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RESUMO

Akodon cursor (Winge, 1887) é um roedor Sigmodontinae que se distribui ao longo da
costa Atlantica brasileira e apresenta elevado polimorfismo cromossémico (2n=14-16 e
NF=18-26), com 31 caridtipos distintos ja descritos para a espécie. Sequéncias génicas de 402
individuos e 63 localidades reiteram a estruturacdo geografica de A. cursor em clados Norte e
Sul, com divergéncia genética de 4,4% para COIl e de 2,5% para Cit-b. A quebra filogeografica
estd localizada entre as latitudes 16-18°S (norte de Minas Gerais e sul da Bahia), coincidente
com o Vale do Jequitinhonha. A formagdo dos clados ndo estd relacionada a cariétipos
exclusivos. No entanto, a forma 2n=16 é mais frequente ao Norte e a forma 2n=14 ao Sul.
Dados demograficos indicam contribuicdo cariotipica na diversificacdo geografica, com
equilibrio populacional ao Norte e duas populagfes distintas e estaveis ao Sul. Cruzamentos
experimentais (n=185) envolvendo espécimes de A. cursor com condi¢Ges geogréficas
(interclado) e cariotipicas (2n=15) intermediarias nao indicam isolamento reprodutivo entre 0s
clados Norte e Sul (sucesso reprodutivo acima de 80%), mas evidenciam reducéo de fertilidade
em individuos 2n=15. As combinacGes (fémea x macho) 2n=14x2n=15 e 2n=15x2n=16 foram
as que, respectivamente, apresentaram maior e menor sucesso reprodutivo, refletindo maior
afinidade entre as formas 2n=15 e 2n=14 e revelando que fémeas 2n=15 apresentam prejuizo
reprodutivo em comparacdo aos machos na mesma condicdo heterozigota. Além disso, em
espécimes com mesmo numero diploide, individuos capturados na natureza apresentam maior
sucesso reprodutivo que os nascidos em cativeiro. Casos de agressividade entre os casais foram
registrados, sendo mais frequente no clado Sul. H& distincdo morfoldgica/anatbmica entre
individuos dos clados Norte e Sul, em concordancia com o padrdo geografico obtido em
analises moleculares. Embora o uso de critérios morfoldgicos e de monofilia reciproca apontem
distingdo entre os clados Norte e Sul, ndo h& sinais de isolamento reprodutivo entre essas
populacbes. A reducdo de fertilidade de individuos 2n=15 indica um processo incipiente de
especiacdo estasipatrica, com tendéncia ao estabelecimento da forma 2n=16 ao Norte e da
forma 2n=14 ao Sul. Cruzamentos interespecificos (n=80) entre A. cursor e A. montensis
(2n=23-25) Thomas, 1913 geraram hibridos (2n=19-20) estéreis, ao contrario do observado
entre os supostos “hibridos” de A. cursor, 2n=15 e interclado. Nesses casos, a introgressao é
bidirecional, muito embora o maior sucesso reprodutivo (75%) tenha ocorrido entre fémea de
A. montensis 2n=24 e macho de A. cursor 2n=16 (clado Norte). As formas cariotipicas que nao

geraram hibridos em A. montensis foram 2n=23 (fémea) e 2n=25 (fémea e macho) e em A.
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cursor apenas 2n=15 (fémea). Sendo 2n=14 a condicdo derivada em A. cursor e a mais
frequente nas populacdes do clado Sul (onde ocorre simpatria com A. montensis), tem-se uma
barreira ao fluxo génico mais efetiva nessas areas, com o cariétipo exercendo importante papel
na manutencdo da identidade de cada espécie.

Palavras-chave: Akodon cursor, filogeografia, cariotipo, cruzamentos experimentais, hibridos,
Akodon montensis.
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ABSTRACT

Akodon cursor (Winge, 1887) is a Sigmodontinae rodent that lives in the Atlantic Forest
of Brazil and presents high chromosomal polymorphism (2n=14-16 and NF=18-26), with 31
distinct karyotypes described for this species up to now. Gene sequences of 402 individuals and
63 localities reiterate the geographic structure of A. cursor in North and South clades, with
genetic divergence of 4.4% for COI and 2.5% for Cit-b. The phylogeographic break is localized
between latitudes 16-18°S (north Minas Gerais and southern Bahia), coinciding with the
Jequitinhonha Valley. The structure of the clades is not related to exclusive karyotypes.
However, the form 2n=16 is more frequent in the North and the form 2n=14 in the South.
Demographic data indicate karyotype contribution on geographic diversification, with
populational equilibrium in the North and two distinct and stable populations in the South.
Experimental crosses (n=185) involving specimes of A. cursor with intermediate conditions of
geographical distribution (interclades) and karyotype (2n=15), do not indicate reproductive
isolation between the Northern clades and Southern clades (reproductive success above 80% ),
but show reduced fertility in individuals 2n=15. Combinations (female x male) 2n=14x2n=15
and 2n=15x2n=16 show, respectively, higher and lower reproductive success, thus reflecting
higher affinity between the forms 2n=15 and 2n=14, and revealing that females 2n=15 present
reproductive disadvantages when compared to males in the same heterozygous condition.
Moreover, in specimens with the same diploid number, individuals captured from nature
present higher reproductive success than those born in captivity. Aggressive behavior among
couples were registered, being more frequent in the Southern clade. There are
morphological/anatomical distinctions between individuals of the Northern and Southern
clades, in agreement with the geographical pattern obtained in molecular analysis. Thus,
although the use of morphological criteria and reciprocal monophyly points to distinctions
between Northern and Southern clades showing no signals of reproductive isolation between
these populations is noticeable. The fertility reduction of individuals 2n=15 indicates an
incipient process of stasipatric speciation, tending to establish the form 2n=16 in the North and
the form 2n=14 in the South. Interspecific crosses (n=80) between A. cursor and A. montensis
(2n=23-25) Thomas 1913 produces sterile hybrids (2n=19-20), unlike observed among
supposed A. cursor "hybrid", 2n=15 and interclade. In these cases, the introgression is
bidirectional, although a higher reproductive success (75%) occurred between female of A.

montensis 2n=24 and male of A. cursor 2n=16 (North clade). A. montensis with 2n=23
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(female), 2n=25 (female and male), and A. cursor with 2n=15 (female) don't generate hybrids.
Considering that 2n=14 is a derived condition in A. cursor, and the most frequent in
populations of the South clade (which occurs with sympatry with A. montensis), there exists a
barrier to a more effective gene flow in these areas, with karyotype showing an important role
in maintaining the identity of each species.

Key words: Akodon cursor, phylogeograpy, karyotype, experimetal crossbreending, hybrids,

Akodon montensis.
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Figura 5.6 — Distribuicdo geografica dos exemplares de A. cursor utilizados
exclusivamente no presente estudo (pontos circulares, descritivo numérico) e no
presente estudo e em Geise et al., 2005 (quadrados, sendo G1, G3, G4 e G5 com
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BA; 2=Santa Teresa, ES; 3=Domingos Martins, ES; 4=Castelo, ES; G1=Lencdis, BA;
G3=Turmalina, MG; G4=Pau Brasil, BA; G5=Nova Vicosa, BA. Destaque para a

localidade G4, cuja classificacdo foi revista (vide diSCUSSA0). ......ccceevvervreieerreerieciiesieene

Figura 5.7 — Diagramas representativos de linhagens evolutivas (a) adaptacdo de De
Queiroz, 2007. Gradagdo em escalas de cinza representam as linhagens filhas divergindo
ao longo do tempo e as linhas horizontais SC (critérios de espécie) 1 a 9 representam o
tempo em que cada forma adquirem propriedades diferentes (ou seja, quando se tornam
feneticamente  distinguiveis,  diagnosticaveis,  reciprocamente  monofiléticas,
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AMOVA: anélise de variancia molecular
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Apresentacao

Akodon cursor é uma das dez espécies do género que ocorrem no territério brasileiro.
Esta distribuida ao longo da costa brasileira leste, desde o norte do estado do Parana até a
Paraiba, ocupando areas de Mata Atlantica, Restinga, Cerrado e Caatinga. Esta espécie €
frequentemente confundida com sua irma, A. montensis, pois ambas compartilham &reas de
simpatria no estado de S&o Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais e sdo indistintas do ponto de
vista morfologico. Porém, do ponto de vista citogenético sdo facilmente distintas, A. cursor
apresentando 2n=14, 15 e 16 e A. montensis 2n=23, 24, 25 e 26.

