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RESUMO

Os roedores pertencem a Ordem Rodentia, representam o maior numero de
espécies, cerca de 40% da biodiversidade mundial dos mamiferos, disp6e de uma
alta plasticidade genética e morfologica, caracteristicas que podem influenciar
respostas a pressdo de selecdo de diferentes ambientes, permitindo o sucesso
evolutivo deste grupo. Por meio da Citotaxonomia (taxonomia com auxilio da
Citogenética), foram identificadas, neste trabalho, espécies de roedores pequeno,
coletados na Floresta Nacional de Pirai do Sul, localizada na regido centro-leste do
Estado do Parand, unidade de conservacao com aproximadamente 153 hectares. O
projeto foi realizado em parceria com professores e alunos do Programa de PGs-
Graduacgdo em Zoologia da UFPR. No Laboratério de Citogenética e Genética da
Conservacdo Animal (CGC Animal - UFPR), foram realizadas as andlises do material
coletado e processado em campo. O objetivo do trabalho foi caracterizar
citogenéticamente os exemplares utilizando analise e técnicas citogenéticas de
coloracdo comum (Giemsa), bandamento G e NOR e verificar se h& correspondéncia
numérica e morfolégica dos cromossomos com o descrito na literatura. Esses
materiais foram fixados em solugdo acido-alcodlica e preparados em laminas de
microscopia para serem corados convencionalmente ou bandeados. Alguns pontos
com metafases, normalmente trés de cada dez metafases mascadas por lamina
analisada, foram documentados através da captura de imagem e cariotipados em
um programa de analise cromossomica. As espécies encontradas
citotaxonomicamente foram Nectomys squamipes com 2n=56 com NA=54,
Thaptomys nigrita com 2n=52 com NA=52, Oligoryzomys nigripes com 2n=62 com
NA=82, Brucepattersonius iheringi com 2n=52 com NA= 50 e 51 e Akodon
montensis com 2n=24 e 25 com NA=40 e NA=42 respectivamente, devido a
presenca de cromossomos extranumerarios. Foi realizado o bandeamento de
Regides Organizadoras de Nucléolo (a sigla NOR, em inglés) com Nitrato de Prata,
para 0 género Brucepattersonius, evidenciando uma marcacdo NOR-Ag no par
cromossomico 20.

Palavras chaves: Floresta de Pirai do Sul, Rodentia, Citogenética.



ABSTRACT

Rodents belong to the Rodentia order, that represent the largest number of the
species, over 40% of mammal world biodiversity, it possess a high genetic and
morphologic plasticity and these atributes reflects on the response of selection
pressure from different environments, allowing the success of it's group’s evolution.
Through Cytotaxonomy (taxonomy assisted by Citogenetics), were identified, in this
paper, species small rodents, collected in the Pirai do Sul State Forest, located in the
eastern central of Paran& State, this preservation unit is 153 hectares. This research
was performed with the cooperation of the UFPR zootechny Professors and Post-
Graduation. In the Animal Preservation Cytogenetic and Genetic Laboratory, the
analyzes of the material collected and processed in the field were carried out.The
purpose of this study is to typify cytogeneticaly the specimens using common
coloration cytogenetic analysis and techniques (Giemsa), layering C, layering G and
NOR and to verify if there is numeric and morphologic conformity of the
chromosomes with the ones found in published research papers. These samples
were laid in na acid-alcoholic solution and exposed in microscopy blades to be
conventionally stained or layred. Some points with metaphases, usually three out of
ten chewed metaphases per slide analyzed, were documented through images
captured and karyotyped in a chromosomal programme analysis. The
cytotaxonomical species found were, Nectomys squamipes with 2n=56 with NA=54,
Thaptomys nigrita with 2n=52 with NA=52, Oligoryzomys nigripes with 2n=62 with
NA= 82, Brucepattersonius iheringi with 2n=52 with NA= 50 and 51, Akodon
montensis with 2n=24 and 25 and with NA=40 and NA=42 respectively, due to the
presence of extranumeric chromosomes. It was done layering in Nucleolus Organizer
Regions (NOR) with Silver Nitrate, to the genus Brucepattersonius, emphasizing a
NOR-Ag mark in chromosome pair 20.

Keywords: Pirai do Sul State Forest, Cytogenetics, Rodentia.
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1 INTRODUCAO

Os roedores compdem um grupo antigo surgindo no Paleoceno da América
do Norte e Asia ha cerca de 56 milhdes de anos (VAUGHAN et al,2000).A ordem
Rodentia possui cerca de 2277 espécies distribuidas em mais de 30 familias, o que
corresponde a pouco mais de 40% das espécies atuais de mamiferos, sendo que
mais de 400 delas ocorrem na Ameérica do Sul. No Brasil ocorrem 75 géneros e 243
espécies que apresentam grande diversidade em sua morfologia, comportamento,
modo de vida e distribuicdo (ARRIEIRA, 2013).

