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RESUMO

Na classe Mammalia, temos os pequenos mamiferos ndo voadores, que sdo representados pelos
marsupiais e roedores. No Brasil, a fauna de marsupiais € representada por uma Unica ordem existente
no pais, Didelphimorphia, que compreende aproximadamente 56 espécies, distribuidas em 15 géneros
conhecidos. Tendo em vista que os marsupiais didelfideos constituem um significativo componente da
mastofauna brasileira e que o estudo dos caridtipos destes animais auxilia no reconhecimento e
caracterizacdo dos marsupiais, 0 presente estudo objetivou identificar especies de marsupiais
(Didelphidae), em &reas de Cerrado ainda ndo estudadas, do ponto de vista citogenético, em abordagem
conjunta com sistematica, morfologia e distribuicdo geogréfica. Para isso, foram analisadas nove
amostras celulares, as quais estdo distribuidas nas seguintes espécies: Monodelphis sp., Gracilinanus
agilis, Marmosa demerarae, Didelphis marsupialis e Didelphis albiventris, coletadas na Fazenda
Lagedinho, Municipio de Aparecida do Rio Negro, Tocantins. As amostras celulares desses
exemplares foram preparadas em l&minas, cujas analises permitiram determinar o nimero diploide
(2n), do nimero de bragos dos autossomos (NA), tipos e formas dos cromossomos e os padrfes de
bandas C e RON de todas as espécies. As analises conjuntas dos dados citogenéticos, morfoldgicos e
as variagOes geograficas desses taxons contidos na literatura, permitiram obter os resultados como
seguem: Monodelphis sp. (2n=18 e NA=30), corroboraram com seis espécies do mesmo género
ocorrentes em outros estados, porém apresentaram variacdes quanto a forma dos cromossomos sexuais
(X e Y) e padrBes de bandeamentos C e RON. Os dados apontam que essa pode ser uma ocorréncia
inédita para o estado. Os cariétipos de Didelphis albiventris e Didelphis marsupialis (2n=22 e NA=20),
Micoureus demerarae e Gracilinanus agilis (2n=14 e NA=20 e 24, respectivamente) foram, em sua
maioria, iguais aos analisados em trabalhos feitos em outros estados. Porém, no geral, apresentaram
diferencas nos cariétipos, como nos padrdes de distribuicdes que caracterizam sua localizacdo no
Tocantins. Essas situacGes podem estar relacionadas com fenémenos evolutivos cromossdémicos, sob
a influéncia de fatores bi6ticos e abidticos.

Palavras — Chave: Didelphimorphia, Cari6tipos, Banda C, Banda RON.



ABSTRACT

In the Mammalia class, we have the small non-flying mammals, which are represented by marsupials
and rodents. In Brazil, the marsupial fauna is represented by the only existing order in the country,
Didelphimorphia, which comprises approximately 56 species, distributed in 15 known genera.
Considering that the didelphid marsupials constitute a significant component of the Brazilian
mastofauna and that the study of the karyotypes of these animals helps in the recognition and
characterization of the species, the present study aimed to identify species of marsupials (Didelphidae),
in areas of Cerrado not yet studied, from the cytogenetic point of view, in a joint approach with
systematics, morphology and geographical distribution. For this, 9 cell samples were analyzed, which
are distributed in the following species: Monodelphis sp., Gracilinanus agilis, Marmosa demerarae,
Didelphis marsupialis and Didelphis albiventris, collected at Lagedinho farm, in Aparecida do Rio
Negro, Tocantins. The cell samples of these specimens were prepared in slides, whose analyzes
allowed to determine the diploid number (2n), number of autosomes (NA), types and forms of
chromosomes and C and RON band patterns of all species. The joint analyzes of the cytogenetic,
morphological and geographic variations of these taxa in the literature allowed us to obtain the results
as follows: Monodelphis sp. (2n = 18 and NA = 30), corroborated with six species of the same genus
occurring in other states, but presented variations as to sex chromosomes (X and Y) and C and RON
banding patterns. The data indicate that this may be an unprecedented occurrence for the state. The
karyotypes of Didelphis albiventris and Didelphis marsupialis (2n = 22 and NA = 20), Micoureus
demerarae and Gracilinanus agilis (2n = 14 and NA = 20 and 24, respectively) were, for the most part,
the same as those analyzed in studies done in others States. However, in general, they presented
differences in karyotypes, as in the patterns of distributions that characterize their location in
Tocantins. These situations may be related to chromosomal evolution phenomena, influenced by biotic
and abiotic factors.

Key words: Didelphimorphia, karyotypes, C Band, NOR Band.



1. INTRODUCAO

De acordo com a SEPLAN (2012), o Cerrado corresponde a 65,23% de todo o
territorio tocantinense e o bioma amazonico (ecotonais com cerrado) é representado apenas
em uma area a noroeste do estado 14,80%. A vegetacdo abrange formacGes florestais do
tipo: Mata Ciliar, Mata de Galeria, Mata Seca e Cerraddo, formacGes campestres como
Campo Sujo, Campo Rupestre, Campo Limpo e Veredas, e ainda o Cerrado Stricto Sensu,
com suas subdivisdes (COUTINHO, 1992; RIBEIRO; WALTER, 2008; NASCIMENTO,
2011). O Cerrado possui grande representatividade para o Brasil, contando que, na
biodiversidade ele possui cerca de 251 espécies de mamiferos, destas, 96 sdo de marsupiais
e roedores, porém, continua como uma das areas menos estudadas (CARMIGNOTTO,
2005). Mas apesar de sua enorme importancia para a conservacdo de espécies, o Cerrado
brasileiro estd em constante mudanca devido a acdo humana. A industria de soja e a pastagem
de gado revelam-se como 0s principais protagonistas da sua degradacdo (TOLLEFSON,
2018), realidade esta em que o Tocantins se enquadra. Como resultado temos a perda de
habitat, isolamento de populaces, dificuldade nos movimentos migratorios, diminuicéo da
aptiddo (menores taxas de sobrevivéncia e reproducdo), provocando uma reducdo
significativa das populagdes (RAMBALDI; OLIVEIRA, 2003).

1.1. Consideracdes sobre 0s mamiferos

A classe Mammalia apresenta uma ampla diversidade, tanto em nameros, em torno
de 6.495 espécies (BURGIN et al., 2018), quanto em formas, desde os menores mamiferos
viventes, como 0s morcegos (ordem Chiroptera), que podem pesar 4g, até os maiores, onde
podemos citar a baleia azul (ordem Cetacea), que pesa cerca de 160 toneladas (POUGH et
al., 2008; ANDRADE, 2009). Os mamiferos também apresentam o0s mais variados habitos
de vida, podendo ser natatérios, voadores, até cursoriais (corredor), escansoriais
(escaladores), fossoriais (escavadores) e roedores, isto os facilitam a exploracdo dos mais
variados habitats, possibilitando a distribuicdo por toda parte do mundo (POUGH et al.,
2008).

Na classe Mammalia, temos 0s pequenos mamiferos ndo voadores, que Sao

representados pelos marsupiais e roedores. Cifelli; Davis (2003) sugerem que 0s marsupiais
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apareceram primeiramente na América do Norte, e logo depois se dispersaram para a
América do Sul, com a diversificagdo inicial dos marsupiais australianos, através da
Antartica, no inicio do periodo terciario. Estes animais integram a infraclasse Methateria, e
as ordens conhecidas sdo Didelphimorphia, com uma unica familia vivente, que sédo da
familia Didelphidae. Esta ordem é mais comum na América do Sul, ocorrendo um unico
caso, de Didelphis virginianus, na América do Norte. As ordens Notoryctemorphia,
Paucituberculata, Microbiotheria, Dasyuromorphia, Peramelemorphia e Diprotodontia sdo
encontrados nos continentes americanos e na regido australiana (CARTELLE, 2012). Os
marsupiais didelfideos constituem um significativo componente da mastofauna neotropical
(PASSAMANI, 2000).

No Brasil, a fauna de marsupiais é representada pela Gnica ordem existente no pais,
Didelphimorphia, que compreende aproximadamente 56 espécies, distribuidas em 15
géneros conhecidos (REIS et al., 2011). Algumas espécies de Didelphimorphia s&o
ameacadas de extingdo, devido a intensas atividades agropecudrias e ocupacao antropica,
com isso ha fragmentacdo do habitat destes animais, e, consequentemente a dispersdo por
parte destes, dificultando (reduzindo) a variabilidade genética e a adaptacdo em novos
ambientes (PRIMACK; RODRIGUES, 2005). Os géneros desta ordem, e suas respectivas
quantidades de espécies, no Brasil, sdo apresentadas como: Glironia (1), Caluromys (2),
Caluromysiops (1), Hyladelphys (1), Chironectes (1), Cryptonanus (3), Lutreolina (1),
Marmosops (10), Metachirus (1), Philander (4), Thylamys (3), Monodelphis (16), Micoureus
(6), Didelphis (4), Gracilinanus (3), (ROSSI et al., 2006; GARDNER, 2008; PAVAN et al.,
2012).