Desde os primeiros registros de cariétipo de A. cursor, no inicio da década de 70 até o
fim da década de 90, j& haviam sido descritos rearranjos cromossémicos em pares
autossémicos, totalizando em 28 caridtipos em 311 individuos analisados. Cerca de doze anos
depois, uma nova compilacdo considerando 672 exemplares elevou para 31 o nimero de
cariotipos conhecidos para a espécie. A variacdo do 2n de 14-16 e do nimero fundamental de

18-26, se deve principalmente a polimorfismos envolvendo cinco pares autossomicos.

A frequéncia com que cada cariétipo ocorre ao longo da distribuicdo geografica é
distinta, com maior frequéncia de 2n=16 ao norte e 2n=14 ao sul. Estudos meioticos sugeriram
ndo haver problemas de emparelhamento dos pares heteromorficos e na geracdo de gametas.
Porém, nenhum estudo até entdo realizado aborda se individuos com caridtipos distintos
combinam-se arbitrariamente, ou se o cari6tipo pode impor algum tipo de isolamento

reprodutivo.

Os primeiros estudos moleculares ja indicavam que A. cursor esta organizado em dois
agrupamentos monofiléticos. Trabalhos voltados para investigar essa dicotomia revelaram que
as trés formas cariotipicas estavam presentes nos dois clados. Assim, a sugestdo inicial de que
os clados se distinguem pelos cari6tipos, e que poderiam representar duas espécies, uma com
2n=14-15 e outra com 2n=16, foi rejeitada. Em seu lugar, passou-se a considerar que a
divergéncia genética refletida na recuperacao dos dois clados estaria associada a uma distingéo
geografica, com populacdes do Norte e do Sul. Porém, os limites geograficos que separam 0s
clados Norte e Sul ndo foram definidos, necessitando estudos com amostras mais abrangentes.

Essa abordagem é explorada no capitulo 1 do presente estudo.

Do ponto de vista taxondmico, ja foi levantado o questionamentos sobre a existéncia de

duas espécies em A. cursor. Os dados moleculares sugerem dois clados, porém, a falta de
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evidéncias de distincdo morfoldgica e cariotipica entre individuos com 2n=14, 15 e 2n=16
mantém essa questdo em aberto. Estudos que demonstrem a viabilidade reprodutiva de
individuos com 2n=15 e analises morfoldgicas e/ou anatdbmicas mais amplas sdo elementos-
chave para uma discussdo mais fundamentada do tema. Questdes como “2n=15 é um hibrido?”
e “2n=15 ¢ estéril?” sdo ainda pendentes. Essa abordagem ¢é explorada nos capitulos 2 e 3 do

presente estudo.

No inicio da década de 80 foram registrados individuos com 2n=19 e 2n=20, coletados
na natureza, hibridos entre A. cursor e A. montensis. Tais hibridos também ja foram gerados em
cativeiro e se mostraram estereis, indicando isolamento reprodutivo entre as espécies parentais.
Alguns dados dos hibridos com 2n=19 e 20 podem auxiliar nas interpretacdes sobre as

variacdes intraespecificas de A. cursor. O capitulo 4 contribuira para a discussao desse assunto.

As questdes: “qual o limite geografico dos clados de A. cursor?”; “descendentes de A.
cursor clado Norte x clado Sul séo viaveis?”; “ha evidéncias para sugerir a separagdo de A.

cursor em duas espécies?” serdo exploradas no capitulo 5 do presente estudo.

Vamos iniciar a discussao...
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CAPITULO 1

QUEBRA FILOGEOGRAFICA EM
AKODON CURSOR MANTIDA PELO VALE
DO JEQUITINHONHA
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RESUMO

Akodon cursor (Winge, 1887) é um roedor sigmodontino com ampla distribuicéo
geografica ao longo da costa Atlantica brasileira com caracteristicas citogenéticas capazes de
distingui-la de sua espécie criptica e irmd A. montensis Thomas, 1913, com a qual compartilha
areas de simpatria nos estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais. A. cursor apresenta
numero diploide 2n=14, 15 e 16 e variacdo do numero de bracos autossdomicos de 21 a 28,
totalizando 31 caridtipos distintos para a especie. Dados moleculares apontam grande
diversidade genética em A. cursor, com estruturacdo das populagGes em dois agrupamentos
relacionados a distribuicdo geografica e designados clados Norte e Sul, cada qual contendo os
trés cariotipos. Foram realizadas reconstrucdes filogenéticas de Méaxima Verossimilhanca e
Inferéncia Bayesiana baseadas em sequéncias dos genes Citocromo b (Cit-b) e Citocromo
oxidase | (COI) de uma amostragem de 402 individuos de 63 localidades visando mapear 0s
limites geograficos que definem os grupos monofiléticos, relacionando-os ao cari6tipo dos
exemplares e descrevendo os parametros da estrutura genética das populacdes. Os resultados
confirmam a ocorréncia de dois agrupamentos em A. cursor, Norte e Sul, com divergéncia
genética de 4,4% para COIl e de 2,5% para Cit-b e poucos haplétipos compartilhados (um de
cada gene) entre os clados, em um tempo de divergéncia aproximado de 1 Ma. O clado Norte
compreende populac@es localizadas entre as latitudes 7-18°S e o clado Sul entre as latitudes 16-
26°S, estando a quebra filogeografica compreendida entre as latitudes 16-18°S, entre o sul da
Bahia e norte de Minas Gerais. Nesse intervalo a distribuicdo e organizacdo das populac6es
parece seguir um padrdo altitudinal, com Norte (acima de 700 m) a oeste da longitude 42°W e
Sul (inferior a 300 m) a leste de 42°W. Em ambos os clados foram encontrados os cari6tipos
2n=14, 15 e 16, confirmando que tal dicotomia ndo estd associada a um cariotipo especifico,
muito embora haja maior frequéncia da forma 2n=16 ao Norte e da forma 2n=14 ao Sul.
Valores altos de Fst sugerem a auséncia de fluxo génico entre populacdes Norte e Sul, bem
como a analise de variancia molecular (AMOVA) mostrou que ha maior variacdo entre 0s
clados que dentro deles. Parametros demograficos indicaram equilibrio populacional no Norte e
a existéncia de duas populagdes distintas e estaveis no Sul. No Sul, a expansdo populacional
pode ser uma evidéncia dos movimentos de ocupacdo das areas expostas da Plataforma
Continental, concordante com a hip6tese da Mata Atlantida, que através de processos
evolutivos favoreceu a fixagdo do cariotipo 2n=14 nas populagdes mais ao norte do clado Sul.
A quebra filogeografica é coincidente com Vale do Jequitinhonha que funciona como barreira

secundaria ao fluxo génico entre essas populagdes.
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INTRODUGAO

Akodon cursor (Winge, 1887) é uma espécie de roedor da subfamilia Sigmodontinae
que apresenta distribuicdo geogréafica ampla ao longo da costa Atlantica brasileira e
caracteristicas genéticas marcantes, mas que ndo se distingue morfologicamente da espécie
irma A. montensis Thomas, 1913, com a qual compartilha areas de simpatria nos estados de Sao

Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais.

A éarea de distribuicdo de A. cursor € bastante distinta em relevo e vegetacdo. Ocorre em
areas de Mata Atlantica até 1.170 metros de altitude, desde a Paraiba até o extremo norte do
Parana (Maia e Langguth, 1981; Shalqueiro e Nascimento, 1996; Gentile et al., 1997; Fagundes
et al., 1998; Paresque et al., 2004; Nogueira e Fagundes, 2008; Barros et al., 2009; Colombi et
al., 2010; Geise, 2012). Registros apontam a ocupacdo dessa espécie também em &reas de
Restinga no Rio de Janeiro (Cerqueira et al., 1993 e Gentile et al., 1997), Cerrado na Chapada

Diamantina (Pereira e Geise, 2007) e Caatinga em Pernambuco (Ribeiro et al., 2009).