Os roedores sao bem adaptados, sendo encontrados em praticamente quase
todos os tipos de ambiente, desde climas quentes e desérticos até chegando ao
limite do ambiente frio da Tundra, porém nao ha registros de roedores na regiao do
continente Antartico. (SOUSA et al., 2004)

Os exemplares da Ordem Rodentia possuem uma serie de adaptacbes
especificas (COGHETTO, 2014) que podem convergir para morfologias
semelhantes, o que dificulta em alguns casos, a sua identificacdo especifica. Devido
a ampla distribuicdo, os roedores exercem uma fungcéo importante nos ecossistemas
podendo ser bons indicadores de qualidade ambiental (GRAZZINI,2014).

A Citogenética é considerada a interface entre a Genética e a Biologia
Celular, onde se estuda os cromossomos e suas morfologias, organizacdes,
replicacbes, variacdes ou evolucdes. Unindo a Citogenética a Taxonomia surge a
Citotaxonomia (GUERRA, 1988), que foi utilizada neste trabalho para identificar
espécies de pequenos roedores (Familia Cricetidae, Subfamilia Sigmodontinae),
muito semelhantes morfologicamente, da Floresta Nacional de Pirai do Sul, centro-
leste do Parana, com a finalidade de realizar um levantamento faunistico da regiao

(GRAZZINI, 2014), possibilitando sua futura conservacao.



2 REVISAO

2.1 MATA ATLANTICA

O Brasil € um pais com propor¢des continentais abrangendo seis biomas e
uma grande diversidade de espécies. Além disso, dois dos 34 hotspots mundiais,
areas prioritarias para a conservagdo devido a sua biodiversidade, estéo localizados
no Brasil, sendo eles: o Cerrado e a Mata Atlantica (MMA, 2010).

Originalmente, a Mata Atlantica representava 1,3 milhdes de Km?, atualmente
restam apenas 8,5% da cobertura original continua, somando os fragmentos temos
12,5% de Mata Atlantica remanescente em todo o litoral brasileiro, do Rio Grande do
Norte até o Rio Grande do Sul. A composicdo original da Mata Atlantica é um
mosaico de vegetacoes definidas como Florestas Ombrofilas Densa, aberta e mista;
florestas estacionais decidual e semidecidual;, campos de altitude, mangues e
restingas e outros ecossistemas associados, que juntos, compdem a
heterogeneidade e contribuem para a sua mega diversidade. (SOS MATA
ATLANTICA, 2012).

Na regido de Mata Atlantica ha cerca de 145 milhdes de habitantes,
equivalentes a aproximadamente 72% da populacdo brasileira (IBGE, 2014)
convivendo com um dos biomas mais ameacado do planeta. As influéncias
antropolégicas evidenciam a extrema necessidade de acdes de conservacdo e
manejo para manter a riqueza do local. Para que acdes de manejo e conservacao
sejam possiveis e efetivas, € importante que sejam feitos esfor¢cos para produzir
materiais descritivos dos animais pertencentes a mata.

Em relacdo a roedores, a Mata Atlantica € a mais rica em espécies, sO a
ordem Rodentia representa 35% dos endemismos observados para mamiferos
nesse bioma (PAGLIA et al., 2012).

Nesse contexto a Floresta Nacional de Pirai do Sul (FIGURA 1) é classificada
como Floresta Ombrofila Mista, com presenca de Araucaria angustifolia, mas
também com regides caracterizadas pelo bioma Cerrado, a floresta esta presente na
divisa entre o primeiro e o segundo planalto paranaense, com altitudes um pouco
acima dos 1.100 m acima o nivel do mar. Apresenta relevo suavemente ondulado,

com pequena elevacdo na parte sudeste, onde se encontram nascentes que déo



origem aos cursos d’agua que percorrem a unidade. E uma floresta isolada rodeada
por plantacdes variaveis durante o ano, portanto proxima a ocupac¢do humana e a
areas onde a vegetacao original foi substituida por monocultura.

FIGURA 1 — MAPA DOS LIMITES DA FLORESTA NACIONAL DE PIRAI DO SUL E A
MARCAGAO DO MUNICIPIO NO ESTADO DO PARANA

24°34'42.01"'S . 49°55'01.03"0

Localizagdo da Floresta Nacional de Pirai do Sul & direita, limites do municipio de Pirai do
Sul.