Dentre esses géneros, reconhecemos nesse estudo, o Monodelphis, que séo
popularmente chamados de gambéas - de — cauda — curta. Apresentam habitos terrestres,
refugiando — se em tocas e se alimentam de insetos. Estes animais possuem a cauda menor
que a cabeca e o corpo (FILHO et al., 2015), as orelhas e os olhos relativamente pequenos,
sdo predadores e semi fossoriais e ndo apresentam adaptacdo arboricola (PINE; HANDLEY,
2007). Os animais do género Didelphis apresentam médio porte, onivoros, comendo desde
invertebrados, como 0s insetos, até vertebrados, como lagartos, roedores e aves de pequeno
porte (NOWAK, 1991; PAGLIA et al., 2012). Estes, possuem habitos noturnos, e durante o
dia descansam em buracos de troncos secos das arvores (SILVA; ROSSI, 2003). Um dos
géneros em estudo no presente trabalho, o Micoureus, com base em marcadores moleculares,
foi considerado como subgénero de Marmosa (VOSS; JANSA, 2009; GUTIERREZ et al.,

2010), que sdo marsupiais de pequeno porte, com habitos noturnos e preferencialmente



11

arboricolas, se alimentam basicamente de insetos e frutos (CHARLES-DOMINIQUE et al.,
1981; GARDNER; CREIGHTON, 2008). O género Gracilinanus apresenta 0 corpo
pequeno e a cauda comprida e preénsil. Se alimentam de frutos e insetos e suas atividades
sdo noturnas (MARTINS; BONATO, 2004).

1.2. Importancia dos estudos citogenéticos, com especial referéncia ao Tocantins.

O Cerrado, do ponto de vista cientifico, permanece como um dos biomas menos
estudados (KLINK; MACHADO, 2005), Lima et al., (2005), afirmavam que os estudos de
mamiferos eram pouco conhecidos na regido Norte, com especial referéncia ao Tocantins.
Em relacdo aos marsupiais, Caceres et al., 2006, afirmaram que estudos sobre a sua
distribuicdo no bioma Cerrado, ainda € pouco conhecido. Mais recentemente, Melo;
Sponchiado (2012), afirmam que os marsupiais s&o poucos conhecidos, especialmente em
relacdo a regido Norte do Cerrado.

Segundo Yonenaga (1977) e Kasahara (2009), o estudo do cari6tipo permite evidenciar
problemas em casos de definicdo cromossomica do sexo, funcdo da heterocromatina
constitutiva, mecanismos de origem dos rearranjos cromossémicos, conceito adaptativo dos
polimorfismos nos cromossomos e distingdes citotaxondmicas entre as espécies, auxilia no
programa de manejo e reproducdo de animais silvestres e na identificacdo de hibridos, tanto
em animais de cativeiro quanto nos da natureza, inclusive esclarecem as relacdes
filogenéticas e diferencgas taxonémicas entre 0s grupos.

A citogenética vem contribuindo para a descricdo de novas espécies de pequenos
mamiferos ndo voadores, com o auxilio da caracterizacdo cromossémica (FAGUNDES et
al., 2000; BONVICINO et al., 2003; KASAHARA, 2009). Esta, combinada com analises
morfologicas, também contribui na resolucdo de problemas taxondmicos (LIMA et al., 2003,
BONVICINO et al., 2003; BONVICINO, 2012). Algumas pesquisas citogenéticas tém sido
realizadas no Estado do Tocantins, que tem o cerrado como vegetagdo predominante. Estes
estudos expBem a ocorréncia de novas especies e variagdes populacionais, em pequenos
mamiferos ndo voadores (LIMA et al., 2005), principalmente de roedores.

Sabe-se que na familia Didelphidae sdo encontrados trés conjuntos de nimeros de
cromossomos 2n=14, 18 e 22, os quais tém sofrido revisdes taxondmicas constantes (VOSS;
JANSA, 2009). A andlise cromossémica em marsupiais € de grande importancia por
desvendar uma gama de biodiversidade escondida em variados ambientes do Cerrado, sendo

que cada fitofisionomia deste bioma pode conter popula¢des de uma mesma espécie com
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caracteristicas genéticas distintas, mas com semelhancas na morfologia externa
(ANDRADE, 2009). Embora, do ponto de vista citogenético, 0s marsupiais sejam
considerados um grupo conservado com numero dipldide estavel, a medida que novas
populacdes de marsupiais neotropicais sao analisadas, uma grande variabilidade de férmulas
cromossdmicas, padrfes de bandeamento e morfologia dos cromossomos sexuais S&o
detectadas (CASARTELLI et al., 1986; SOUZA et al., 1990; PALMA; YATES, 1996;
SVARTMAN; VIANNA-MORGANTE, 1999; CARVALHO et al., 2002; LIMA, 2004,
KASAHARA, 2009).

De acordo com o contexto acima, os estudos citogenéticos se tornam relevantes para
a presente pesquisa, por identificar e caracterizar as espécies ja existentes, detectar a
ocorréncia de novas espécies e de espécies ndo registradas para o estado do Tocantins. Assim
sendo, este trabalho teve como pretensdo identificar e caracterizar espécies de marsupiais
(Didelphidae), em areas de Cerrado no municipio de Aparecida do Rio Negro, Tocantins, do
ponto de vista citogenético, em abordagem conjunta com informacdes encontradas na

literatura, sobre sistematica (morfologia externa e distribuicdo geogréafica).
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Area de estudo:

As amostras celulares disponiveis para o estudo sdo oriundas da coleta (Licenca
Permanente — SISBIO, 19773-1) no projeto: Estudo da Biodiversidade de Pequenos
Mamiferos da Amazo6nia e Seu Uso Biotecnoldgico, (Programa Bionorte, CNPq, Processo
nimero: 552032/2010-7), concluido em 2014, e com a autorizacdo da Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Unitins, namero: 18505/2018.1. Os materiais de estudo sao provenientes
da area do cerrado, localizado na Fazenda Lagedinho (10°02'24"5, 49°04'4,2W), inserida no
municipio de Aparecida do Rio Negro, Regido Metropolitana de Palmas (Figura 1).
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Figura 1. Mapa do municipio de Aparecida do Rio Negro, com as localizagdes onde os espécimes foram

coletados, a direita.

2.2. Coleta de dados:

Os animais foram capturados em uma excursdo de campo, com duracdo de 12 noites,

em maio de 2014. Foram utilizadas armadilhas do tipo “Live Trap” (gaiolas) (Tomahawk -

de arame galvanizado e Sherman — chapa de zinco galvanizada), distribuidas em transectos

lineares distantes umas das outras de 15 em 15 metros, na sequéncia: 2:1:1 ( live trap — solo

e Sherman — arvore: live trap — solo: live trap — solo), com o propdsito de capturar animais

de habitos terrestres, fossoriais e arboricolas.
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Todos os marsupiais capturados foram transportados até o laboratorio improvisado no
campo (Figura 2), onde foram pesados e retiradas todas as medidas biométricas necessarias,
conforme Emmons; Feer (1997): tamanho do corpo, da orelha, da pata traseira e da cauda
dos animais. Foi coletado o material celular dos individuos eutanasiados, para estudos
citogenéticos, inclusive o tecido muscular, para fazerem parte do “banco de tecidos” do
LABIC (para futuros estudos moleculares). Logo ap0ds esses procedimentos, técnicas de
taxidermia foram aplicadas, para a preparacao da pele e cranio. Numeros de séries com as
iniciais: FSL (Fernando de Sousa Lima), foram referentes ao nimero de campo do orientador
e coletor (Tabela 1). Todos os exemplares analisados nesse estudo foram tombados na
Colecao de mamiferos do Museu de Zoologia José Hidasi (MZJH) da Universidade Estadual

do Tocantins (Unitins), em Porto Nacional.

Figura 2: Laboratdrio improvisado no campo para preparacdes citogenéticas, com a técnica de

laboratdrio (Rosicleide Vieira).
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Tabela 1. Lista dos individuos estudados, com informagfes sobre 0 nimero de campo, sexo, habitat/vegetacao
e coordenadas. (*) animal coletado em area da Agrotins; (*-) = area replantada na margem de represa.

Coordenadas em italico = parametros aproximados.