O polimorfismo cariotipico elevado é o carater genético mais marcante em A. cursor,
com namero diploide 2n=14, 15 e 16, e nimero de bracos autossdbmicos (NF) variando de 21 a
28, totalizando 31 cariotipos distintos para a espécie (Fagundes et al., 1998; Colombi, 2010).
Fagundes et al. (1997b) apontaram que a forma 2n=16 e os pares autossdmicos de dois bracos
(metacéntrico e submetacéntrico) constituem o cariétipo basico para a espécie, com algumas
variacOes cariotipicas mais frequentes: 1) rearranjo complexo envolvendo inversdes e fusdo
céntrica dos pares submetacéntricos 1 e 3 presentes na forma 2n=16, gerando 0s cariotipos com
2n=14 (forma homozigota do rearranjo) e 2n=15 (forma heterozigota do rearranjo); 2)
inversdes pericéntricas nos pares autossomicos 2, 4 e 6, gerando formas acrocéntricas em
homozigose (quando os dois autossomos sdo acrocéntricos), heterozigose (quando um dos

autossomos € acrocéntrico e outro é meta ou submetacéntrico).

Dados moleculares apontam uma diversidade genética alta para a espécie, com
estruturacdo das populacdes em dois grandes agrupamentos (Geise et al., 2001;Nogueira e
Fagundes, 2008; Colombi et al., 2010). Estudos com alozimas revelaram a existéncia de cinco
alelos capazes de diferenciar as populagcdes do Espirito Santo (2n=14) e da Paraiba (2n=16),
sugerindo um processo especiativo recente dentro de A. cursor (Rieger et al., 1995). Estes

autores consideraram que A. cursor 2n=14 corresponderia aos espécimes do sul-sudeste e uma
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nova entidade taxonémica, Akodon aff. cursor, com 2n=16, corresponderia aqueles exemplares
do nordeste. No entanto, esses autores relataram que apenas a distancia genética, desvinculada
da informacao cariotipica, ndo seria suficiente para assumir a existéncia de duas especies, além
disso, a amostragem utilizada no referido estudo estava limitada a duas localidades, cada qual
com individuos de nimero diploide distinto. Geise et al. (2001) utilizaram sequéncias do gene
Citocromo b (Cit-b) associadas a dados cariotipicos e também recuperaram dois clados em A.
cursor, um com exemplares 2n=16 da Bahia, do norte de Minas Gerais e da Paraiba e outro
com individuos 2n=14-15 de S&o Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais, seguindo a

nomenclatura sugerida por Rieger et al. (1995).

Mais tarde, Nogueira (2005) e Nogueira e Fagundes (2008) realizaram anélise
molecular com uma amostra mais abrangente, envolvendo exemplares representativos dos dois
clados e com as trés formas cariotipicas (2n=14, 15 e 16), de localidades ao longo de toda a
area de distribuicdo, incluindo populagdes nas quais foram registrados casos de simpatria entre
esses citotipos, e recuperaram dois agrupamentos monofiléticos, cada qual contendo os trés
cariotipos, refutando a proposta de que 0s grupos poderiam ser associados a cariétipos
especificos e distintos. Assim, foi sugerido o desuso de A. aff. cursor para exemplares com
2n=16, como proposto por Rieger et al. (1995). Ainda, 0s autores concluiram que nao havia
informacdo suficiente que embasasse a decisdo de separar A. cursor em duas espécies, mas
reconheciam a existéncia de uma quebra filogeogréafica entre o norte do Espirito Santo e sul da
Bahia. Nogueira e Fagundes (2008) atribuiram os resultados obtidos por Rieger et al. (1995) e
Geise et al. (2001) a um viés amostral, ja que tais autores ndo possuiam em suas amostras
representantes com 2n=14, 15 e 16 ocorrendo na mesma regido geografica. Em compilacédo
realizada posteriormente, Geise (2012) mencionou outros trabalhos concordantes com 0s

resultados obtidos por Nogueira (2005) e Nogueira e Fagundes (2008).

Visando refinar a localizagdo da quebra geografica entre os dois clados, Colombi et al.
(2010) amostraram localidades envolvendo as latitudes 15-20°S para testar se 0 Rio Doce
estaria atuando como barreira geogréafica na diversificacdo de A. cursor. Os resultados,
baseados em sequéncias de Cit-b de populacGes localizadas ao norte e sul do Rio Doce
refutaram essa hipotese e apontaram que tal quebra filogeografica estaria localizada ainda mais
ao norte. Nesse sentido, o presente estudo pretendeu: 1) mapear os limites geograficos dos
agrupamentos Norte e Sul utilizando sequéncias de dois marcadores mitocondriais de uma

amostragem ampla; 2) propor as possiveis barreiras geograficas responsaveis e/ou
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mantenedoras da estruturacdo geografica observada; 3) descrever os parametros de estrutura
genética das populacdes que compdem cada agrupamento e 4) verificar o padrdo de

distribuicdo dos caridtipos nos clados recuperados.

MATERIAIS E METODOS

Amostra

A amostra analisada no presente estudo foi obtida da Colegéo de Tecidos e de DNA da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) ou através de doacBes de pesquisadores
colaboradores: Yatiyo Yonenaga-Yassuda (USP), Renata Pardini (USP), Lena Geise (UERJ),
Alfredo Langguth (UFPE), Claudia Costa (PUC-MG) e Raquel Moura (UFMG). Fizeram parte
do presente estudo 402 individuos provenientes de 63 localidades dos estados de Paraiba,
Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (Anexo 1).

Extracdo, amplificacdo e sequenciamento de DNA

O DNA dos exemplares foi obtido de amostras de tecido muscular ou hepético
adotando-se o protocolo de extracdo de DNA total com o uso NaCIl/SDS/Proteinase K, segundo
Bruford et al. (1992). O sucesso e a qualidade dos extratos de DNA foram verificados em gel
de agarose 1% e a quantidade de DNA foi medida em espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo
Fisher Scientific Inc.). Todos os extratos foram diluidos em agua ultrapura para 50ng/uL.

Todas as reagdes de PCR foram realizadas em um volume final de 12,5 pl utilizando-se
0,5 ul de DNA molde a 50 ng no Termociclador ABI Veriti®. As misturas de PCR continham
1x de solucdo tampédo, 1,0 mM de MgCl,, 0,15 mM de cada primer e 0,5U de Platinum® Taq
DNA Polimerase (Invitrogen, Inc.).

Para amplificar o gene Citocromo Oxidase | (COIl) foram utilizados os primers
HCO2198  (5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3) e LCO1490  (5-
GGTCAACAAATCATAA AGATATTGG-3"), especificos para os 666 pb iniciais do gene
(Folmer et al. 1994). O perfil adotado consistiu em (1) um passo inicial de desnaturacdo da
dupla fita do DNA a 94°C por 5 minutos; (2) 35 ciclos de 94°C por 40 segundos
(desnaturacdo), 46°C por 45 segundos (anelamento), 72°C por 45 segundos (elongagdo); (3) um

periodo de final a 72°C por 5 minutos.
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Para o gene Citocromo b (Cit-b), foram utilizados os primers L14115 (5'-
GATATGAAAAACCATC GTTG-3) e H15228 (5°-
ACAAGACCAGAGTAATGTTTATACTAT-3’) que amplificaram 1.140 pb do gene. O perfil
adotado consistiu em (1) um passo inicial de desnaturacdo da dupla fita do DNA a 94°C por 5
minutos; (2) 35 ciclos de 94°C por 40 segundos (desnaturacdo), 47°C por 45 segundos
(anelamento), 72°C por 75 segundos (elongacdo); (3) um periodo de final a 72°C por 10
minutos.

