelmente devido a barreiras reprodutivas ocasionadas
por esse rearranjo. Para a andlise filogenética, foram comparados cariogramas em
banda G de 5 espécies de roedores akodontinos Thaptomys nigrita (TNI), Akodon
serrensis (ASE), Akodon paranaensis (APA), Necromys lasirus (NLA), Akodon
montensis (AMO), e as trés espécies de Scapteromys encontradas no Brasil, 2n=36
(SCA), 2n=34 (SCA2) e 2n=24 (SCA3), utilizando como grupos externos o
Oligoryzomys flavescens e o Oecomys sp. A analise no programa PAUP* (versao
4.0b10, Swofford, 2001) foi realizada através de comandos de pesquisa Heuristica,
parsimbnia e com aceleracdo da transformacdo do carater. Também se
consideraram os caracteres desordenadamente e com pesos iguais para cada um.
Dos 56 caracteres, 12 foram viaveis e ndo informativos na parcimonia e 44
informativos para a obtenc&o da parcimdnia. O valor do indice de consisténcia para
a arvore foi de 87,85%, o indice de retencdo obtido foi de 85,39% e o numero de
passos foram 107. A Arvore Filogenética proposta no trabalho reforcou a
classificagcdo taxonémica do género pertencer a tribo Akodontini, refutando a
classificagcdo baseada na morfologia que o classificava como pertencente a tribo

Scapteromyini.
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Introducao

O género Scapteromys pertence a subfamilia Sigmodontinae, de roedores
murideos sulamericanos. Sua distribuicdo abrange parte da Bacia do Prata e
regides proximas na Argentina, Brasil, Paraguai e Uruguai (Carleton e Musser,
2005). Sua ocorréncia estd associada a ambientes Umidos, como pantanos e
banhados, e a cursos d’agua, de onde vem seu nhome comum em inglés “swamp
rat” (rato do pantano).

Tradicionalmente agrupado com Kunsia e Bibimys na Tribo Scapteromyini (Reig,
1984; Musser e Carleton, 1993), estudos moleculares confirmam a afinidade de
Scapteromys e Kunsia, mas ndo com Bibimys, e inclui estes na Tribo Akodontini
(Smith e Patton, 1999; D’Ellia 2003). Um estudo sistematico recente (D’Elia e
Pardifias, 2004) delimitou duas espécies para o género: S. tumidus, que ocorre
predominantemente no Uruguai e S. aquaticus, com distribuicdo no leste da
Argentina e sul do Paraguai. As populagbes dos estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e Paran& no Brasil ndo foram avaliadas sistematicamente, com sua
taxonomia permanecendo obscura. Ao longo de sua distribuicdo, é observada uma
notavel variacao cariotipica: as populacdes argentinas e paraguaias apresentam
em sua maioria 2n = 32 (Fronza et al., 1976; Brum et al., 1986; D’Elia e Pardifas,
2004), as uruguaias 2n = 24 (Brum 1965; Brum et al. 1972; Brum et al. 1986, D’Elia
e Pardifias, 2004) e as brasileiras 2n = 24, 34 e 36 (Freitas et al., 1984; Andrades-
Miranda, 1994). Com base nos aspectos morfolégicos e citogenéticos, Freitas et al.
(1984) e Oliveira et al. (1982) sugerem que as populagdes com 2n = 34 e 36

podem consistuir uma espécie distinta.

Material e Métodos

No presente trabalho sdo descritos os citotipos de individuos de
Scapteromys coletados nos Estados do Parand (municipios de Araucéria,
Piraquara, Sao José dos Pinhais e Sdo Matheus do Sul) e Santa Catarina (Campo
Belo do Sul e Sdo Domingos) (Tabela 1). A captura dos animais foi feita utilizando-
se armadilhas de arame galvanizado iscadas com milho, banana, pasta de
amendoim e sardinha. O material citogenético foi obtido através da técnica de
preparacao direta de medula 6ssea (Ford e Hamerton, 1956; Sbalqueiro, 1989). A