Espécie N° de Campo | Sexo Habitat Coordenadas
*Didelphis FSL 272 3 *-area 10°24°16,47S;48°22°00”,4W
albiventris replantada
FSL 280 3 Cerradéo 10°02°22,6”S;48°03°49,8"W
Didelphis
marsupialis
Gracilinanus agilis FSL 286 Q Cerradéo 10°02°22,17S;48°03°49,2”W
FSL 289 Q Cerradéo 10°02°25,77’S; 48°04°7,2” W
FSL 294 Q Mata-Galeria | 10°02°25,0”’S, 48°04°5,0”W
FSL 295 3 Mata-Galeria | 10°02°26,9”’S; 48°04°5,8 "W
FSL 298 Q Cerradao 10°02°2,3”S; 48°04°27,9”"W
Marmosa demerarae FSL 282 3 Cerradéo 10°02°25,97S; 48°04°6,2"W
Monodelphis sp. FSL 281 3 Mata-Galeria | 10°02°23,9”S; 48°04°4,2”W

As identificacdes dos exemplares comegaram no campo, a partir de observacées dos
individuos durante a coleta, foram tiradas medidas biométricas, analisados os padrdes de
coloracdes, taxidermia (pele e créanio) e posteriormente no LABIC, com base no Guia de
campo de Emmons; Feer (1997) e, principalmente, Reis et al., (2011). Todas as etapas de
identificacOes e observacdes acima foram feitas principalmente pelo Dr. Marlyson Jeremias
Rodrigues da Costa, do Centro de Estudos Avancados de Biodiversidade (CEABI0), da
Universidade Federal do Pard (UFPA), o qual veio especialmente para participar dessa

excursdo de campo como membro da equipe do Projeto Bionorte da UFPA.

O material celular coletado no campo seguiu o procedimento recomendado por Baker
etal., (1982), com adaptacdes, onde foi extraida a medula éssea do fémur dos animais. Essas
amostras celulares foram fixadas em uma solugdo na proporcdo 3:1 (3 partes de alcool
metilico para 1 parte de acido acético), e conservadas em “freezer” do Laboratorio de
Biodiversidade e Conservacdo (LABIC), para serem utilizadas quando necessario.O que foi

feito, a comecar por esse estudo.
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2.3. Andlise laboratorial:

Foram analisadas nove amostras celulares disponiveis no LABIC, as quais estdo
distribuidas nas seguintes espécies: Monodelphis sp. (1 amostra), Gracilinanus agilis (5
amostras), Micoureus demerarae (1 amostra), Didelphis marsupialis (1 amostra) e Didelphis

albiventris (1 amostra), para a presente pesquisa (Tabela 1).

Para obter a identificacdo e caracterizacdo citotaxonémica das espécies em estudo,
foram realizadas preparacdes citogenéticas de cada amostra celular, a partir do procedimento

para preparacao de ldminas, de acordo com a técnica de Baker et al., (1982):
a. O material foi centrifugado a 1000 rpm por 6 minutos e retirado o sobrenadante;

b. O sedimento foi ressuspendido e procedeu-se a fixacdo adicionando lentamente o
fixador Carnoy, preparado com metanol e &cido acético, na proporg¢do 3:1. Em seguida, foi

centrifugado e trocado o fixador pelo menos 3 vezes.

c. Para preparacdo das laminas, pingou-se uma ou duas gotas da suspensao celular
sobre uma lamina mantida horizontalmente sobre um suporte de arame, colocado em banho-

maria a 60°C. Em seguida, a ldmina foi retirada do banho-maria e secada ao ar.

Para a visualizacdo das metafases e analise dos seus cromossomos, utilizou - se técnica
classica de coloragdo convencional, nas laminas devidamente confeccionadas, que

consistiu em:

a. A lamina foi incubada em acido cloridrico a 1N, aquecido até 60°C (por 5 minutos),
em seguida, foi lavada em agua destilada.

b. Depois, foi corada com solucdo de Giemsa, preparada com 2mL de solugédo
comercial e 30 ml de tampdo fosfato (0,1M), PH 6,8, durante 10 minutos. Entdo, lavou-se

em agua destilada e foi deixada para secar a temperatura ambiente.

As técnicas de Bandeamentos adotadas foram duas: 1) Banda C - que possibilitaram
visualizar regides de heterocromatina constitutiva, que € altamente condensada, repetitiva e
rica em sequéncias A-T ou C-G, geralmente localizadas nas regides centromericas dos
cromossomos, e a 2) Banda RON (Regido Organizadora de Nucléolos) - onde as regioes
organizadoras de nucléolos sdo produzidas por proteinas nucleolares facilmente

identificAveis pela impregnacdo de nitrato de prata e visualizadas em regides secundarias
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dos cromossomos. Os métodos adotados, nas duas técnicas citadas foram os de Sumner
(1990) — para banda C e Howell; Black (1980) — para banda RON, respectivamente, com

modificacdes necessarias, como segue:

Banda C

a. A lamina foi deixada para envelhecer por dois dias a 37°C;

b. A lamina foi incubada em solucdo de acido cloridrico 0,2N por 15 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida foi lavada em agua destilada. Depois, foi incubada em
solucdo de hidroxido de béario octahidratado a 5%, em banho-maria a 60°C, por 1 a 3
minutos. Em seguida, foi lavada em &gua destilada;

c. A lamina foi mergulhada rapidamente em solucdo de acido cloridrico 1N, a 60° C,

e lavada em agua destilada;

d. Alamina foi incubada em solucéo salina de 2 x SSC, pH 7,0, a 60°C por 1 hora. Em

seguida foi lavada em &gua destilada;

e. Foi corada com solugdo de Giemsa preparada com 2 mL da solugdo comercial
(Merck) e 28 mL de tampéo fosfato 0,1M, pH 6,8, durante 20 a 30 minutos. Em seguida, a

lamina foi lavada em agua destilada e secou a temperatura ambiente.
Banda RON

a. A lamina foi incubada em solucdo de acido cloridrico 1N, a 60° C, durante 3 minutos.

Depois deixou-se secar ao ar;

b. Pingou-se sobre o material, 1 gota de solucéo de coloidal reveladora (1 g de gelatina
em 50 mL de agua destilada mais 0,5 mL de acido formico) e, em seguida, 2 gotas de solu¢do

de nitrato de prata a 50%;

c. A lamina foi coberta com laminula e incubada em camara imida, a 60° C, durante 3
minutos. Em seguida, lavou-se a lamina em agua destilada e depois foi corada em solugao
de Giemsa (ver coloracdo convencional), durante 30 segundos. Entdo, foi lavada em agua

destilada e deixada para secar.
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2.4. Andlise dos dados:

Cada exemplar foi analisado ao microscdpio 6Optico com diferentes técnicas de
coloracOes, para se estabelecer o nimero diploide (2n) da espécie e o numero de bragos
autossomicos (NA). A classificacdo morfoldgica dos cromossomos foi feita visualmente,
como metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos. As melhores
metafases (3 a 5 quantidades) foram fotografadas nos microscopios Trinocular BEL
Photonic adaptado com TABS cop e com display digital para microscopia (do Laboratério
da Universidade Estadual do Tocantins) e no LEICA DM 500 HD (do Laboratério de
Microscopia da Universidade Federal do Tocantins), com objetiva 100 de imersao.
Cariogramas foram montados com os cromossomos, formando pares de acordo com o
tamanho e posicdo dos centrdbmeros, em ordem decrescente, procurando identificar o par
sexual. Todo o procedimento de montagem dos cariogramas foi feito com o auxilio dos
programas PHOTOSHOP CS6 e GIMP 2.

Com os dados de caracterizacdes citogenéticos obtidos de cada espécie, estes foram
comparados com resultados conhecidos para esses taxons, oriundos de outras areas, regides
ou estados, inclusive, em relacdo & morfologia externa e distribuicdo geogréfica, quando

necessario.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram analisados, citogeneticamente, 9 exemplares (5 machos e 4 fémeas),
distribuidos em quatro géneros e cinco espécies de marsupiais pertencentes a familia
Didelphidae. As amostras celulares desses exemplares foram preparadas em laminas, 155 no
total, cujas analises permitiram determinar o namero diploide (2n), nimero de bracos
autossomos (NA), tipos e morfologia dos cromossomos e os padrdes de bandeamentos C e
RON de todas as espécies aqui estudadas. As tabelas 2, 3, 4, 5 e 6 mostram os dados
comparativos citogenéticos em relacéo ao 2n, NA, morfologia dos pares sexuais, banda C,
banda RON, entre as espécies aqui estudadas e as encontradas nas literaturas para as mesmas

espécies em estados divergentes.
Monodelphis sp. Burnett,1830

Foi estudada a amostra celular de um individuo macho (FSL 281) e foram preparadas
e analisadas 11 ldminas, sendo observado um total de 55 células, que permitiram obter os
resultados a seguir.