O sucesso da amplificacdo foi verificado por eletroforese em gel de agarose e
visualizado sob incidéncia de luz ultravioleta em um Sistema de Fotodocumentagdo L-Pix
Touch® (Loccus). Todas as PCR foram realizadas utilizando-se Agua Milli-Q® como controle
negativo. Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se o Kit de Purificacdo EXoSAP-
IT® (USB Corporation), seguindo-se o protocolo do fabricante.

As sequéncias de Cit-b foram geradas utilizando-se os primers L14115 e MVZ 127
(Smith e Patton, 1993) e para o COI foi usado preferencialmente o primer LCO 1490 (Folmer
et al., 1994) e alternativamente o primer HCO 2198 (Folmer et al., 1994). O sequenciamento
foi feito usando o Kit Big Dye® 3.1 em sequenciador automatico ABI 3500 (Applied
Biosystems, Life Technologies Corporation) no Nucleo de Genética Aplicada a Conservagao da
Biodiversidade (NGACB) da UFES ou na Macrogen, Inc. (http://dna.macrogen.com).

Somente sequéncias com picos claros e bem definidos no eletroferograma foram
utilizadas na analise. Para cada sequéncia gerada foi feita uma pesquisa comparativa de
similaridade no GenBank (http://ncbi.nclm.nih.gov) utilizando a ferramenta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) para verificar a ocorréncia de possiveis contaminacdes e a
correspondéncia ao gene de interesse. O alinhamento foi feito no programa MEGA v6
utilizando a ferramenta Muscle (Tamura et al., 2013).

Para avaliar se as sequéncias obtidas eram copias originais do gene citocromo b e ndo
copias de pseudogenes integradas ao ndcleo (Bensasson et. al., 2001) duas medidas foram
adotadas utilizando-se o programa MEGA v6 (Tamura et. al., 2013):as sequéncias dos
nucleotideos foram traduzidas em amino&cidos para verificar a existéncia de cédons de parada
ou mudangas do quadro de leitura; as frequéncias dos nucleotideos foram calculadas para
verificar a existéncia de déficit de guanina, tipico de fragmentos de regibes codificadoras do
DNA mitocondrial (Vences et al., 2004)
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Andlises filogenéticas

Para as analises filogenéticas foi utilizada uma matriz concatenada dos genes Cit-b e
COI obtida atraves do programa SequenceMatrix (Vaidya et al., 2011) v1.8, utilizando os
individuos como taxon terminal. As arvores filogenéticas foram inferidas a partir da utilizagéo
dos critérios de otimizacdo de Maxima Verossimilhanca (ML) e através da Inferéncia
Bayesiana (IB). Em ambos os casos foi estimado o melhor modelo de substituicdo nucleotidica,
considerando a posi¢do das bases no codon utilizando o programa PartitionFinder v1.1.1
(Lanfear et al., 2012). A arvore filogenética de ML foi obtida através do programa RAXML
disponivel na interface virtual da plataforma online CIPRES (Miller et al., 2010),
estabelecendo valores de bootstrap (Felsenstain, 1985) com 1.000 replicacGes nos quais ramos
que apresentaram valores inferiores a 70% foram desconsiderados. A IB foi realizada na
plataforma online CIPRES (Miller et al., 2010) a partir de matriz gerada pelo programa BEAST
(Drummond e Rambaut, 2007) v1.8.2. utilizando-se a cadeia de Markov Monte Carlo em
100.000.000 geracbes, tendo sido consideradas significativas as probabilidades posteriores
acima de 95%. As arvores geradas foram editadas no programa FigTree v1.4.0.
(http://tree.bio.ed.ac.uk/). As divergéncias genéticas intra e interclado de A. cursor foram
estimadas no programa MEGA 6.0 (Tamura et al., 2011) utilizando-se o modelo evolutivo
Kimura-2-parametros (Kimura, 1980). A. montensis foi utilizado como grupo externo nas
analises filogenéticas.

A relacdo hierarquica entre os haplétipos foi estabelecida através de rede de haplétipos
para cada gene, gerada por parciménia estatistica utilizando-se o programa NETWORK 4.6.1.0
(Fluxus Technology Ltd). Os haplétipos de cada gene foram associados ao numero diploide dos
espécimes.

As localidades representativas dos clados Norte e Sul foram plotadas em mapa de
distribuicdo gerado no programa Quantum GIS (QGIS) v1.8 (http://www.qgis.org/),
evidenciando relevo, vegetacdo e hidrografia com o objetivo de se mapear os limites
geograficos dos agrupamentos, assim como as possiveis barreiras naturais que poderiam estar

atuando como responsaveis e/ou mantenedoras da estruturacdo geografica.
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Andlises intra e interpopulacionais

Nessas analises foram consideradas como populacbes os clados recuperados nas
reconstrucdes filogenéticas, tendo sido realizadas andlises separadas para cada um dos
marcadores genéticos.

O numero de haplotipos, os niveis de diversidade haplotipica (dH), diversidade
nucleotidica () e namero de sitios polimérficos (s) foram calculados utilizando o programa
DnaSP v5.10.01 (Librado e Rozas, 2009).

Para compreender a estruturacdo genética das populagdes, foram realizadas andlises de
variancia molecular (AMOVA) utilizando o programa Arlequin v3.1 (Excoffier, 2005) para
avaliar a distribuicdo espacial da variagdo genética atribuida a diferenciacdo entre 0s grupos
(Fct), entre grupos dentro das localidades (Fsc) e entre as localidades em relagdo a amostra
total (Fst). A variacdo genética global foi estabelecida pelo nivel de fluxo génico entre as
populacdes estimado através de valores de Fsr.

Historia demogréfica das populacoes

Inferéncias sobre a histéria demogréfica das populacfes foram conduzidas utilizando-se
0 programa Arlequin v3.1 (Excoffier, 2005). As distribuigdes mismatch apresentam
distribuicdo multimodal quando as populacbes estdo em equilibrio demogréafico e curva
unimodal geralmente sinaliza que a populacdo passou por uma expansao demografica recente.
O teste da soma de desvio dos quadrados (SSD) foi utilizado para verificar se os diferentes
arranjos populacionais se ajustam a proposta de equilibrio populacional ou de expansao,
determinados pelos parametros demograficos de expansdo 1, g € 081. Valores de 1> 0 ¢ 0;> 6
sdo indicativos de um modelo de expansdo, enquanto T = 0 e 6; = 0y sdo indicativos do modelo
nulo, de equilibrio populacional. Valores significativos de SSD (p-valor) foram utilizados para
rejeitar ou validar o modelo nulo. Testes de neutralidade D de Tajima (Tajima, 1989) e Fs de
Fu (Fu, 1997) foram realizados para examinar mudancas recentes no tamanho da populacéo,
sendo que em ambos os casos, valores significativamente negativos indicavam expansédo

populacional enquanto valores positivos indicavam selecao balanceada.
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RESULTADOS

Variabilidade genética

Dos 402 especimes analisados, 309 (76,8%) apresentaram informac&o cariotipica, sendo
77,3% com 2n=14, 17,2% com 2n=16 e 5,5% com 2n=15 (Figura 1.1). Areas de simpatria
entre as formas 2n=14, 15 e 16 foram registradas em populaces ao norte (localidade 11 -
Bahia) e ao sul (localidades 59 e 60 — S&o Paulo) da area de distribuicdo da espécie, e entre
2n=14 e 16 no centro da distribuicdo (localidades 23 e 26 — Minas Gerais) (Figura 1.2; Anexo
2).
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Figura 1.1 — Caridtipos representativos de A. cursor mostrando variacdo do numero diploide
(2n) associada a dois pares autossémicos (pares 1 e 3) e variagcdo do numero fundamental (NF)

em decorréncia de heteromorfismos dos pares 2 e 4. a) 2n=16; b) 2n=15; c) 2n=14.
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A taxa de sucesso na obtencdo de sequéncias foi superior a 97% para ambos 0s genes,
tendo sido obtidas 392 sequéncias compreendendo 182 haplétipos de Cit-b e 399 sequéncias
correspondendo a 115 haplotipos de COIl (Anexo 2), que somadas totalizaram 1.806 pb

analisados por individuo.