FONTE: Google Earth

2.2 ORDEM RODENTIA

Os roedores pertencem a Ordem Rodentia representam o maior niumero de
espécies mundiais, no Brasil ha 243 espécies em 75 géneros de roedores
(BONVICINO, 2008), organizados na familia Cricetidae na subfamilia denominada
Sigmodontinae contendo 131 espécies (CARLETON e MUSSER, 2005; PAGLIA et
al., 2012) estéo os roedores estudados nesse trabalho.

Suas adaptacdes estdo presentes no habito alimentar, por tanto, ha espécies
insetivoras, herbivora, piscivoras, carnivoras ou onivoras. (ANTUNES et al.,2009). A
literatura propde de utilizacdo dos roedores como bioindicadores de condicdes
ambientais (BONVICINO et al., 2002 a), os animais sdo separados em dois grupos:
espécies sensiveis, que nao ocorrem em ambientes modificados como;
Oxymycterus, Oryzomys, Brucepattersonius, e as resistentes, que ocorrem em
ambientes modificados; Akodon, Oligoryzimys negripes, Nectomys e Thaptomys. Os
representantes do primeiro grupo podem demostrar o grau de alteracdo em que se
encontra seu habitat, através do comportamento ou desaparecimento do ambiente.
Esta forma de monitoramento ambiental, com estudo de animais, é necessaria para

o planejamento de a¢fes de conservacao e restauracdo de areas que precisam ser



vistas como prioritdrias nas politicas de manejo e conservacdo dos governos
(BONVICINO et al., 2002 a).

Os roedores do género Akodon tem grande ocorréncia na regido da baixada
litorAnea e no planalto de Curitiba, no Brasil sdo encontradas dez espécies
geralmente com sobreposigéo no local de distribuicdo, havendo inclusive registro de
simpatria (FAGUNDES et al. 1998, GEISE et al. 1998), sendo a especiacéo
simpatrica a divergéncia genética de varias populacdes a partir uma Unica espécie
parental, que habita a mesma regido geografica, de modo a que essas populacdes
se tornam espécies diferentes. Essa especiacdo apresenta uma gama de diversos
cariotipos que podem ter tido origem de um individuo (SANTOS, 2004)

O género Akodon é caracterizado por possuir o comprimento da cauda é igual
ao comprimento do corpo. Possuem o0s aspectos de ratos e de alimentacéo onivora.
Podem viver em ambientes terrestres ou galericolas. O pelo possui uma coloracéo
gue pode variar desde verde-olivaceo, passando pelo marrom-avermelhado,
chegando até ao cinza. Uma caracteristica marcante desse género € um pequeno
par de cromossomos metacéntricos (BONVICINO, 2002 b).

Brucepattersonius segundo GRAZZINI (2014) tem ocorréncia em varias
fitofisionomias presentes na Floresta Nacional de Pirai do Sul sugere que a espécie
pode ndo ser muito seletiva quanto a escolha de seu habitat, o0 melhor método de
captura foi por armadilhas de queda o que vai de encontro com seu habito terricola.
Morfologicamente apresenta pequenos olhos e orelhas grandes, corpo pequeno e
focinho alongado, e sua alimentacdo consiste quase exclusivamente de insetos. A
coloracdo do dorso é geralmente marrom escuro, a lateral do corpo € palida e o
ventre pode ser de cinza, mas podendo variar do ocre ao alaranjado (BONVICINO,
2008).

O género Oligoryzomys nigripes é o segundo mais abundante na FLONA de
Pirai do Sul, juntamente com Akodon montenses e Thaptomys nigrita representam
75% da fauna de roedores, segundo GRAZZINI (2014). E considerada uma espécie
altamente generalista, pois geralmente é encontrada em abundancia em locais
alterados como plantacfes, fragmentos, e areas em estagio inicial de sucessao.
Apresenta tamanho corporal pequeno, comprimento da cauda maior que 0 corpo,

coloracdo do dorso variando de castanho avermelhado a amarelada, com laterais



mais claras, olhos grandes, patas longas e finas cobertas com pequenos pelos
claros (BONVICINO, 2008).

Nectomys squamipes apresenta habitos aquéticos, em relacdo a sensibilidade
da espécie, geralmente ndo é utilizado como parametro de qualidade ambiental, pois
sua presenca/auséncia esta fortemente ligada a presenga ou nao de cursos d’agua
(GATTO-ALMEIDA, 2015). Possui o comprimento da cauda maior que a do corpo,
pelagem do dorso castanha escura, ventre esbranquicado, orelhas finamente
revestidas com pelos (BONVICINO, 2008).