A coloragdo convencional permitiu constatar que o nimero diploide (2n) é 2n=18 e 0
namero de bracos de cromossomos autossdmicos (NA) é NA=30, apresentando o conjunto
de cromossomos autossémicos constituido de oito pares, sendo os trés primeiros de
tamanhos grandes, o par um (1) é submetacéntrico e 0 maior do conjunto, o dois (2) foi
metacéntrico e o par trés (3) subtelocéntrico, inclusive os pares quatro (4), cinco (5), seis (6)
e sete (7). Contudo os pares 4 e 5 sdo de tamanhos médios e 0s 6 e 7 sd0 pequenos, apenas
0 par 8 é acrocéntrico. Ja os cromossomos alossdmicos ou sexuais, 0 X € um pequeno

acrocéntrico e 0 Y é puntiforme, um minusculo acrocéntrico (Figura 3).
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Figura 3. Cariograma de Monodelphis sp. (FSL 281 - &) em coloragéo convencional.

Em banda C, apesar da qualidade da metéafase, foi possivel constatar

heterocromatina constitutiva nos centrébmeros de todos 0S cromossomos autossémicos,

inclusive, distalmente nas extremidades dos bracos longos(q) no par 2 (2q, aqui em um dos

membros) e, principalmente, no par 3 (3q). Em relacdo ao X, marcacGes foram evidenciadas,

também, na regido centromeérica e 0 Y, se mostrou totalmente heterocromatico (Figura 4).
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Figura 4. Cariograma de Monodelphis sp. (FSL 281 - &) em Banda C.

A banda RON localizou — se nos bracos curtos (p) do par 7 (7p) e no braco curto do

cromossomo sexual X (Xp) (Figura 5).
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Figura 5. Cariograma de Monodelphis sp. (FSL 281 - &) em banda RON. Em destaque, quadro menor, o par
sexual de outra célula, com melhor padrdo de marcagéo.

Os dados de Monodelphis, do presente estudo confirmam o 2n, constituido por oito
pares de autossomos, ja descritos para 0 género em outros estados do Brasil, onde constata-
se uma variacdo do NA=20 a 32 (SVARTMAN, 2009; FARESIN - SILVA et al., 2017).
Nosso padrdo cariotipico (quanto ao numero e forma de cromossomos) apresenta
semelhancas com os descritos para espécies do Amazonas: Monodelphis aff. adusta, M.
emiliae e M. brevicaudata, as quais apresentam 2n=18 e NA=30, 32 (PATTON et al., 2000;
CARVALHO et al., 2002; ANDRADE, 2009; FARESIN - SILVA et al., 2017). O mesmo
acontece para M. kunsi, citados para os estados de Goidas (CARVALHO et al., 2002;
SVARTMAN, 2009). Dados levantados de M. domestica (com ampla distribui¢éo no Brasil,
do nordeste ao sudeste) apresentados por Svartman, (2009) e Andrade, (2009), mostram
variavel o NA= 20, 22, 24, 28, 30 e 32, estes sdo, respectivamente, encontrados nos estados
do Ceara, Goias e Tocantins; Bahia, Espirito Santo e, por ultimo, Rio Grande do Sul. Das
espécies citadas de Monodelphis, logo acima, foram detectadas as seguintes variagdes: 1) o
unico par acrocéntrico é citado, geralmente, como par 6, exceto em relacdo & M. kunsi de
Goiés e M. brevicaudata de Roraima e Pard (CARVALHO et al., 2002; ANDRADE, 2009),

citado como par 8 (coincidente com este trabalho); 2) em relagcdo ao par sexual X e Y, estes
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se apresentaram em todas as espécies como 0s menores cromossomos do cariotipo, porém
com variagdes quanto & forma do X, onde apareceram como acrocéntrico, submetacéntrico

e subtelocéntrico, inclusive, 0 Y.

As diferencas de localizacBGes do par acrocéntrico ser 0 6 ou 0 8, podem ser explicadas
pela metodologia, que recomenda que 0s pares sejam montados na ordem decrescente de
tamanho. Em relagdo as diferengas da forma do X e Y, 0s da nossa amostra sdo coincidentes
com: M. touan, M. domestica (apesar do NA=28), M. aff. Adusta e M. brevicaudata,
estudados por Carvalho et al., (2002) e Faresin - Silva et al., (2017), por se apresentarem na
forma acrocéntrica e submetacéntrica. Destacando as duas ultimas espécies em relacdo a

forma “puntiforme” do Y, idéntico aos da nossa amostra.

Os nossos padrdes de banda C, evidenciam marcacGes em todas as regides
pericentroméricas dos autossomos, € no X, o Y (puntiforme) se apresenta todo
heterocromatico, como encontrados em M. touan, M. aff. adusta, M. brevicaudata e M.
emiliae e M. domestica (CARVALHO et al., 2002; FARESIN - SILVA et al., 2017). Estes
autores, ao contrario de nossos resultados nos pares 2q e 3g, ndo citam a presenca de
marcagdes em bragos longos de autossomos. Em Andrade (2009), a banda C marcou no par
6p de Monodelphis sp. (com NA=32) do meio-leste do Amazonas.

Em relacdo ao bandeamento RON, no nosso Monodelphis sp., as marcag¢fes sdo no par
7p e no Xp (nos bragos curtos). A presenca de RONSs no par 7 sdo vistas igualmente em
individuos com NA=30: M. aff. adusta, M. brevicaudata e M. emiliae e com NA=32:
Monodelphis sp., todos do Amazonas (FARESIN - SILVA et al., 2017). J& a presenca de
RONs no Xp, s6 foi detectado em M. brevicaudata, M. domestica e M. touan (CARVALHO
etal., 2002; FARESIN - SILVA et al., 2017).

De acordo o exposto acima, percebe-se que o nosso Monodelphis sp. em relagdo as
espécies de NA=30, possui algumas peculiaridades nas caracteristicas de bandas C e RON.
Estas se mostraram mais semelhantes com M. aff. adusta e M. brevicaudata. Porém, estas
duas espécies ndo apresentam bandas C nos bracos longos de seus cromossomos, apenas
centromericas, e, no que diz respeito a presenca de RONSs, foram coincidentes com a nossa
espécie em relacdo ao par Xp, somente M. touan, M. brevicaudata do Amazonas (Rio Negro,
ao noroeste, lado esquerdo do Rio Amazonas) e M. domestica do Goias. Das duas espécies
que apresentaram maiores caracteristicas citotaxondmicas com nossa espécie de

Monodelphis, foram: M. aff. adusta e M. brevicaudata, M. adusta ndo é citada com
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ocorréncia no Brasil, caso esta M. aff. adusta, seja confirmada pertencente a espécie coletada
ao sul do estado do Amazonas, por Faresin - Silva et al., (2017), ndo apresenta nenhuma
marcacdo de RON no X. Em relacdo a M. brevicaudata, Reis et al., (2006) apresentam
informacdes sobre o comprimento e padrdo de coloracdo bem diferente da nossa espécie.
Por exemplo, (dados da nossa espécie esta entre paréntese): comprimento total esta entre 176
a 259 mm (os dois exemplares estudados foram 147 e 146 mm); coloracéo dorsal é grisalha,
lateralmente avermelhado, e ventralmente com pelos de apice creme, base cinza
(dorsalmente é acinzentado com pigmentos laranja nos lados da cabeca, ventralmente é mais
claro).

Recentemente, Pavan (2019), apresenta uma revisao do grupo M. glirina (com base na
morfologia e DNA), onde afirma que M. glirina, foi considerada por muito tempo sindbnimo
de M. brevicaudata, e apresenta M. glirina com coloracdo compativel com 0s dos nossos
exemplares, inclusive de comprimento (Figura 6). Esse padréo de coloragdo encontrado, pelo
citado autor, foi em exemplares coletados nos Rios Xingu e Tocantins, sendo neste Gltimo
até a margem esquerda. Bem mais recentemente, informacdes dadas pelo mastozodlogo Dr.
Rogério Rossi da UFMT (com. pess.), apos analises de fotos da pele dos nossos dois
exemplares, afirma que estes sdo jovens e apresentam caracteristicas iguais, nessa fase de
desenvolvimento, de mais uma espécie, M. domestica. Lembramos que de acordo com a
literatura consultada (SVARTMAN, 2009; ANDRADE, 2009), este apresenta 0 X e Y
acrocéntricos (0 Y as vezes, puntiforme), com um padréo de bandas C tipicas, centroméricas,

RONSs nos pares 5p e Xp e 0 NA=30, so6 foi confirmado no Espirito Santo.
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Figura 6. Vistas dorsais, laterais e ventrais das peles de Monodelphis sp. (jovem) de Aparecida do Rio Negro,
Tocantins (A) e Monodelphis glirina da Serra dos Carajés, Para (B) conforme Pavan, 2019, mostrando
semelhangas na morfologia externa (fenotipos).