Andlises filogenéticas

Para o gene COI os melhores modelos evolutivos considerando a 12, 22 e 32 posicdo do
cédon foram HKY+G, GTR+Il e GTR+G, respectivamente, e para o Cit-b os melhores modelos
evolutivos foram HKY+G, TrN+l e GTR+G, respectivamente. As topologias das arvores
concatenada geradas por ML (Figura 1.2) e IB foram congruentes.

A. cursor foi recuperado como monofilético e apresentou dicotomia basal com alto
suporte (BT=100 e PP=1,00) correspondente a distribuicdo geografica das populacbes. Os
clados Norte e Sul foram monofiléticos e apresentaram valor de suporte alto, BT=98/PP=1,00 e
BT=77/PP=0,95, respectivamente.

No clado Norte foram agrupados exemplares localizados no intervalo 7-18°S de latitude,
incluindo localidades da Paraiba (localidade 1), Pernambuco (localidades 2-3), Bahia
(localidades de 4-8 e 11) e Minas Gerais (localidades 18, 21, 26). O clado Sul contém
exemplares provenientes de localidades compreendidas entre as latitudes 16-26°S, que
compreende o sul da Bahia (localidades 9-11), Minas Gerias (localidades 12-17, 19-20, 22-25,
27-28), Espirito Santo (localidades 29-38), Rio de Janeiro (localidades 39-56) e S&o Paulo
(localidades 57-63) (Figura 1.2; Anexo 1). Exemplares da localidade 11 foram recuperados no
clado Norte e no clado Sul (Anexo 2).

O caridtipo predominante no clado Norte foi 2n=16 e no clado Sul foi 2n=14.
Individuos com dois ou trés caridtipos distintos e que apresentaram 0 mesmo hapl6tipo para os
genes Cit-b e COI foram agrupados em localidades do clado Norte e do clado Sul. No clado
Norte houve compartilhamento de haplétipo entre individuos com 2n=14, 15 e 16 (localidade
11, Bahia) e no clado Sul entre 2n=14, 15 (localidade 59, Sdo Paulo), entre 2n=14 e 16
(localidades 23 e 26, Minas Gerais) e entre 2n=14, 15 e 16 (localidade 11, Bahia e localidade
60, S&o Paulo) (Figura 1.2, Anexo 2).

As redes de haplotipos de COIl e Cit-b apresentaram as mesmas relacfes hierarquicas
recuperadas nas analises filogenéticas, sendo que os clados Norte e Sul foram separados por 13

e 19 pontos mutacionais para COI e Cit-b, respectivamente. Para ilustracdo, apenas as redes de
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COIl com exemplares cariotipados foram representadas em associacdo com a arvore de ML
(Figura 1.2).

A divergéncia genética para os genes COIl e Cit-b calculada para os agrupamentos
basais de A. cursor, clados Norte e Sul, foi consideravelmente maior entre grupos (4,4% e 2,5%
para COIl e Cit-b respectivamente) do que dentro dos grupos (0,8-1,1%) (Tabela 1.1), sendo
que o gene COI apresentou para um mesmo grupo de populacBes valores de divergéncia

maiores que Cit-b.

Tabela 1.1 — Distancia genética (em porcentagem) intra e interclado em A. cursor calculada

para os genes COIl e Cit-b considerando os clados Norte e Sul. Em negrito a distancia dentro de

cada agrupamento.
Grupos Genes
considerados Col Cit-b
Norte  Sul | Norte Sul
Norte 1,0 - 0,8
Sul 4,4 11| 25 08

O clado Norte incluiu populac6es localizadas entre as latitudes 7-18°S e o clado Sul
populacdes entre 16-26°S, estando a quebra filogeografica entre esses clados localizada entre as
latitudes 16-18°S, que corresponde ao sul da Bahia e norte de Minas Gerais. Nesse intervalo, a
oeste da longitude 42°W tem-se o clado Norte e a leste o clado Sul (Figura 1.3). Um Unico
exemplar da localidade 22, situada a oeste, na longitude a 42,5°W foi recuperado no clado Sul,
a uma altitude acima de 1000 metros (Figura 1.3b).

Na regido da quebra filogeogréafica verifica-se a ocorréncia de areas montanhosas com
vegetacdo natural de Cerrado a oeste da longitude 42°W (norte de Minas) e de &reas mais
baixas com vegetagdo tipica da Mata Atlantica a leste dessa longitude (sul da Bahia).
Perpassando o intervalo de 16-18°S esta o Vale do Jequitinhonha, cujo rio nasce em Minas
Gerais proximo as localidades 18, 21, 22 e 26 e desagua na Bahia entre as localidades 9 e 11

(Figura 1.3a, c).
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descaque para as localidades com casos de simpatria entre dois ou trés nimeros dipldides. Para mais detalhes sobre as localidades vide Anexo 1.

LE
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Figura 1.3 — Regido onde ocorre a quebra filogeografica em A. cursor compreendida entre as
latitudes 16-18°S, correspondente ao sul da Bahia e norte de Minas Gerais. Pontos
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vegetacdo e hidrografia. Vide Anexo 1 e Fig 1.2 para detalhes sobre as localidades.
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Andlises intra e interpopulacionais

A andlise de 1.140 pb de Cit-b revelou 228 sitios polimorficos definindo 182 haplotipos,
e a analise de 666 pb de COI revelou 123 sitios polimorficos definindo 115 haplétipos. As
diversidades haplotipica e nucleotidica globais foram altas para ambos os genes (dH=0,982
7n=0,014 e dH=0,973 7=0,022, para Cit-b e COlI, respectivamente). Para ambos 0s genes, a
populacdo Norte apresentou menor diversidade haplotipica (dH) que a populagdo Sul, sendo
que ambas apresentaram diversidade nucleotidica alta (= > 0,005) (Tabela 1.2). Apenas dois
haplétipos foram compartilhados entre as popula¢fes Norte e Sul, sendo um de cada gene. O
haplétipo hl de Cit-b foi compartilhado entre as localidades 5, 8, 11 (Norte, Bahia) e 37 (Sul,
Espirito Santo), e o haplétipo H8 de COl entre as localidades 11 (Norte, Bahia) e 20, 28, 29, 33
(Sul, Minas Gerais e Espirito Santo) (Anexo 2).

A anélise da divergéncia interpopulacional mostrou valores de Fst significativos para as
populagdes Norte e Sul, com divergéncia alta para ambos os genes (0,664 para Cit-b, e 0,753
para COI), indicando auséncia de fluxo génico entre essas populacdes.

As analises de variancia molecular revelaram que a maior porcentagem de variacao esta
entre as populacbes (54,02% para COl e 44,07% para Cit-b) do que dentro das populacdes
(20,38% para COI e 29,37% para Cit-b), confirmando a diferenciacdo entre as populagdes e
indicando estruturacdo genética em A. cursor (Tabela 1.3).

Tabela 1.2 — Variacbes genéticas de Cit-b e COI em A. cursor. indices de diversidade
molecular: ndmero de individuos amostrados (n), nimero de hapl6tipos (H), numero de
hapl6tipos exclusivos (He), nimero de sitios polimdrficos (s), diversidade haplotipica (dH) e

diversidade nucleotidica ().

Gene Populacdes n H He S dH n
Cit-b  Norte 96 23 22 57 0,829 0,007
Sul 296 159 158 203 0,986 0,010
Total 392 182 - 228 0,982 0,014
col Norte 96 12 11 43 0,786 0,011

Sul 301 104 103 104 0,976 0,010
Total 399 115 - 123 0,973 0,022
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Tabela 1.3 - Analise de variancia molecular (AMOVA) em A. cursor, considerando 0s
agrupamentos recuperados na analise filogenética. Porcentagem de variacdo entre grupos (EG),
entre populac6es dentro dos grupos (EPDG) e dentro das populacbes (DP). Valores calculados

para o gene Cit-b (superior) e COI (inferior, em negrito).