A espécie Thaptomys nigrita € comumente capturada em florestas maduras e
bem preservadas e muito comum e em Florestas Ombrofilas Mistas (GRAZZINI,
2014). Possui o comprimento da calda medindo aproximadamente a metade do
comprimento do corpo, seus olhos e orelhas também sdo pequenos. Apresentam
habito diurno. S&o agressivos e encontrados em troncos, raizes de arvores e as
vezes em tuneis feitos sob folhas ou terra fofa (BONVICINO, 2008).

2.3 CITOGENETICA DE ROEDORES

A citogenética de vertebrados teve inicio com os trabalhos de FORD e
HAMERTON (1956), outros trabalhos originaram os bandamentos que auxiliam no
estudo evolutivo dos cromossomos, bandas G (SEABRIGHT, 1972); bandas C
(SUMNER, 1972) e bandas Ag-NOR (HOWELL e BLACK, 1980).

A variabilidade cromoss6mica dos roedores gera uma grande plasticidade
genética. Na ordem Rodentia, o numero de cromossomos pode variar de 10 em
Akodon sp (SILVA e YONENAGA-YASSUDA, 1998) a Tympanoctomys barrerae
com 102 de nimero cromossdmico (CONTRERAS et. al., 1990)

Segundo GATTO-ALMEIDA, 2015, a rigueza juntamente com a sensibilidade
as variacfes ambientais, fazem deste grupo de roedores um interessante alvo de
estudos, tanto para obter um maior conhecimento da fauna, quanto para se utilizar
do grupo como uma ferramenta de monitoramento da qualidade ambiental e auxiliar

na conservacgao desses individuos.



Neste contexto, foram identificadas citotaxonomicamente as espécies de
roedores da Floresta Nacional de Pirai do Sul para reunir informacdes ecoldgicas
das espécies residentes do local.

3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

Analise do cariétipo de alguns roedores da Floreta Nacional de Pirai do Sul
(PR).

3.2  Objetivos Especificos
. Descrever os cariétipos encontrados através de coloragdo comum e

estabelecendo seus padrdes de bandamentos: C, G e Ag-NOR

. Auxiliar na elaboragéo de uma lista de espécies ocorrentes na Floresta
de Pirai do Sul.
. Analisar os cariétipos das espécies encontradas na regiao do presente

estudo, e compara-las as descritas na literatura.

4 JUSTIFICATIVA

O laboratério de Citogenética e Genética da Conservacdo Animal vém
realizando trabalhos para identificar roedores de toda costa e da regido do primeiro e
segundo planalto paranaense, com o objetivo de obter bases teéricas para a
conservacao das espécies endémicas em nossas unidades de conservacdo, a
sugestdo segundo BONVICINO et al., (2002 a) que roedores podem ser utilizados
como sinalizadores no monitoramento ambiental.

A citogenética classica possibilita a visualizacdo do caridtipo para
caracterizacdo do numero dipldide e algumas auxiliam nas analises dos
Cromossomos que apresentem alteracfes cromossémicas.

Com a dissertacdo de mestrado de GRAZZINI (2014), identificacdo de
pequenos roedores da Floresta Nacional de Pirai do Sul, os estudos aprofundados
em citogenética classica sdo importantes para comparagdo e atualizacdo da

literatura, assim justificando o presente estudo.



5 MATERIAIS E METODOS

5.1 AREA DE ESTUDO

A Floresta Nacional de Pirai do Sul, Unidade de Conservacao (UC) de uso
sustentavel, esta localizada a 6 Km da sede municipal de Pirai do Sul e 190 Km de
Curitiba. Encontra-se situada nos dominios da Floresta Ombréfila Mista, entre o
primeiro e o] segundo planalto paranaense.

A UC possui uma area aproximadamente de 153 h4, dos quais 7,2 ha se
constituem em reflorestamento de araucaria e imbuia, 39 ha Pinus, cerca de 93 ha,
representados por formacdes nativas de Floresta com Araucaria em diferentes
estadios sucessionais. O clima predominante é subtropical temperado mesotérmico
(Cfb) segunda a classificacdo de Koppen-Geiger, com verdes moderadamente
guentes e invernos com geadas (KOTTEK et al. 2009).

5.2 AMOSTRAGEM

Foram instaladas trés linhas de quatro baldes de 60 litros (55 cm de altura por
41 cm de diametro) conectados por lona preta de cerca de 40 m de comprimento.
Adicionalmente foram instaladas trés linhas de seis armadilhas do tipo Shermane
Tomahawk, distante cerca de 5 m umas das outras, e iscas com uma massa feita
com banana, sardinha, bacon, aveia, pasta de amendoim e farinha de milho. Cada
linha tinha cerca de 25 m de comprimento e estava distante cerca de 30 m uma da
outra. As armadilhas foram dispostas prioritariamente no chédo, porém
eventualmente dispostas em arvores a cerca de 1,5 m de altura. O total de
armadilhas instaladas foi de 60. Foi realizado um esforco amostral total de 5892
armadilhas/noite, resultando em 1049 capturas (capturabilidade = 17.8%) de 801

espécimes, conforme descrito por GRAZZINI (2014).
53 METODOS CITOGENETICOS

Para obtencdo de metafases mitdticas foi utilizada a preparacéo
citolégica direta de medula 6ssea descrita por FORD E HAMERTON (1956) e
modificada por SBALQUEIRO (1989).