Sendo assim, acreditamos que Monodelphis sp. aqui estudado, pode se enquadrar em
trés situacOes de prioridade: 1) pertencer ao grupo glirina, M. cf. glirina, que tem suas
caracteristicas morfologicas aqui definidas para o lado esquerdo do Rio Tocantins,
estendendo sua area de ocorréncia; 2) sendo M. domestica, este caridtipo € registrado pela
primeira vez, para 0 Municipio de Aparecida do Rio Negro, Tocantins e 3) considerada a
menos provavel, tratar-se de uma nova espeécie. Estas observacdes reforcam os comentarios
sobre o grupo com 2n = 18, composto de espécies do género Monodelphis, que estes variam
bastante quanto &s formas dos cromossomos autossémicos, sexuais e posi¢des das bandas
RONs (LANGGUTH; LIMA, 1988; KASAHARA, 2009). Em relacdo a presenca de RONs
em cromossomos sexuais, Hsu et al. (1975) citam que isto poderia ser considerado como
carater derivado, ja que, inicialmente, estavam presentes em cromossomos autossomos e
acabaram por aparecer no cromossomo X do par sexual, e isto acontece possivelmente,

devido a rearranjos do tipo translocacdo ou transposicao.

Tabela 2. Dados citogenéticos comparativos de Monodelphis sp. analisado no presente estudo e os da literatura.
Dados cariotipicos: 2n = nimero diploide; NA = nimero do brago autossdmico; X/Y= pares sexuais; C=
hetecromatina constitutiva, RON = Regido Organizadora Nucleolar; p = brago curto; q = brago longo. As
letras identificam a morfologia dos cromossomos sexuais: m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; sht=
subtelocéntrico; a = acrocéntrico; O local, mostrou o estado em que as espécies foram encontradas e as
referéncias mostraram o autor de cada informacgéo dada.

Espécies 2n | NA | X/IY C RON | Local | Referéncias
Monodelphis sp. 18 | 30 | a/a | 1,2q,3q,4,5,6, | 7p, TO | Presente estudo
7,8, XeY Xp
18 | 32 | ala | 1,2,3,4,5,6p, 3p AM | Andrade, 2009
7,8
18 | 32 | sm/a 7p AM | Faresin - Silva
etal., 2017
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M. adusta 18 | 30 | a/- | 1,2,3,4,5/6,7, P AM | Faresin - Silva
8, XeY etal., 2017
M. emiliae 18 | 30 |sm/-| 1,2,3,4,5,6,7, 7p AM | Faresin - Silva
8, XeY etal., 2017
18 | 30 | sm/- PA Patton et al.,
2000
M. brevicaudata | 18 | 30 [sm/a| 1,2,3,4,5,6,7, | 7q, AM | Faresin - Silva
8, XeY Xp, etal., 2017
Yq
18 | 30 | sm/a PA Patton et al.,
2000
18 | 30 | a/- | 1,2,3,4,56,7, | Xp RO, | Carvalho et al.,
8, XeY PA 2002
18 | 32 |sht/a| 1,2,3,4,5,6,8, | Xp, PA | Andrade, 2009
Xp, Y Yq
M. kunsi 18 | 30 | sm/a 5p GO | Carvalhoetal.,
2002
M. domestica 18 | 28 | al- Xp GO | Carvalho et al.,
2002
18 | 20 | a/- | 1,2,3,4,5,6,7, | 5p, GO Svartman;
Vianna-
8 XY Xp Morgante, 1999
, 2003, 2009
18 al- TO Pereira et al.,
2008
18 | 20 | ala CE, | Pagnozzi et al.,
GO 2002
18 | 30 | a/- ES | Paresque et al.,
2004
18 | 22 | ala BA | Pereira; Geise,
2017
M. touan 18 | 28 | a/a | 1,2,3,4,5,6,7, | Xp AM | Faresin - Silva
etal., 2017
8, XeY

*Tabela de acordo com modelos de Andrade

, 2009 e Faresin — Silva et al., 2017.
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Didelphis Linnaeus, 1758

Na regido de estudo foi coletado apenas um exemplar de D. marsupialis, mas pela
disponibilidade de amostra de um individuo de D. albiventris coletado no municipio de

Palmas, resolvemos aqui inclui-lo.

Didelphis albiventris Lund, 1840

Foi estudado o material celular de um individuo macho (FSL 272) e foram preparadas
e analisadas 6 laminas, com um total de 40 células encontradas, que permitiram obter o0s

resultados a seguir.

A coloragdo convencional permitiu constatar que o 2n=22 e NA=20 apresentou um
conjunto de cromossomos autossdmicos constituido de 10 pares de cromossomos
acrocéntricos médios e pequenos com variacao gradativa de tamanhos. O par sexual, X e Y,
se mostraram morfologicamente acrocéntricos e 0s menores do conjunto cromossémico,
sendo o Y o menor. (Figura 7). Trés pares (1 a 3) apresentaram-se médios, pelo tamanho
relativo com os demais, e 0s sete pares pequenos (4 ao 10), a variacdo é bem discreta ou

imperceptivel, especialmente, os ultimos pares.
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Figura 7. Cariograma de Didelphis albiventris (FSL 272 - &) em coloragédo convencional.
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Apesar de algumas sobreposi¢Ges na metafase, foi possivel constatar a presenca de
heterocromatina constitutiva na regido centromérica, de todos 0s cromossomos
autossémicos, com variacdo de intensidade de coloracdo, sendo mais ténue nos ultimos
pares. A variacao entre os membros dos pares se explica devido a presenca de sobreposicoes.
Os cromossomos sexuais mostraram a banda C pericentromérica no cromossomo X e 0

cromossomo Y inteiramente heterocromatico (Figura 8).

Figura 8. Cariograma de Didelphis albiventris (FSL 272 - &) em Banda C.

O bandeamento RON foi localizado na regido telomérica dos bragos longos nos pares

1 (19), 2 (20), 4 (49), 5 (59) € 6 (69), 7 (7q), 8 (8q). (Figura 9).
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Figura 9. Cariograma de Didelphis albiventris (FSL 272 - &) em Banda RON.

A amostra celular de D. albiventris examinada estd de acordo com individuos da
mesma espécie descritos na literatura de diferentes regides do Brasil e compartilham o
mesmo 2n e 0 NA. O padrao cariotipico (quanto ao nimero e forma dos cromossomos) esta
de acordo com dados apresentados por Carvalho et al., (2002) com animais dos estados de
Goias, Tocantins e Roraima, Paresque et al., (2004), com exemplares do Espirito Santo e

Svartman (2009), com estas espécies coletadas no estado de Sdo Paulo.

Em todas as metéafases de 2n = 22 estudadas, as regides pericentroméricas de todos
0s autossomos existiam evidéncias de banda C, inclusive no cromossomo sexual X. O
cromossomo Y apareceu todo heterocromatico. Esses resultados foram observados em todas
as metafases analisadas e estes sdo idénticos com os apresentados nas células analisadas por
Yonenaga-Yassuda et al., (1982), Casartelli et al., (1986), ambos do estado de S&o Paulo,
Carvalho et al., (2002) de Goias, Tocantins e Roraima, Testoni (2006) de Santa Catarina e
Vergara et al., (2010) do Rio Grande do Sul.

As RONs foram encontradas nas regides teloméricas dos bracos longos dos pares
19, 2q, 4q, 59, 64, 7q e 8q do presente estudo. Esses amplos nimeros de RONs distribuidos
em sete pares, inclui pares citados por alguns autores: Casartelli et al., (1986), a RON,
marcou apenas nos bragos longos de um par ndo identificado, Carvalho et al., (2002), que
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marcou nos bragos longos dos pares 4q e 5q, assim como em Testoni (2006). J& em Vergara
et al., (2010) a banda RON, foi localizada na regido telomérica dos pares 5 e 7. N0ss0s
resultados séo de acordo com a afirmacao de Nagamachi et al., (2015), em consonancia com
0S autores acima, sobre a presenca de RONs multiplas no género e, em geral nos bracos

longos dos cromossomos.

Segundo Hsu et al., (1975) ja afirmavam que a RON num cistron Unico e longo seria
um caréater ancestral, sendo que rearranjos subsequentes responderiam pela ocorréncia de
RONs multiplas em grupos mais derivados. Esta afirmacéo é reforcada com o que disseram
Graves; Watson (1991) e amplamente aceita atualmente, que estudos cariologicos apontam
ser o 2n=14, extremamente conservativo e por isto basico, na maioria dos grupos de
marsupiais.