Porcentagem de variagdo indices de fixagio

Grupos &G EppG DP For Fsc For
Norte 4407 2656 2937 0441 0475 0,706
sul 5402 2559 2038 0,540 0557 0,796

Histéria demografica das populacoes

Os resultados de D de Tajima e Fs de Fu foram significativos para o grupo Sul em
ambos 0s genes e com valores negativos, indicando expansdo populacional, ao contrario do
Norte, que apresentou valores negativos mas sem suporte estatistico (p>0,005), sinalizando
equilibrio populacional. Os valores da soma de desvios dos quadrados (SSD) e os valores de R
de Harpending (Hr) da distribuicdo mismatch foram altos para o grupo Norte e baixos para o
grupo Sul, corroborando os resultados de equilibrio populacional em Norte e expansao em Sul,
mas os indices de 6y e 6; demonstraram que todas as populacdes expandiram de um tamanho
reduzido para um tamanho maior. (Tabela 1.4).

A curva de distribuicdo mismatch do grupo Norte foi multimodal, que representa
populacdes em equilibrio, no entanto, a curva do grupo Sul foi bimodal, que pode representar
contato secundario entre populacfes distintas ou duas populacdes diferentes e estaveis, cada

qual apresentando expansdo populacional (Figura 1.4).

Tabela 1.4 - Valores das estimativas de 0g, 61, T, Soma de desvios dos quadrados (SSD) e indice
R de Harpeding (Hr) obtidos através da analise de distribuicdo mismatch e os valores de Fs de
Fu (Fs) e D de Tajima (D) para as populacfes recuperadas nas analises filogenéticas. Em

negrito valor significativo de p-valor < 0,005 .

Gene Grupo 0o 0, T SSD (p-valor)  Hr (p-valor) D (p-valor) Fs (p-valor)
Cit-b Norte 2,672 11.150 8,947  0,033(0,122) 0,055 (0,044) -1,021(0,146)  -1,031 (0,431)
Sul 6,676 341875 2,934 0,001(0,765) 0,002 (0,923) -2,296 (0,000) -24,262 (0,001)
Total 15,441 115231 2,617 0,003(0,809)  0,001(0,971) -1,811(0,004) -23,652 (0,009)
col Norte 0,000 11,244 9,732 0,065 (0,015) 0,161 (0,001)  -0,585 (0,308) 4,440 (0,908)
Sul 4955 99999,0 1,844 0,008 (0,442) 0,009 (0,500) -1,854(0,001) -24,604 (0,000)
Total 14521 999990 1,012 0,193(0,366) 0,008 (0,265) -0,868 (0,1830) -23,681 (0,006)
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Figura 1.4 — Graficos de distribuicdo mismatch entre as populac¢@es de A. cursor utilizando o gene COI (a, b) e Cit-b (c, d). Os valores
do eixo X indicam o numero de diferencas par-a-par entre os haplétipos e o eixo Y a frequéncia dos haplétipos. As linhas continuas

nos graficos representam a frequéncia esperada para as populaces, e a linha pontilhada a frequéncia observada. (a, ¢) Norte (b, d) Sul.
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O presente estudo representa aumento de amostragem superior a 200% e 600% em
relacdo ao numero de localidades e individuos, respectivamente, quando comparado a trabalhos
anteriores que utilizaram dados moleculares para discutir o padrdo de distribuicdo de A. cursor.
Geise et al. (2001) utilizaram 22 localidades e 30 individuos, Nogueira e Fagundes (2008) 12
localidades e 50 individuos e Colombi et al. (2010) 10 localidades e 64 individuos,
contrastando com os valores da presente amostra que inclui 63 localidades e 402 individuos,
representando a amostragem mais ampla a ser utilizada em um estudo filogeografico da

especie.

Embora a maioria dos registros de ocorréncia para a espécie esteja em areas de Mata
Atlantica, nossa amostra compreende exemplares do Cerrado (localidades 16 e 22 — clado Sul e
localidades 18, 21 e 26 — clado Norte) e da Caatinga (localidades 4 e 7 — clado Norte) que ainda

estdo dentro dos limites estabelecidos pela IUCN como sendo os de ocorréncia para A. cursor.

Cerca de 77% dos exemplares utilizados nas reconstruces filogenéticas possuem
informacdo cariotipica (2n). Considerando apenas os exemplares com cari6tipo descrito
(n=309), verificou-se que a forma 2n=16 ocorre em 100% da Paraiba e Pernambuco (PB-PE),
62% na Bahia (BA), 7% em Minas Gerais (MG) e Séo Paulo (SP), estando ausente no Rio de
Janeiro e Espirito Santo (RJ-ES). O oposto foi verificado para 2n=14, nico cari6tipo registrado
no RJ-ES, 63% em SP, 93% em MG, 22% na BA e ausente em PB-PE. Esses resultados sdo
coincidentes com os descritos por Fagundes et al. (1998), que ao utilizarem 311 exemplares
provenientes de Pernambuco, Bahia, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parana, observaram o mesmo
padrdo de distribuicdo dos cariétipos 2n=14 e 2n=16. Em ambos os estudos tem-se frequéncias
distintas dos nimeros diploides: na &rea leste do centro da distribuicdo da espécie (RJ-ES)
apenas a forma 2n=14 foi registrada. Ao redor desse centro as formas 2n=16 podem ser

encontradas em maior (ao norte, BA, PB-PE) ou menor proporc¢éo (a oeste, MG, e ao sul, SP).

A quebra filogeografica esta associada ao Vale do Rio Jequitinhonha

Concordando com os dados prévios da literatura (Geise et al., 2001; Nogueira e
Fagundes, 2008; Colombi et al., 2010), nossos dados recuperam dois agrupamentos com

suporte alto em A. cursor, correspondendo aos clados Norte e Sul, além de permitir o
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detalhamento da regido onde a quebra filogeografica esta localizada, entre as latitudes 16-18°S
correspondente ao sul da Bahia e norte de Minas Gerais. Nesse intervalo o clado Norte envolve
localidades ao norte do Vale do Rio Jequitinhonha, na latitude de 16°S, e a oeste da longitude
42°W e o clado sul envolve localidades ao sul do Vale do Rio Jequitinhonha do litoral até a
longitude 42°W.

Nossos dados védo ao encontro do proposto por Colombi et al. (2010) que afirmaram que
0 ponto da quebra filogeografica estaria localizado ao norte do Rio Doce, entre as latitudes 15-
20°S. Esses autores utilizaram sequéncias de Cit-b para investigar se 0 Rio Doce estaria
atuando como barreira ao fluxo génico entre as populaces Norte e Sul de A. cursor, o que foi
refutado, ja que populacGes do Espirito Santo localizadas nas duas margens do Rio Doce foram
recuperadas como clado Sul. Assim, a quebra estaria mais ao norte, entre o norte do Espirito
Santo e sul da Bahia. Nossos dados permitiram refinar a localizacdo da quebra filogeografica,
compreendida entre 16-18°S (sul da Bahia e norte de Minas Gerais), o que inclui todas as

localidades do Espirito Santo no clado Sul.

O Vale do Jequitinhonha se divide em Alto (regido proxima a nascente do rio, em Minas
Gerais), Medio e Baixo Jequitinhonha (préximo a foz, no sul da Bahia). As paisagens nesse
Vale abrangem desde altitudes proximas a 1.400 m na regido de Diamantina, até 150 m na
divisa com o estado da Bahia. A vegetacdo € bem diversificada sendo que na regido préxima a
Serra do Espinhaco (local onde nasce o Rio Jequitinhonha) predominam as Chapadas, areas
planas extensas com altitudes entre 800 e 1.100 m, entremeadas por vales profundos e com
vegetacdo tipica do Cerrado. Em direcdo a regido do Médio Jequitinhonha encontram-se areas
de depressdo do Rio Jequitinhonha com 300-400m de altitude e vegetacdo tipicas do Bioma
Caatinga. Seguindo-se o curso do rio adentra-se no Baixo Jequitinhonha, cuja planicie sofre
declinio gradativo de 300 m até cerca de 150 m de altitude onde alcanca a divisa entre 0s
estados de Minas Gerais e Bahia, no Bioma Mata Atlantica (Souza, 1997; Favero e Monteiro,
2014). Nossa amostragem compreende exemplares de Turmalina e Leme do Prado (localidades
26 e 22, respectivamente) que estdo no Alto Jequitinhonha, José Gongalves de Minas, adjacente
as areas de Chapada, mas dentro da microrregido do Medio Jequitinhonha, e ao norte desta,
mas fora do Vale do Jequitinhonha Grdo Mogol (localidades 21 e 18 respectivamente). No

Baixo Jequitinhonha esta Joaima (localidade 20).