avaliacdo do numero dipléide e morfologia dos cromossomos foi realizada
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utilizando-se a coloragdo convencional com Giemsa a 5%, com a analise de pelo
menos de 20 células por individuo. Também foram aplicadas as técnicas de
bandeamento C (Sumner, 1972; Sbalqueiro 1989), bandeamento G (Seabright
1971; Sbalqueiro 1989) e marcacédo das regides organizadoras de nucléolo através
da impregnacdo com prata (Howell e Black, 1980; Sbalqueiro, 1989), com a analise
de pelo menos 10 células de cada técnica por individuo. No total foram analisados
20 individuos: dois machos de Campo Belo do Sul — SC, um macho de Sé&o
Domingos — SC, um macho de Araucaria, trés machos e uma fémea de Piraquara —
PR, trés machos e uma fémea de Sdo José dos Pinhas — PR, quatro machos e
quatro fémeas de Sao Matheus do Sul — PR (Tabela 1). Os cranios e peles foram
preparados e depositados no Museu de Histéria Natural Capao da Imbuia (MHNCI)
e na Colecdo Cientifica do Laboratério de Biologia Animal da Fundacéo
Universidade Regional de Blumenau (FURB).

Para a analise filogenética, foram comparados cariogramas em
Banda G diversas espécies de roedores akodontinos, utilizando como grupo
externo o Oligoryzomys flavescens e Oecomys sp. (Tabela 2). Foram utilizados
como caracteres 0S CromossOomos inteiros e 0s rearranjos como mudanca de
estado. A partir disso foi obtida uma matriz de dados (Tabela 3), submetida a uma
andlise de maxima parcimbnia utilizando o software PAUP* (versdo 4.0b10,
Swofford, 2001). Foram utilizadas as opcdes de pesquisa exaustiva, com
caracteres ndo ordenados e com peso equivalente e 2000 replicacdes de bootstrap

para avaliar e consisténcia dos nos.

Resultados

Todos individuos coletados em Santa Catarina apresentaram 2n =
34 e FNa = 40 (Figura l1a); os pares 1 e 2 sdo acrocéntricos grandes, o par 3
metacéntrico grande, o par 4 submetacéntrico grande, os pares 5, 6, 7 e 8
acrocéntricos médios, os pares 9 e 10 metacéntricos pequenos e os pares 11, 12,
13, 14, 15 e 16 acrocéntricos pequenos. O X € um acrocéntrico de tamanho similar
aos pares autossdbmicos 6 e 7 e 0 Y € 0 menor cromossomo acrocéntrico.
A aplicagdo do bandeamento C revelou uma distribuicdo de heterocromatina
constitutiva restrita a regido pericentromérica do par 10 e do cromossomo X e ao

cromossomo Y (Figura 2a). Os individuos coletados no Parana apresentaram de
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foram geral 2n = 36 e Fna = 40 (Figura 1b). Os pares 1, 2 e 4 do complemento
autossGmico sdo acrocéntricos grandes, o par 3 submetacéntrico grande, os pares
5, 6, 7 e 8 sdo acrocéntricos médios, os pares 9 e 10 metecéntricos médios e 0s
pares 11, 12, 13, 14, 15 ,16 e 17 acrocéntricos pequenos. O X é um acrocéntrico
de tamanho médio e 0 Y 0 menor acrocéntrico. O bandeamento C apresentou um
padrdo similar ao descrito para o cittipo 2n = 34, com marcacao pericentromérica
em um par autossomico (10) e no X e marcacdo do Y por inteiro (Figura 2b).
Através do bandeamento G foi possivel identificar e parear corretamente todos os
cromossomos (Figura 1c). A numero de RONs observadas variou de zero a seis:
na regido pericentromérica dos pares autossdmicos 3 e 9 e nos cromossomos
sexuais X e Y (Figura 2c). De um total de 50 células analisadas em dois individuos
machos, sete apresentaram marcacdo em um elemento do par 3 e 43 marcacao
nos dois elementos, seis ndo apresentaram marcacdo no par 9, 24 com marcacao
em um elemento e 20 marcacdo nos dois elementos. Quanto ao par sexual, 19 ndo
apresentaram marcacdo no cromossomo X e 31 células foram marcadas, 33
células ndo marcaram o cromossomo Y, com 17 marcadas (Tabela 4). Quanto ao
namero total de marcacdes por célula, 12 ndo apresentaram nenhuma marcacao,
nenhuma com uma marcacao, trés células com duas marcacdes, oito células com
trés marcacdes, 22 células com quatro marcacdes, 14 células com cinco
marcacfes e uma célula com as seis marcacdes (Tabela 5).