O método consiste em injetar na regido do peritbnio 1ml de solugdo de
colchicina a 0,1% para cada 100g de peso do animal, a solu¢cdo de colchicina tem
por objetivo cessar a agcdo da microtubulina assim ndo formando as fibras do fuso
mitético e nao ocorrera a disjuncdo das cromatides irmas preservando o
cromossomo metafasico. Ap6s 1 hora o animal foi eutanasiado (sacrificado) e o
material da medula 6ssea dos fémures foram retirado e transferido diretamente a
solucdo hipotbénica (KCI, 0,075M) e ap6s 15 minutos a 37° C submetido a fixacédo
acido-alcodlica (3 metanol: 1 acido acético).

Posteriormente o material foi fixado por mais trés vezes, posteriormente sera
ressuspendido e pingado em uma lamina, previamente lavada e aquecida em banho
Maria. Essa lamina com o material, entdo, foi submetida a coloracao convencional
em uma solucdo 5% de Giemsa, por 8 minutos. Outras laminas também foram
montadas para aplicacbes das demais técnicas de coloragcdes — os bandamentos

cromossOmicos.

Os procedimentos citogenéticos de analise foram realizados no Laboratorio

de Citogenética Animal da Universidade Federal do Parana.
5.3.1 Bandamento G

O bandeamento G evidencia bandas claras e escuras nos cromossomos,
utilizando tripsina e Giemsa, permitindo o correto pareamento deles. A técnica de
banda G foi empregada conforme SEABRIGHT (1972), modificada em
SBALQUEIRO (1989):

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

Incubar as laminas em tampao fosfato 2% em 49 ml mais 1 ml de EDTA por

Incubar as laminas em alcool 70% 10”

Incubar em solugédo de SSC dissolvida em agua destilada a 60°C por 10”.

Esses tempos podem ser aumentados ou diminuidos conforme os resultados
obtidos.

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

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



5.3.2 Bandamento C

Essa técnica de bandeamento permite a visualizacdo de regides de
heterocromatina constitutiva, usando para isso o hidroxido de béario e Giemsa.
Seguindo o protocolo descrito em SUMNER (1972), modificada em SBALQUEIRO
(1989):

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 H20 destilada e secar.

Mergulhar em solucdo 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 H20 destilada.

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

Lavar em &agua destilada e corar conforme protocolo de coloragcao

convencional.

5.3.3 Ag-NOR

A banda NOR evidencia a regido organizadora de nucléolos com
impregnacao de prata. Seguindo o protocolo descrito em HOWELL e BLACK (1980),
modificada em SBALQUEIRO (1989):

Envelhecer as laminas de 4-5 dias na estufa a 40°C

Colocar 2 gostas de solucéo coloidal para 4 de solucéo de prata

Misturar na lamina, adicionar laminula, levar a camara escura de 8- 10°C
observar a cor.

Solucéo coloidal 5%.

Diluir 0,25 de gelatina incolor em 5ml de agua mili-Q

Adicionar 0,2 ml de acido formico, banho maria para derretar a gelatina

Solucéo de Prata 50%

1g de nitrato de prata da merck para 2ml de agua mili-Q, 1 gota de formalina

3% para cada 1 ml de solucgéo



5.4 ANALISE DE LAMINAS

A analise das laminas varia conforme a técnica de coloracdo empregada: para
coloracdo convencional, as metafases serdo analisadas (desenhadas) em aumento
de 1.000x, anotando-se o numero de cromossomos (2n) e o numero de bragos
autossémicos (NA ou NFA). Em média serdo analisadas 10 células por exemplar,
selecionando-se as trés melhores para cariotipagem; na analise em bandamentos G,
bandamento C e NOR serdo selecionadas as melhores metafases (em geral trés)

para digitalizac&o.
55 DIGITALIZA(;AO DE IMAGENS E MONTAGEM DOS CARIOTIPOS

As melhores metafases, escolhidas durante a analise ao microscopio optico
no aumento de 1000x com imerséo, tiveram suas imagens digitalizadas utilizando
microscopio Zeiss Axciophot para posterior montagem dos cariétipos de cada

exemplar, atraves do sistema BandView.