Apesar do reconhecimento da existéncia de multiplas RONs no Didelphis, nossas
observacGes aqui realizadas, mostram ser possivel uma distin¢do intraespecifica nos
cariotipos de D. albiventris em relacdo ao padrédo de bandeamento de RONs em diferentes
regibes do Brasil. Possivelmente, essa variagdo no padrdo dos diferentes estados, tenha
relagdo com os seus respectivos tipos de ambiente/bioma, 0s quais encontramos: cerrado,

floresta amazénica, pampas, dentre outros, e, € claro, 0s seus respectivos climas.

Tabela 3. Dados citogenéticos comparativos de Didelphis albiventris analisado no presente estudo e os da
literatura. Dados cariotipicos: 2n = ndmero diploide; NA = nimero do brago autossomico; X/Y = pares sexuais;
C= hetecromatina constitutiva; RON = Regido Organizadora Nucleolar; p = braco curto; q = brago longo. As
letras identificam a morfologia dos cromossomos sexuais: m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; a =
acrocéntrico; O local, mostrou o estado em que as espécies foram encontradas e as referéncias mostraram o

autor de cada informagcéo dada.

2n | NA | X/Y C RON Local Referéncias

221 20 | a/a |1,2,3,4,5,6,7,| 1q,2q,4q, 5q, TO Presente estudo
8,9 XeY 6q, 79, 8q

221 20 | ala |1,2,3,4,5,6,7, SP Yonenaga-Yassuda et
8,9 XeY al., 1982

221 20 | ala |1,2,3,4,5,6,7, SP Casartelli et al., 1986
8,9 XeY

221 20 | a/a |1,2,3,4,5,6,7, 4q, 5q GO, TO, | Carvalho et al.,2002
8,9 XeY RO

22| 20 | a/a | 1,2,3,4,5,6,7, 4q, 59 SC Testoni, 2006
8,9, XeY
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22| 20 | a/a | 1,2,3,4,5,6,7, 57 RS Vergara et al., 2010
8,9, XeY

* Tabela de acordo com modelos de Andrade, 2009 e Faresin - Silva et al., 2017.

Didelphis marsupialis Linnaeus, 1758

Foi analisada a amostra celular de um individuo macho (FSL 280) e foram preparadas
e analisadas 12 laminas, totalizando 88 células, que nos permitiram obter os seguintes

resultados.

A coloragéo convencional permitiu constatar que o 2n=22 e NA=20, apresentou um
conjunto de cromossomos autossémicos constituido de 10 pares de cromossomos
acrocéntricos grandes a médios, com variac6es gradativas de tamanhos. O par sexual foi o
menor do conjunto cromossomico, sendo o X acrocéntrico e o Y com forma puntiforme,
possivelmente, um diminuto acrocéntrico (Figura 10). Na maioria das metéfases observadas,
trés pares (1, o maior a 3), foram os que mais se destacaram em relacdo ao tamanho, quando
comparados aos demais, por isso considerados grandes. Ja os sete pares (4 ao 10), a variacédo

de tamanho é gradativa e bem discreta.
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Figura 10. Cariograma de Didelphis marsupialis (FSL 280 - &) em coloracdo convencional.
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A técnica da Banda C permitiu evidenciar a presenca de heterocromatina na regido
centromérica da maioria dos cromossomos autossémicos, inclusive no X. No geral, as
marcacdes evidenciaram de forma ténue, exceto nos pares 1, 2 e 10, que ndo apresentaram

marcacgdes. O Y se apresentou totalmente heterocromatico (Figura 11).
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Figura 11. Cariograma de Didelphis marsupialis (FSL 280 - &) em Banda C.

O bandeamento RON pdde ser observado em trés pares cromossdmicos, nos bragos
curtos dos pares 5p e 8p, e nos bracos curtos e longos do par 7pq (Figura 12).
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Figura 12. Cariograma de Didelphis marsupialis (FSL 280 - &) em Banda RON.
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Os nossos dados de D. marsupialis confirmaram o 2n=22 e NA=20, com 10 pares
de cromossomos autossémicos acrocéntricos, juntamente com os sexuais, sendo 0 Y um
diminuto acrocéntrico, puntiforme. O padrdo morfoldgico dos cromossomos desta espécie
foram condizentes com o que falam Yonenaga-Yassuda et al., (1982) com exemplares de
Séo Paulo, Casartelli et al., (1986) de S&o Paulo e Amazonas, Patton et al., (2000) do
Amazonas, Carvalho et al., (2002) de Roraima e Amapa, Lima (2004) e Pereira et al., (2008),

ambos do Tocantins e Faresin - Silva et al., (2017) com exemplares do Amazonas e Para.

Nos nossos padroes de bandas C obtidos, observou a presenca ténue de marcagdes
centroméricas na maioria dos cromossomos (exceto nos pares, 1, 2 e 10). Essa situacdo de
marcacOes centroméricas sdo iguais as encontradas para a mesma espécie coletada no Amapéa
e Pard, por Carvalho et al., (2002), no caso em todos 0s autossomos, inclusive no X. Estes
mesmos autores afirmam, ainda, que a mesma caracteristica foi encontrada para D.
albiventris, coletado no Tocantins. Em relacdo a auséncia de marcagdes centroméricas nos
autossomos de D. marsupialis e, também, a ocorréncia de marcacédo difusa, sdo citadas para
exemplares dos estados de S&o Paulo, Amazonas e Pard (YONENAGA-YASSUDA et
al.,1982; CASARTELLI etal., 1986; SVARTMAN, 2009; FARESIN - SILVA et al., 2017).
Essas marcagfes consideradas difusas ndo tém a necessidade de estarem em todos 0s
cromossomos autossomicos, entretanto, estas podem aparecer em alguns autossémicos e
serem identificadas nos bragos longos (ANDRADE, 2009; SVARTMAN, 2009). N&o sendo
essa realidade de constatagcdes de manchas mais escuras nos bracos longos dos pares 1, 2 e
10 do nosso exemplar, acreditamos que o mesmo deve ter caracteristicas idénticas as
encontradas por Carvalho et al., (2002). A auséncia de bandeamento nestes pares citados
pode ser explicada pela técnica aplicada, por exemplo, excesso de tempo no bario, por isso
a caracteristica muito clara, fosca (Figura 11), pela exposicao de tempo em excesso no bario.

As regides organizadoras de nucléolos surgiram nos bracos curtos de trés pares
cromossémicos: 5p, 7pg e 8p, mas em uma metafase (de qualidade inferior a apresentada)
surgiram marcagdes nos bracos longos, que acreditamos ser no par 7. A distribuicdo das
RONs foi a mesma encontrada por Yonenaga-Yassuda et al., (1982), Svartman; Vianna-
Morgante (2003), Faresin - Silva et al., (2017), para exemplares coletados no Pard,

Amazonas e Sao Paulo.
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Tabela 4. Dados citogenéticos comparativos de Didelphis marsupialis analisado no presente estudo e os da
literatura. Dados cariotipicos: 2n = nimero diploide; NA = nimero do braco autossémico; X/Y = pares sexuais;
C= hetecromatina constitutiva; RON = Regido Organizadora Nucleolar; p = braco curto; g = brago longo. As
letras identificam a morfologia dos cromossomos sexuais: m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; a =
acrocéntrico; O local, mostrou o estado em que as espécies foram encontradas e as referéncias mostraram o
autor de cada informagéo dada.

2n | NA | XIY C RON Local Referéncias
22 | 20 | ala 3p, 4p, 5p, 6p, 7p, 5p, 7pq, TO Presente estudo
8p, 9p, XeY 8p
22| 20 | a/a | 1,2,3,4,5,6,7,8, AP, Carvalho et al., 2002
9,10, X PA

22 | 20 | ala XeY 5p, 7pq, SP Yonenaga-Yassuda et
8p al.,1982

22 | 20 | a/a 5p, 7pq, SP Svartman, Vianna-
8p Morgante, 2003

22| 20 | a/a 5p, 7pq, | AM, | Faresin - Silvaetal., 2017
8p PA

* Tabela de acordo com modelos de Andrade, 2009 e Faresin - Silva et al., 2017.

3.1. Comentérios sobre D. albiventris e D. marsupialis

Percebe-se uma grande similaridade cariotipica no género Didelphis, Carvalho et al.,
(2002), Lima (2004), Saranholi et al.,(2008) e Svartman (2009) citam que espécies diferentes
do género ( D. marsupialis, D. aurita, D. imperfecta) apresentam cariétipos idénticos em
coloracdo comum. Inclusive, o caridtipo, 2n=22, é semelhante para outros géneros da
familia, como: Chironectes, Lutreolina e Philander, diferencas detectadas sao,
principalmente, em relacdo ao par sexual (CARVALHO et al., 2002; LIMA, 2004,
SARANHOLI et al., 2008; SVARTMAN, 2009).