A analise filogenética utilizou caracteres nao ordenados e foram  feitas
comparacdes cromossdmicas entre 10 espécies: Olygoryzomys flavescens (OFL),
Oecomys sp. (OSP), Thaptomys nigrita (TNI), Akodon serrensis (ASE), Akodon
paranaensis (APA), Necromys lasirus (NLA), Akodon montensis (AMO) e as trés
espécies de Scapteromys encontradas no Brasil, 2n=36 (SCA), 2n=32 (SCA2) e
2n=24 (SCA3). A analise no programa PAUP foi realizada através de comandos de
pesquisa Heuristica, parsimbnia e com aceleracdo da transformacao do carater.
Também se consideraram os caracteres desordenadamente e com pesos iguais
para cada um. Dos 56 caracteres, 12 nao informativos na parcimbénia e 44
informativos para a obtencéo da parciménia. O valor do indice de consisténcia para
a arvore foi de 87,85%, o indice de retencdo obtido foi de 85,39% e o numero de
passos foram 107.
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Foi obtida apenas uma arvore parcimoniosa (Figura 4) revelando a presenca de um
grupo constituido por oito espécies de akodontinos, exceto OFL e OSP onde se
observa o agrupamento de duas espécies do género Akodon (ASE e APA),
evidenciado por um Bootstrap igual a 92%, NLA e AMO agruparam-se com
Bootstrap de 71% e o género de Scapteromys agruparam-se apresentando um
Bootstrap de 98% indicando boa consisténcia desse agrupamento. Duas espécies
de Scapteromys (SCA e SCA2) sdo mais proximas com um Bootstrap de 78%,
apresentando cariétipos 2n=36 e 2n=34 respectivamente.

Nota-se que o agrupamento do género de Scapteromys esta junto das outras 5
espécies da tribo Akodontini, mostrando que este pode mesmo fazer parte da tribo.
Se este ndo fizesse parte provavelmente o grupo de Scapteromys estaria

posicionado fora desses ramos da tribo, indicando sua néo relacdo com eles.

Discussao

As localidades de coleta descritas neste trabalho expandem
consideravelmente a area de distribuicdo do género no Parana e confirmam a
presenca dele em Santa Catarina, que tinha sido apontada como de possivel
ocorréncia por Cherem et al. (2004). Os achados citogenéticos descritos coincidem
com aqueles observados por Freitas et al. (1984), no qual ele descreve o cariotipo
de individuos de Piraquara — PR (2n = 36), Esmeralda — RS e Cambard — RS (2n =
34). Neste trabalho os autores comparam os cit6tipos 2n = 36, 34 e 24 e observam,
através do bandeamento G, uma completa correspondéncia entre os braco longos
deles. Sugere-se que translocacdes Robertsonianas seriam o principal mecanismo
resposavel pela reducdo no numero dipldide, e destaca-se a distribuicao restrita de
heterocromatina constitutiva, contrariando-se a idéia de que esta favorece a
evolucéo cariotipica. Em Andrades-Miranda et al. (2004) compara-se 0s cariotipos
de Scapteromys (2n = 34 e 2n = 24) e Kunsia (2n = 44) utilizando-se diversas
técnicas de coloragdo, enzimas de restricdo e hibridizagdo in situ com
fluorescéncia. Apesar da afinidade entre os géneros apontada por técnicas
moleculares, ndo foram encontradas homeologias em bandeamento G e nos

padrdes gerados pela aplicacédo das enzimas de restricao.
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Apesar da aparente semelhanca entre os diversos citotipos de Scapteromys em
bandeamento G, até agora ndo foram encontrados hibridos entre eles, mesmo em
locais onde ocorrem em simpatria. Pode-se inferir a partir disto que o0s rearranjos
observados possam estar atuando como barreiras reprodutivas pos-zigoticas,
tornando hibridos inviaveis. Deve-se destacar no entanto a necessidade de
maiores esforgos de coleta e estudo das formas com 2n = 34 e 2n = 36, que seriam
as mais semelhantes entre si, sendo a diferenca observada resultado de uma fuséo
céntrica. Estas possuem atualmente uma distribuicdo bastante restrita, com poucos
individuos coletados e analisados citogeneticamente.