6 RESULTADOS

As andlises das amostras dos roedores coletados na Floresta Nacional de
Pirai do Sul foram realizadas no Laboratorio de Citogenética e Conservacdo Animal
da UFPR. Essas amostras foram de: cinco individuos de Akodon montensis , seis de
Brucepattersonius iheringi, trés de Nectomys squamipes, nove de Oligoryzomys
nigripes e quatro de Thaptomus nigrita, nGmeros de machos e fémeas para cada

espécie estao representados na TABELA 1.

TABELA 1. NUMERO DE INDIVIDUOS ANALISADOS POR ESPECIE.

N2 de individuos

Espécies 2n NA analisados Sexo
Akodon montensis 24/25 | 40/42 5 2 machos e 3 fémeas
Brucepattersonius iheringi * 52/52 | 50/51* 6 6 fémeas
Nectomys squamipes 56 54 3 3 machos
Oligoryzomys nigripes 62 82 9 4 machos e 5 fémeas
Thaptomys nigrita 52 52 4 1 macho e 3 fémeas

* Um individuo apresentou o cariétipo com o NA diferenciado




6.1 Akodon montensis

Foram analisados quatro individuos, em coloracdo comum, em uma lamina
branca os pontos com as melhores metafases foram marcados, para cada protocolo
analisado. Foi realizada a captura de imagens das metafases do Akodon montensis
(FIGURA 2) (TABELA 1) em coloragdo comum e montagem do caridtipo (FIGURA
3). Através da coloracdo comum foi possivel observar o cromossomo B
submetacéntrico em um macho, 1 par de submetacéntricos, 8 pares de
metacéntricos, 1 par de acrocéntricos, 1 par de pequenos metacéntricos
caracteristica do género Akodon, sendo 0s cromossomos sexuais Sao acrocéntricos
sendo o X maior que o Y. De acordo com essas andlises, observou-se o0 2n= 24 ou
25 devido a presenca de cromossomos B.

O NA de Akodon montensis que seria 0 numero fundamental ou nimeros de
bragos dos cromossomos, nessa espécie € NA=40 para 2n=24; NA=42 para 2n=25.
O NA encontrado esta de acordo com o relatado pela literatura (YONENAGA-
YASSUDA, 1975).

FIGURA 2 - METAFASE EM COLORAGCAO COMUM COM GIEMSA DE Akodon montensis

(2n=25).
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FIGURA 3- CARIOTIPO DE Akodon montensis. EM COLORAGCAO COMUM COM GIEMSA
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A- Macho 2n=25 devido a presenca de um cromossomo B com NA=44. B- macho 2n=24 com
NA=40.

A banda G foi obtida em um individuo Akodon montensis com o0 2n=24,
realizado essa técnica para facilitar a visualizacdo dos cromossomos homadlogos e
deteccéo de regides com alteracdes na morfologia do cromossomo (FIGURA 4).

FIGURA 4 — CARIOTIPO EM BANDAMENTO G, Akodon montensis FEMEA COM (2n= 24).
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6.2 Brucepattersonius iheringi

Foram capturadas imagens de metafases de Brucepattersonius iheringi
(FIGURA 5) (TABELA 1) em coloragdo comum. De acordo com essas andlises,
observou-se 0 2n=52.

Brucepattersonius apresenta todos 0os cromossomos acrocéntrico de
variados tamanhos, o cromossomo X é um acrocéntrico ligeiramente maior que 0s
autossomos, o0 numero autossomos (NA) foi variado, sendo encontrado NA= 50, 51,
com a presenga de um cromossomo metacéntrico pequeno no par 20 tornando esse
par heteromérfico, essa variacdo pode representar uma simpatria entre os individuos
de Brucepattersonius iheringi NA=50, e um individuo com NA=51 (FIGURA 6),

FIGURA 5- METAFASE EM COLORACAO COMUM EM GIEMSA DE Brucepattersonius
iheringi (2n=52 e NA=51).
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FIGURA 6 — CARIOTIPO DE Brucepattersonius iheringi
(FEMEA) A ESQUERDA COM NA=51 E (FEMEA) A DIREITA COM NA=50.
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A seta indica o par 20 com heteromorfica, um cromossomo metacéntrico e homologo sendo
acroceéntrico.
FONTE: Fernanda Gatto.

A realizacdo de bandamento Ag-NOR em Brucepattersonius iheringi

apresentou marcacao da regido organizadora de nucléolo na (FIGURA 7) a seta

indica apenas a marcagcdo em um cromossomo do par 20, marcacdo nao descrita

descrita na literatura.

FIGURA 7 — METAFASE COM BANDAMENTO AG-NOR DE Brucepattersonius iheringi.
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Seta indicando a marcacao da regido organizadora de nucléolos, Ag-NOR. Marcag¢éo no
cromossomo 20 com pontos em ambas as crométides.