A morfologia externa das duas espécies aqui estudadas sdo facilmente detectaveis,
conforme dados retirados de Emmons; Feer (1997) e Reis et al., (2006), que apresentam as
seguintes caracteristicas: D. albiventris apresenta um padrdo geral mais claro, grisalho,
conferido pela predominancia de pelos negros misturados a pelos esbranquicados. A face
apresenta trés listras pretas, duas delas sobre os olhos e uma na fronte. As orelhas sdo pretas
na base e branca rosada na metade distal, dai 0 nome de gambéa-de-orelha-branca. Sua cauda

é preénsil e provida de pelos em até dois tercos basais, sendo o restante nu. O comprimento
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cabeca — corpo estd entre 305 — 890 mm e a cauda entre 290 — 430 mm. D. marsupialis
apresenta em sua face uma listra escura na fronte e outra sobre cada olho. As orelhas sdo
grandes e desprovidas de pelos e o pavilhdo auditivo é completamente negro, dai 0 nome
gambé-de-orelha-preta. Sua coloracéo dorsal pode ser negra ou grisalha, devido a presenca
de longos pelos brancos que se sobressaem aos pelos de cobertura negros. Sua cauda é
preénsil e preta em sua parte basal, seguida por um branco amarelado, sendo coberta de pelos
apenas na regiao proxima ao corpo. Comprimento cabeca — corpo esta entre 405 — 500 mm

e cauda entre 366 — 497 mm.

Suas distribui¢des geograficas no Brasil estdo de acordo com dados copilados de Melo;
Sponchiado (2012): D. albiventris ocupa tanto formagdes abertas quanto florestais e sua area
de distribuicdo abrange toda a Caatinga, Cerrado e Pampa, também ocorrendo na Mata
Atlantica, D. marsupialis ocorre no norte do Brasil, com ampla distribuicdo na bacia
amazonica e marginalmente no Cerrado. Em relacdo ao estado do Tocantins, Lima et al.,
(2005) confirmou a ocorréncia de ambas espécies no municipio de Porto Nacional (centro-

sul) e na regido do Jalapao (centro-leste).

Marmosa demerarae Thomas, 1905

Foi analisada a amostra celular de um individuo macho (FSL 282) e foram preparadas
e analisadas 14 laminas, totalizando 94 células encontradas, que nos permitiram obter os

seguintes resultados.

A coloragéo convencional possibilitou a exibicdo de 2n=14 e NA=20, com 6 pares de
cromossomos autossomicos, trés pares submetacéntricos grandes (1, 2 e 3), um par
metacéntrico médio (4) e dois pequenos pares acrocéntricos (5 e 6). O X e Y sdo

acrocéntricos, sendo Y, o menor do conjunto (Figura 13).



37

1 2 3 4

5 6

x Yy

N

Figura 13. Cariograma de Marmosa demerarae (FSL 282 - 3) em coloragéo convencional.

Os Padroes de bandas C revelaram blocos de heterocromatina constitutiva nas regides
pericentroméricas em todos os pares de autossomos. O cromossomo sexual X exibiu
marcacao na regido pericentromérica, e nos bracos longos, na parte proximal ao centrébmero
apresentou uma estreita faixa eucromatica. Ja o Y exibiu-se inteiramente heterocromético
(Figura 14).
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Figura 14. Cariograma de Marmosa demerarae (FSL 282 - &) em Banda C.
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Na regido organizadora de nucléolos (RON), houve marcag6es nos bracos longos do par 5¢
e nos bragos curtos do par 6p (Figura 15).

e

Figura 15. Cariograma de Marmosa demerarae (FSL 282 - &) em Banda RON.

O exemplar de Marmosa demerarae, aqui estudado, apresentou semelhancas
cariotipicas com os demais individuos da mesma espécie, mas de outras regiées do Brasil.
Os nossos caridtipos foram iguais aos de Pagnozzi et al., (2000) do Ceara, Mato Grosso,
Bahia, Goias e Sdo Paulo, Sousa, (2005) da Bahia e Pereira et al., (2008), coletados no estado
de Sdo Paulo. Variagbes podem ser encontradas em relagdo ao NA=20-24, mas essas
variacdes estao relacionadas com os distintos graus de condensagdes da cromatina, nos pares
5 e 6, 0s quais podem ser considerados acrocéntricos ou subtelocéntricos por alguns autores
(PEREIRA et al., 2008). Carvalho et al., (2002), obteve um cari6tipo com 2n = 14 e NA =
24 relatado em cinco individuos de M. demerarae das localidades de Goiés e Rio Grande
do Sul, se opondo ao que foi encontrado em nossos resultados, em relagdo ao X, 0s
resultados apontam o X menor que o par 6. Esse tipo de duvida, quanto a forma dos pares 5
e 6, tivemos em relacéo ao par 5, pois na maioria das células fotografadas, sempre percebia-
se um par com o braco curto mais proeminente. Entretanto resolvemos concordar com

Pereira et al., (2008), no que se refere ao grau de condensacdo da cromatina.

O padréo de banda C revelou blocos de heterocromatina constitutiva nas regides

pericentroméricas em todos os pares de autossomos e no X. O cromossomo X também



39

apresentou, no braco longo, uma pequena faixa eucromatica proximal ao centrdmero,eo'Y,
é inteiramente heterocromatico estando de acordo com o que relatam Pagnozzi et al., (2000),
e Faresin - Silva (2008). Em Carvalho et al., (2002), os espécimes coletados no estado do
Goiés, afirmam o que foi encontrado em nosso trabalho para Marmosa demerarae, porém,
estes mesmos autores, estudando animais do Rio Grande do Sul, apresentaram banda C
diferente do que foi encontrado, com coloragéo evidente apenas nos pares 1 a 4 e ausente
nos outros autossomos, o sexual X, de uma fémea mostrou bandas heteromorficas. O mesmo
pode ser visto em Svartman; Vianna-Morgante (1999), de S&o Paulo, que apresentou as
mesmas caracteristicas do anterior, no que diz respeito aos cromossomos autossomos.

As marcacdes no X, em exemplares do sul apresentaram-se apenas em torno do
centrdmero em banda C. As semelhancas dos nossos dados de banda C com os exemplares
de Goias indicam que estes, podem pertencer a mesma populacdo originaria. Sendo sua
maior evidéncia, baseada nas marcacgdes tipicas nos sexuais (com blocos grandes e mais
conspicuos em quase todo X heterocromatico, exceto por uma faixa de eucromatina proximal
no braco longo e 0 Y ser totalmente heterocromatico). Caracteristicas essas esperadas em
individuos nativos da Amazo6nia (Nagamachi et al., 2015).

A localizagdo das regiBes organizadoras de nucléolos nos exemplares de nossa
amostra apresentaram marcagdes nos bracos longos do par 59 e nos bragos curtos do par 6p.
Esse padrdo foi concordante com o descrito por Carvalho et al., (2002) do Goiés e Faresin
- Silva, (2008), com Marmosa demerarae coletados no estado do Amazonas. Esta espécie
pode apresentar a RON no par 5p, localizada na regido telomérica do braco curto e no par
69 na regido telomérica do braco longo (SOUSA, 2005), da Bahia. Essa diferenca de
inversdo na localizacdo do bandeamento, pode ser apenas uma mudanca na posi¢do dos pares
5 e 6, na hora de montar o cariograma. Encontramos diferencas maiores nas espécies
coletadas no estado do Rio Grande do Sul por Carvalho et al., (2002) e Svartman; Vianna-
Morgante (2003), de Séo Paulo, onde os bandeamentos RONs foram expostos nos bragos
curtos e longos do par 5 e nos bracos curtos do par 6. Ja os animais coletados em Séao Paulo,
por Pereira et al., (2008), exibiram em um Unico par (par 6p), RON nos bragos curtos. Diante
de algumas diferencas encontradas, podemos destacar que alguns individuos da espécie
Marmosa demerarae, no bandeamento RON, de varias regides do Brasil, marcam padrdes
diferentes do encontrado no Tocantins, isso acontece, provavelmente por influéncia de
fatores externos, como os diferentes habitats, em que cada individuo se encontra, podendo

ser antropico ou ndo, além do clima que é diferente em cada regido, e isso faz com que a
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biologia de cada animal seja modificada, atribuindo habitos diferentes no ambiente em que

vivem, podendo acarretar em modificagdes cromossdémicas com o passar dos anos.

As semelhancas dos nossos resultados de banda C e de RON de M. demerarae, com
resultados de outros individuos do Cerrado (Carvalho et al., 2002) e da regido amazonica
(Nagamachi et al., 2015), nos leva concluir que M. demerarae sdo pertencentes a mesma
entidade taxondmica. Formulando a hipdtese de que a espécie “demerarae”, do norte do
Brasil, € uma espécie diferente das ocorrentes na Mata Atlantica (Carvalho et al., 2002;
Paresque et al., 2004).