Na regido da nascente do Rio, que envolve as localidades de Grdo Mogol como clado

Norte e Joaima como clado Sul, as condic¢des topograficas e climaticas sdo bastante distintas.
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Porém, Turmalina, Leme do Prado e Jose Gongalves de Minas formam um conjunto de
localidades cuja distingdo é controversa, dada a similaridade topografica das localidades e a
proximidade entre elas, ja que Leme do Prado foi recuperado como clado Sul e as demais como
clado Norte. Padrdo semelhante de distribuicdo foi observado para o complexo de aves
Synallaxis ruficapilla, revelando quebras filogeogréficas profundas no Vale do Jequitinhonha
que deram origem a trés filogrupos dessa espécie cuja divergéncia ocrreu durante o Pleistoceno,
por volta de 1 Ma, mas que ainda apresentam extensa area de contato secundario ao longo do
Vale do Jequitinhonha (Batalha-Filho, 2013; Batalha-Filho et al., 2013), sendo esse tempo o
mesmo previsto para a diversificacdo observada em A. cursor (Smith e Patton, 2007).

Vasconcelos e D’Angelo-Neto (2006) afirmaram que as Caatingas do Vale do
Jequitinhonha representam uma barreira geografica para a maioria das aves de Mata Atlantica.
Entretanto isto ndo seria um empecilho para A. cursor ja que ha registros da espécies nesse
Bioma (Pereira e Geise, 2007). As localidades do clado Norte amostradas no presente trabalho
compreendidas entre as latitudes 16-18°S e mais proximas a nascente do Rio Jequitinhonha
encontram-se em altitudes superiores a 700 m (Grdo Mogol, Turmalina e José Gongalves de
Minas), enquanto as recuperadas como clado Sul foram registradas em altitudes inferiores a
300 m (Joaima, Teixeira de Freitas e Porto Seguro) e mais distantes da nascente. Esses fatores
combinados explicam a distribuicdo longitudinal das populacdes dos clados Norte e Sul nesse
intervalo latitudinal (16-18°S). Registros mostram que A. cursor ocorre em areas de menores
altitudes, por volta de 800 m, enquanto em altitudes superiores a essa somente sua espécie irma
e criptica A. montensis é encontrada (Geise et al., 2005). Assim como a altitude contribui para a
distingdo de nichos ocupados por essas espécies irmas desde a sua diversificacdo estimada em
1,75 Ma (Coyner et al., 2013), ela também pode influenciar na distincdo intraespecifica
observada em A. cursor, cujo tempo de divergéncia entre Norte e Sul é estimado como inferior
a 1Ma (Smith e Patton, 2007).

A quebra filogeogréafica ndo é influenciada pelo cari6tipo

Os agrupamentos recuperados para A. cursor confirmam ndo haver qualquer relacdo de
exclusividade com o namero diploide dos individuos, contrariando dados de Geise et al. (2001).
Esses autores utilizando sequéncias do gene Cit-b também recuperaram dois clados
intraespecificos para A. cursor, um contendo individuos com caridtipo 2n=14 e 15 que

designaram como A. cursor e outros contendo apenas individuos com 2n=16, que associaram a
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um novo taxon, denominado Akodon aff. cursor. No entanto, Geise et al. (2001) utilizaram
individuos com 2n=16 exclusivos do norte de Minas Gerais (localidade 26), da Bahia
(localidade 11) e da Paraiba, enquanto as amostras com 2n=14 e 15 foram encontradas em
localidades do sul da Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Mais
tarde, Nogueira e Fagundes (2008) recuperaram dois agrupamentos Norte e Sul, cada qual
contendo exemplares com 2n=14, 15 e 16, sugerindo que 0s mesmos ndo se baseavam em
cariotipos exclusivos, e que um viés amostral nos trabalhos prévios poderiam ter levado a uma

interpretacdo equivocada dos dados.

Nossos dados também apoiam a estruturacdo geografica em A. cursor ndo relacionada a
cariotipos exclusivos, por considerar que: a) em ambos os clados tem-se registro das formas
2n=14, 15 e 16; b) ha registro de simpatria desses trés cariotipos em localidades do clado Norte
e do clado Sul; c) houve compartilhamento de haplétipos entre individuos com os trés nimeros
diploides para os genes COl e Cit-b (Anexo 2).

Outros estudos baseados em andlises do cari6tipo, Fagundes et al., (1997a) utilizaram
sondas teloméricas para identificar os mecanismos de alteragdo dos cromossomos envolvidos na
determinacdo do ndmero diploide e foi proposto que mecanismos envolvendo inversdo
pericéntrica seguida de fusdo céntrica seriam os responsaveis pela reducdo do nimero diploide
de 16 para 14 (em homozigose) ou 15 (heterozigose). Apesar disso, notou-se variacdo na
distribuicdo dos cariotipos: 94,4% das formas 2n=16 encontram-se localizadas no clado Norte,
enquanto 95% das formas 2n=14 estdo localizadas no clado Sul, com a fixa¢do de formas
cariotipicas distintas de acordo com o posicionamento geografico das populacGes. Esses autores
consideraram que as formas cariotipicas tratam-se de polimorfismos intraespecificos, pois
analises da meiose de pares heteromorficos evidenciaram mecanismos genéticos atuando de
modo a evitar a formacdo de gametas desbalanceados, e portanto, ndo impedindo cruzamentos

entre individuos de 2n distintos.

Taxas de divergéncia entre os clados Norte e Sul

Em estudos filogeograficos, dois principais aspectos da variabilidade intraespecifica do
DNAmMt sdo considerados: a quantidade de divergéncia genética entre os haplétipos e a
distribuicdo geografica dos clados monofiléticos (Avise, 2000). Ha exemplos de espécies que

exibem padrbes bem estruturados de subdivisdo de populagdes, outras que possuem pouca ou
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nenhuma estruturagdo filogeografica com baixa divergéncia genética, e algumas ainda que
apresentam pouca ou nenhuma estruturacdo filogeografica com altos niveis de divergéncia

genética, sendo essa Gltima mais rara (Avise et al., 1987).

Estudos filogeograficos em A. cursor realizados com o gene Citocromo b (Geise et al.,
2001, Nogueira e Fagundes, 2008, Barros et al., 2009, Colombi et al., 2010) tem revelado
estruturacdo geografica com distancia genética consideravel entre as populacGes. No presente
estudo, a divergéncia genética entre os clados Norte e Sul foi de 4,4% para COI e de 2,5% para
Cit-b. Taxa semelhante de divergéncia (2,6%) foi encontrada por Valdez ¢ D’Elia (2013) em
estudos intrapopulacionais de A. montensis com o gene Cit-b.

Estudos mais amplos tém detectado que em vertebrados taxas superiores a 8% e 7% para
COlI e Cit-b, respectivamente, estdo associadas a divergéncia interespecifica (Johns e Avise,
1998; Agrizzi et al., 2012; Hebert et al., 2004). Bradley e Baker (2001) afirmaram que, para
sequéncias de Cit-b, valores de distancia genética entre 2 e 11%, interpretadas conforme a
distribuicdo geografica, podem indicar populacGes de uma mesma espécie ou espécies distintas,

requerendo investigacbes mais a fundo para validar ou ndo o status de espécie.