6.3 Nectomys squamipes

As metafases de Nectomys squamipes em coloragdo comum foram
digitalizadas e suas andlises determinaram o 2n=56 (FIGURA 8) (TABELA 1).

Nectomys squamipes possui todos 0S cromossomos acrocéntricos de
variados tamanhos com NA=54, ndo apresentando cromossomos extras numerarios.

(FIGURA 9).
FIGURA 8 — CARIOTIPO DE Nectomys squamipes 2n=56.

FIGURA 9 — CARIOTIPO DE Nectomys squamipes 2n=56 NA= 54, EM COLORACAO

COMUM.
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6.4 Oligoryzomys nigripes

Para Oligoryzomys nigripes (FIGURA 10) (TABELA 1) a andlise citogenética,
em coloragdo comum, apresentou 62 cromossomos e o0 NA=82. No par sexual, o0 X é

um metacéntrico e o Y um submetacéntricos.

FIGURA 10— CARIORIPO DE Oligoryzomys nigripes EM COLORACAO COMUM (2n=56).
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FONTE: Fernanda Gatto.

6.5 Thaptomys nigrita
Foram submetidos a cariotipagem quatro espécimes de Thaptomys nigrita
onde foi encontrado 0 2n=52 e 0 NA=52.
O conjunto autossémico possui 25 pares de cromossomos acrocéntricos. O
cromossomo X apresentou-se na forma acrocéntrica grande, uma vez que 0S
individuos fotografados eram fémeas (FIGURA 11) (TABELA 1).



FIGURA 11— CARIOTIPO DE Thaptomys nigrita (2n=52) (NA=52) EM COLORAGCAO
COMUM.
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Foi realizado bandamento C para Thaptomys nigrita essa técnica é utilizada
para marcar regides que possuem heterocromatina constitutiva, ou seja, regioes de
teldbmeros e centrbmeros, com o cari6tipo sendo composto por Cromossomos
acrocéntricos a marcacao ocorreu na regido centromérica como indicado nas setas
verdes (FIGURA 12).

FIGURA 12— METAFASE COM BANDAMENTO C Thaptomys nigrita (2n= 52).
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Setas vermelhas indicam o cromossomo X, acrocéntrico. Setas em verde indicam a marcagéo
do bandamento C.




7 DISCUSSAO

Para a Floresta Nacional de Pirai do Sul, analizamos citogeneticamente cinco
espécies da Ordem Rodentia: Akodon montensis, Brucepattersonius iheringi,
Nectomys squamipes, Oligoryzomys nigripes e Thaptomys nigrita.

Para a coloracdo comum os dados obtidos em relacéo ao 2n e morfologia dos
cromossomos, foram os mesmos encontrados na literatura, para a espécie de
Akodon montensis. Nesta populacdo foram observados exemplares de Akodon
montensis com 2n=24, nao portadores do cromossomo B. Estes resultados estao de
acordo com os preconizados por outros autores (VENTURA 2004; SOARES, 2014;
FAGUNDES et al. 2000). A presenca de individuo com o0 cromossomo extra
numeérico em populagbes de Akodon montensis ja é descrito na literatura, com
2n=25 (YONENAGA-YASSUDA 1975). Aqui analisamos um macho com o
cromossomo B submetacéntrico, morfologia diferente dos cromossomos extra
numerarios ja descritos para a Floresta Nacional de Pirai do Sul (GRAZZINI, 2014),
novas coletas em uma sessédo maior da FLONA poderéo disponibilizar melhor esses
dados. A coloracdo em banda G apresenta as marcacdes em regides de
heterocromatina (regido mais escura rica em timina e adenina), e a eucromatina
(regides mais clara ricas em citosina e guanina) que condessam mais tardiamente
na profase. Os resultados para bandamento G em Akodon montensis estdo de
acordo com o descrito na literatura (SBALQUEIRO, 1989).

Os espécimes de Brucepattersonius apresentam 2n=52, com a maioria dos
cromossomos acrocéntricos inclusive o par sexual (HERSHKOVITZ, 1998) esse
género apresenta algumas espécies onde as morfologias sdo semelhantes, um
método para identificacdo das espécies € a utilizacdo da citogenética, como na
espécie Brucepattersonius iheringi que apresenta 2n=52 e NA=50/NA=51. E
interessante ressaltar que a ocorréncia do heteromorfismo do par 20 pode
representar uma simpatria do género, ocorréncia das espécies Brucepattersonius
iheringi e Brucepattersonius griserufescens, esse evento ainda ndo apresenta
registos na literatura. Para confirmacdo desses dados serdo necessarios dados
moleculares como FISH.