Tabela 5. Dados citogenéticos comparativos de Marmosa demerarae analisado no presente estudo e os da
literatura. Dados cariotipicos: 2n = nimero diploide; NA = nimero do braco autossémico; X/Y= pares sexuais;
C= hetecromatina constitutiva, RON= Regido Organizadora Nucleolar; p = braco curto; q = braco longo. As
letras identificam a morfologia dos cromossomos sexuais: m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; a =
acrocéntrico; O local, mostrou o estado em que as espécies foram encontradas e as referéncias mostraram o

autor de cada informacéao dada.

2n | NA | X/Y C RON Local Referéncias
14| 20 | a/la | 1,2,3,4,5, | 5q,6p TO Presente estudo
6, X,Y
14120 | ala | 1,2,3,4,5, CE, MT, BA, Pagnozzi et al., 2000
6, X,Y GO, SP
14| 20 | a/la | 1,2,3,4,5, | 5q,6p AM Faresin - Silva, 2008
14| 24 | ala | 1,2,3,4, X | 5q, 6p GO Carvalho et al., 2002
14| 24 | ala | 1,2,3,4, X 5pq, RS Carvalho et al., 2002
6p
14120 | ala | 1,2,3,4, X SP Svartman; Vianna-
Morgante, 1999
14 | 20 | ala 5p, 6q BA Sousa, 2005
14 | 20 | ala 5pq, SP Svartman; Vianna-
6p Morgante, 2003
14 | 20 | ala 6p SP Pereira et al., 2008

* Tabela de acordo com modelos de Andrade, 2009 e Faresin - Silva et al., 2017.
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Gracilinanus agilis Burmeister, 1854

Foram analisadas as amostras celulares de cinco individuos, sendo um macho (FSL 295)
e quatro fémeas (FSL 286, 289, 294 e 298), foram preparadas e analisadas 78 laminas,

totalizando 135 células encontradas, que nos permitiram obter os seguintes resultados.

A partir da coloragdo convencional, obteve - se 0 2n=14 e 0 NA=24, com 6 pares de
cromossomos autossdmicos, trés pares de submetacéntricos grandes (1, 2 e 3), um par
metacéntrico de tamanho medio (4) e dois pares de subtelocéntricos menores (5 e 6). O
cromossomo sexual X é um submetacéntrico pequeno e menor que o par 6 (Figura 16). Os
pares sexuais na figura em destaque séo de animais da mesma espécie e coletados no mesmo
local, que ilustra melhor a forma do X submetacéntrico, e em seguida, o par XY, apresentou

a forma do menor acrocéntrico do complemento, 0 Y.
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Figura 16. Cariograma de Gracilinanus agilis (FSL 286 - @) em coloracdo convencional. No quadro
apresentou-se pares sexuais de outros individuos da mesma espécie (FSL 289 - @ e FSL 295 - &) e mesma

localidade.

Em Anélises de bandas C os padr6es mostraram pequenos blocos de heterocromatina
constitutiva localizadas nas regides pericentroméricas de todos 0s autossomos, inclusive no
X. QY apresentou-se inteiramente heterocromatico (Figura 17). O par sexual em destaque,
no quadro, é da mesma espécie e da mesma localidade, ilustrando a marcagéo de banda C

mais evidente.
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Figura 17. Cariograma de Gracilinanus agilis em Banda C (FSL 294 - Q). O par sexual em destaque é de um
macho da mesma espécie (FSL 295 - 3) e local de coleta.

A analise de distribuicdo de RON corada em nitrato de prata revelou a marcacdo na

regido intersticial do brago curto do par 5p (Figura 18).
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Figura 18. Cariograma de Gracilinanus agilis (FSL 298 - ¢) em Banda RON.
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Em Gracilinanus agilis que foram analisados citogeneticamente, todos os exemplares
apresentaram 2n=14 e NA=24. Os dois exemplares coletados por Carvalho et al., (2002) do
Goias e Minas Gerais e Geise; Astua, (2009) de Minas Gerais também concordaram com o
nosso padrdo cariotipico , com excecdo do cromossomo sexual X, que, segundo esses autores
seria um metacéntrico. 1sso, supostamente seriam interpretacdes divergentes da morfologia

dos cromossomos sexuais.

Os padrodes de bandas C, encontrados nesse estudo, corroboram com os resultados de
outros autores, mostrando pequenos blocos de heterocromatina constitutiva localizados nas
regides pericentroméricas de todos 0s autossomos e no cromossomo X, e 0 cromossomo Y,
inteiramente heterocroméatico (GARCIA et al., 2010; CARVALHO et al., 2002), com G.
agilis coletados no Mato Grosso, Goias e Minas Gerais. O bandeamento RON no trabalho
de Sousa (2005), com exemplares provenientes do Piaui, Paraiba, Pernambuco e Tocantins,
revelou que essas regifes estdo presentes apenas no brago curto do par autossémico 5p,
igualmente o que foi encontrado em nossas amostras com essa técnica. Ja em Carvalho et
al., (2002) coletados nos estados do Goias e Minas Gerais e Garcia et al.,(2010) do Mato
Grosso, a regido organizadora de nucléolos marcou nos bracos curtos do par 6p. Por essas
espécies possuirem um forte conservadorismo cromossémico, geralmente sé apresentam um
par com bandeamento RON, podendo ser no par 5 ou 6, onde foram evidenciados em todos

os trabalhos que analisamos.

Tabela 6. Dados citogenéticos comparativos de Gracilinanus agilis analisados no presente estudo e os da
literatura. Dados cariotipicos: 2n = nimero diploide; NA = nimero do braco autossémico; X/Y = pares sexuais;
C= hetecromatina constitutiva; RON= Regido Organizadora Nucleolar; p = braco curto; g = brago longo. As
letras identificam a morfologia dos cromossomos sexuais: m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; a =
acrocéntrico; O local, mostrou o estado em que as espécies foram encontradas e as referéncias mostraram o

autor de cada informacdo dada.

2n | NA | XX/XY C RON Local Referéncias
14 | 24 sm/sm, 1,2,3,4,5 6, XX, | 5p TO Presente estudo
sm/a XY
14 | 24 sm/a 1,2,3,4,56, XY | 6p MT Garcia et al., 2010
14 | 24 Sm/a 5p Pl, PB, PE, Sousa, 2005
TO
14 | 24 m/a 6p GO, MG Carvalho et al.,
2002
14 | 24 m/a MG Geise; Astua, 2009

* Tabelas de acordo com modelos de Andrade, 2009 e Faresin - Silva et al., 2017.
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E importante notar que, apesar dos marsupiais didelfideos possuirem caritipos
conservados, eles apresentaram certas diferencas ao serem analisados, ndo s6 em nivel de
género, mas também entre as diferentes espécies, como ja vimos no decorrer do estudo, e
também ocorrem divergéncias entre espécies iguais. Assim sendo, destacamos que cada
individuo, de diferentes localidades do Brasil, possui peculiaridades cromossdmicas, sejam
elas, morfoldgicas, no padrdo de coloracdo em seus bandeamentos, no nimero diploide ou

na formula cariotipica.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Cariotipos foram caracterizados para Monodelphis sp., com 2n=18 e NA=30; D.
albiventris e D. marsupialis, com 2n=22 e NA=20; Marmosa demerarae e Gracilinanus
agilis com 2n=14 e NA=20 e 24, respectivamente. Técnicas de bandeamentos C e RON
foram aplicadas em todas as espécies e esses dados foram analisados em conjunto com dados

de morfologia externa e de distribui¢do geografica.

Monodelphis sp. teve mais relacdo com M. glirina e M. domestica , sendo o primeiro
caso estaremos registrando pela primeira vez para o lado esquerdo do Rio Tocantins, sendo
o0 segundo, M. domestica, este cariotipo é registrado pela primeira vez, para 0 municipio de
Aparecida do Rio Negro, Tocantins.

D. albiventris e D. marsupialis apresentaram grande similaridade cariotipica, como é
esperado no género. Aqui percebemos diferencas em relacdo ao tamanho dos primeiros trés
pares com 0s demais e 0 tamanho do cromossomo Y, que sempre se apresentava muito
pequeno ou puntiforme, entre as duas espécies estudadas. M. demerarae apresentou maior
semelhanca nos padrdes de bandas C (nos sexuais) e RON (autossémicos) com 0s
exemplares de Goiés, indicando que o exemplar pode pertencer a mesma populacdo
originaria, com caracteristicas tipicas de individuos nativos da Amazonia. Os padrdes de
bandeamentos C e RON em G. agilis sdo similares aos de espécies coletadas no Mato
Grosso, Goias, Minas Gerais, Piaui, Paraiba, Pernambuco e Tocantins. Tendo, em relacdo

ao nordeste, maior semelhanca quanto a localizacdo da RON.
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