Os resultados apontados pela reconstrucédo filogenética utilizando bandeamento G
coincidem com aqueles obtidos por Smith e Patton (1999) e D’Elia (2003),
utilizando o gene citocromo b em ambos trabalhos e o gene IRBP no segundo.
Neste, 0 géneros Scapteromys ocupam uma posi¢cao basal na Tribo Akodontini, o
que sugere que sejam formas mais primitivas e proximas do ancestral akodontini. O
Thaptomys ocupa uma posicdo intermediaria, com o0 restante das espécies
formando dois clados bem definidos: um incluindo as espécies de Necromys e
outro as espécies de Akodon. No presente trabalho as espécies de Akodon néo
formaram um agrupamento Unico, sendo que Akodon serrensis se mostrou
bastante proximo ao Akodon paranaensis e o Akodon montensis formando um
outro clado juntamente com Necromys lasiurus. Esta diferenca pode ser explicada
pela natureza dos dados utilizados - comparacédo de padrées de bandeamento G,
ao invés de genética molecular — e pelas quantidade de espécies amostras. Smith
e Patton (1999) utilizou cinco espécimes de trés espécies de Necromys e 18
espécies de Akodon e D’Elia (2003) utilizou seis espécimes de quatro espécies
Necromys e 12 espécimes de 11 espécies de Akodon, o que possibilitaria uma

maior resolucédo na filogenia destas.
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Tabelas

TABELA 1. Locais e numero de exemplares de Scapteromys estudados no Parana

e Santa Catarina

Numero de .

Localidade individuos canetpo
Machos Fémeas 2N NA
Campo Belo do Sul - SC 2 - 34 40
Sé&o Domingos - SC 1 - 34 40
S&o0 José dos Pinhais - PR 3 1 36 40
Araucéria — PR 1 - 36 40
Piraquara — PR 3 1 36 40
Sao Matheus do Sul - PR 4 4 36 40

TABELA 2. Exemplares utilizados para a comparacdo em bandeamento G

Espécie 2n NA

Oligoryzmys flavescens (OFL) 64 66

Oecomys sp. (OSP) 60 64

Akodon montensis (AMO) 24 42

Akodon paranaensis (APA) 44 44

Akodon serrensis (ASE) 46 46
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Necromys lasiurus (NLA) 34 34
Scapteromys spl. (SCA) 36 40
Scapteromys sp2. (SC2) 34 40
Scapteromys sp.3 (SC3) 24 40
Thaptomys nigrita (TNI) 52 52

TABELA 3. Matriz de dados baseado no estado dos 56 caracteres. Estado (0) =

auséncia do caracter. Estados (1, 2, 3, 4) = estado do caracter.

OFL 111111111111777171271211111111111120000000000000000000000000

OSP 3111111111117117111111111111111000000000000000000000000000

TNI 11010101111000010000000000000010000111111111111111000000

ASE  10110101011000001000000000001012100000101110100100111011

APA  10110101011000000000000000001012100000101110100100111011

NLA  10110000001000000000000000000012011000111110100000000011

AMO 20220202002000000000000000000013200000202220200200222122

SCA 11111100210000101002200002000000100010300000000102011000

SCA2 11131100210000101002200002000000300010300000000102011000
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SCA3 42242200120000202002200003000000400010400000000302031000

TABELA 4. Marcacbes observadas em banda NOR por metafase, com seus

respectivos pares marcados

Par 3 Par 9 X Y

Protocolo Célulasanalisadas 0 1 2 01 2 0 1 0 1

P1007 25 0 520 2 10 13 11 14 15 10
P1036 25 0 2 23 4 14 7 8 17 18 7
Total 50 0O 7 43 6 24 20 19 31 33 17

TABELA 5. Niumero de marcagdes por célula

Protocolo 0O 1 2 3 4 5 6
P1007 7 0 1 4 12 6 0
P1036 5 0 2 4 10 8 1

Total 12 0 3 8 22 14 1
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FIGURA 1. (a) Cariograma em coloragdo comum de macho de Scapteromys 2n =
34. (b) Cariograma em coloracdo comum de macho de Scapteromys 2n = 36. (c)

Cariograma em bandeamento G de macho de Scapteromys 2n = 36.
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Figura 2 - (a) Metafase em
bandeamento C de macho de
Scapteromys 2n = 36, flechas indicam as
marcagcbes no par 10 e nos
cromossomos sexuais. (b) Metafase em
bandeamento C de Scapteromys 2n =
34, flechas indicam marcac¢des nos par
10 e nos cromossomos sexuais. (C)
Metafase em bandeamento NOR, flechas
indicam marcacdes nos pares 3, 8 e no
Cromossomo