A marcacdo da regido organizadora de nucléolos ocorreu no cromossomo 20,

ainda nao descrito na literatura para Brucepattersonius iheringi.



Os exemplares de Nectomys squamipes o0 conjunto autossdmico formado por
26 pares de cromossomos acrocéntricos com alto grau de variedade de tamanho, e
o ultimo par metacéntrico pequeno. O par sexual apresentou X de tamanho grande e
submetacéntrico e Y de tamanho médio e também submetacéntrico. A espécie
apresentou 2n=56 e NA= 54, como relatado por PARESQUE et al. (2004); GATTO-
ALMEIDA (2015)

Para a regido da Floresta Nacional de Pirai do Sul ndo foi encontrado nenhum
individuo com presenca de cromossomo extra numérico, como ja relatado na
literatura (GATTO-ALMEIDA, 2015) para outras regides de Mata Atlantica.

O género Oligoryzomys possui 9 espécies que ocorrem no Brasil, sendo elas:
O. chacoensis, O.flavescens, O. fornesi, O. fulvescens, O.microtis, O. moojeni, O.
nigripes, O. rupestris e O. stramineus (GATTO-ALMEIDA, 2015). A distribuicdo de
Oligoryzomys nigripes se da do Pernambuco ao norte do Rio Grande do Sul,
alcancando Minas Gerais e o Distrito Federal (BONVICINO, 2008).

Para Oligoryzomys nigripes a analise citogenética em coloracdo comum
corroborou com a relatada por YONENAGA (1975), apresentou 62 cromossomos,
entre 0s autossomos, 11 pares de cromossomos meta e submetacéntricos (Pares 1
a 11) e 19 de acrocéntricos (pares 12 a 30), que resultou em NA=82. No par sexual,
0 X € um metacéntrico e 0 Y um submetacéntricos.

A espécie Thaptomys nigrita é considerada endémica da Mata Atlantica essa
espécie ocorre desde o estado da Bahia até o Rio Grande do Sul (CARLETON E
MUSSER, 2005; PAGLIA et al., 2012). O Bandamento C marcou todos os
Cromossomos acrocéntricos autossémicos, 0S Cromossomos sexuais nhao
apresentaram marcacao.

Dos espécimes de Thaptomys nigrita sendo trés fémeas e um macho
apresentaram 2n= 52, NA= 52. Possui 25 pares de autossomos acrocéntricos de
variados tamanhos. O cromossomo X é acrocéntrico médio e o Y € um
submetacéntrico pequeno, o cariétipo encontrado é corroborado pelo descrito por
YONENAGA (1975) (VENTURA, 2004).



8 CONCLUSAO

As técnicas de coloracdo comum e bandeamento sdo importantes para
caracterizar citogeneticamente os exemplares que se deseja estudar. Através
dessas técnicas € possivel identificar formas e possiveis arranjos cromossdmicos de
cada espécie.

Os dados obtidos com a coloragdo comum foram oS mesmo esperados em
relacdo aos dados encontrados na literatura, em relacdo ao 2n e formas
cromossOmicas de cada exemplar.

Assim concluimos que:

e Foi possivel identificar a espécie de todos os exemplares aqui
estudados através das técnicas de coloragdo comum;

e O género Brucepathersonius apresentou individuos com 2n=52,
porém ocorreram diferencas no NA= 50 e 51, 0 que sugere a ocorréncia
em simpatria de duas espécies do género Brucepattersonius iheringi.
Brucepattersonius griserufescens. Para a confirmacdo desse evento séo
necessarios testes moleculares ndo propostos nesse trabalho. A marcacao
de regiGes organizadoras de nucléolo para a espécie, marcacao no par 20,
dado inédito para a espécie;

e A espécie Akodon montensis, apresentou um individuo com
presenca de um cromossomo B, fato também ja relatado em literatura,
porém a morfologia do cromossomo extra numerario difere das ja descritas
para a Floresta de Pirai do Sul,

¢ Nectomys squamipes, Oligoryzomys nigripes, Thaptomys nigrita
apresentaram cariotipo conforme o relatado na literatura.

e Thaptomys nigrita teve marcacédo de bandamento C em todos os
Cromossomos acrocéntricos autossémicos na regido dos centrémeros, 0s
Cromossomos sexuais nao apresentaram marcacao.

e Nectomys squamipes n&do apresentou Ccromossomo extra
nUMEerico.

e Através das andlises cromossdmicas em coloracdo comum, foi

possivel identificar citotaxonomicamente as espécies coletadas, e assim



auxiliar na elaboracdo de um inventario preliminar das espécies de

roedores de pequeno porte ndo voadores da Floresta de Pirai do Sul.
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