Variacdo de sequéncias do gene Cit-b em diferentes espécies sul-americanas do género
Akodon revela que intervalo de divergéncia entre 1% e 8% pode ser encontrado dentro de
espécies que apresentam variacdo geografica, como é o caso de A. cursor, e que essa variacao
pode chegar a 21% entre espécies desse género (Smith e Patton, 1991). Assim, a variacdo entre
os clados Norte e Sul é interpretada como interpopulacional, ndo descartando que em outras
abordagens o isolamento das populacOes e a tendéncia ao aumento na diversificacdo entre 0s
grupos deve ser considerado, exigindo uma interpretacdo mais ampla sobre a diversificacdo em

A. cursor.

Smith e Patton (2007) calcularam que a diversificacdo entre os clados Sul (por eles
chamado de A. cursor) e Norte (por eles chamado A. aff. cursor) teria ocorrido ha 1 Ma.
Alguns exemplares designados como A. aff. cursor (2n=16) utilizados por esses autores foram
utilizados no presente estudo e recuperados como clado Norte. Logo, podemos afirmar que ha
suporte para a estruturagdo geografica proposta por Nogueira e Fagundes (2008) e que 1 Ma é o
tempo de divergéncia entre os clados Norte e Sul.

Os valores de Fst entre todas as populagdes foi elevado (acima de 0,45) e, aliados aos

resultados de AMOVA, confirmam o cendrio de estruturagdo geogréfica e isolamento



47

populacional que ndo corresponde, necessariamente, a um padrdo de isolamento por distancia, ja
que exemplares de localidades muito préximas, dentro do intervalo latitudinal 16-18°S foram

recuperados em agrupamentos distintos.

Expansédo populacional ao sul e equilibrio ao norte

Nossos dados revelaram valores elevados de diversidade haplotipica (dH > 0,5) e
nucleotidica (m > 0,005) para os agrupamentos Norte e Sul, sendo a diversidade haplotipica em
populagdes Sul maior que em Norte. Segundo Grant e Bowel (1998) populagdes com valores
elevados de dH e m podem representar populacdes com estabilidade populacional e longa

historia evolutiva, ou ainda podem ter tido contato secundario com outras linhagens.

Sinais de equilibrio populacional também foram recuperados nas populacGes Norte a
partir da distribuicdo mismatch e dos testes de neutralidade, que embora tenham apresentado
valores negativos ndo tiveram suporte estatistico (p>0,05). Em contrapartida, a distribuicéo
mismatch e os valores negativos e significantes de Fs de Fu e D de Tajima se contrapuseram aos
dados de dH e =, coincidente com a distribuicdo bimodal observada. Nesse caso, os elevados
valores de dH e = poderiam refletir um contato secundario com outras linhagens, elevando a
diversidade dentro de cada curva unimodal. O teste SSD e o indice R de Harpending também

sdo consistentes com a hipétese de equilibrio populacional ao Norte e expansao ao Sul.

Nesse sentido, o caridtipo contribui para o entendimento desse processo de divergéncia
observado em nivel molecular. Estudos tém mostrado que em A. cursor o cariétipo 2n=16 é a
condicdo ancestral sendo a forma que divide com A. montensis menor nimero de rearranjos
cromossémicos, quando comparado a 2n=14, no processo de diferenciacdo entre essas espécies
(Fagundes et al., 1997a). Assim, desde a diversificacdo de A. cursor e A. montensis, ha cerca de
1,75 Ma (Coyner et al., 2013), linhagens de A. cursor ocuparam toda a costa leste brasileira se
estabelecendo do Parana até a Paraiba. Os estoques da forma 2n=16, a Unica registrada em
populacbes de Pernambuco e da Paraiba (7-10°S) relevam que estas populagGes do extremo
norte da distribuicdo da espécie retiveram o caridtipo ancestral da espécie e se encontram,
atualmente, geograficamente separadas das demais populagbes do clado Norte por extensas
areas abertas ao norte da Bahia.

O caridtipo 2n=14 esta presente predominantemente nas popula¢Ges Sul, logo, os

rearranjos cromossémicos que deram origem a forma heterozigota 2n=15 e a forma 2n=14
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surgiram no centro-sul da &rea de distribuicdo da espécie, fixando-se na regido do extremo norte

do clado sul, no Espirito Santo.

Acredita-se que o surgimento do cariétipo 2n=15, através de rearranjos complexos
envolvendo inversdes pericéntricas e fusdo céntrica de dois pares autossomicos (Fagundes et al.,
1997a), tenha deflagrado o inicio de um processo que levou a fixa¢do da forma 2n=14 ao sul,
em sobreposicdo a forma basal 2n=16, que tem se mostrado bastante rara e com alguns poucos
estoques nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e/ou Parand (Manduca, 2008; Yonena-
Yassuda, 1979; Fagundes et al., 1998; Shalqueiro e Nascimento, 1996).

Considerando-se que 2n=14 ¢ a forma derivada do caridtipo de A. cursor, e que essa
forma impd&e maior distingdo genética com A. montensis (2n=24) nas localidades onde ocorre
em simpatria, tem-se maior favorecimento na distin¢cdo de ambas espécies, ainda consideradas

cripticas.

Recente hipotese, denominada Mata Atlantida, foi proposta para explicar os padrdes de
distribuicdo da biodiversidade na Mata Atlantica (Leite et al., 2016). A partir da utilizacdo de
modelos de distribuicdo de espécies com simulacdes de coalescéncia baseadas em sequéncias do
gene Citocromo-b os autores propuseram que durante o ultimo glacial teria havido expansdo da
adequabilidade das condic¢des climaticas para a plataforma continental, favorecendo a expansdo
das florestas nessas areas e, em consequéncia, de espécies de marsupiais e roedores a ela
associados. Dado que a plataforma continental apresenta grandes extensdes (a partir da costa)
entre as latitudes 18-26°S, pode-se considerar que populagBes Sul tiveram ampla area para se
expandir durante o Ultimo glacial maximo, o0 que gerou uma assinatura de expansdo. A
localidade de Una, recuperada como clado Norte estd um pouco mais ao norte da latitude 18°S,
mas em uma area propicia a imigracdo das populacdes em expansdo do Sul, causando um
contato secundario entre essas populac@es, o que explicaria o compartilhamento de haplotipos
entre Norte (especificamente Una) e Sul, pela elevada diversidade nucleotidica e curva bimodal

encontrada no Sul.

A hipo6tese amplamente utilizada para se compreender a diversidade bioldgica € a dos
Refugios Pleistocénicos, que prediz o oposto da recém-lancada hipotese da Mata Atlantida.
Segundo essa hipdtese, os refugios funcionaram como ilhas de florestas densas e Umidas
isoladas por vegetagdo aberta. Essas florestas se retrairam durante periodos glaciais (formando
os reflgios) e se expandiram durante os periodos interglaciais, mais quentes, enquanto a

vegetacdo de areas abertas se comportou de maneira antagbnica (Carnaval e Moritz, 2008).



49

Trabalhos de filogeografia da Mata Atlantica tém apontado trés &reas de descontinuidade,
associadas a refugios florestais pleistocénicos, recorrentes para grupos diferentes de organismos:
abelhas (Batalha-Filho et al., 2010), anfibios (Carnaval et al., 2009; Thomé et al., 2010), répteis
(Pellegrino et al., 2005; Grazziotin et al., 2006), aves (Cabanne et al., 2007, 2008), morcegos
(Martins et al., 2007) e plantas (Ribeiro et al., 2010). Essas descontinuidades ocorrem: a)
coincidente com o Rio Sdo Francisco (entre Bahia e Pernambuco); b) coincidente com o Rio
Doce (abrangendo o Espirito Santo e Minas Gerais); e ¢) proximo ao Vale Paraiba do Sul (em
Sdo Paulo) (Carnaval et al., 2009). No entanto, nossos dados de diferenciacdo entre Norte e Sul
ndo sdo coincidentes com qualquer dessas descontinuidades, muito embora dentro do clado
Norte seja preciso investigar se ha diferencas entre as populagdes isoladas da Paraiba e
Pernambuco daquelas localizadas na Bahia e norte de Minas Gerais. Além disso, Colombi et al.

(2010) ja descartaram a acdo do Rio Doce atuando como barreira ao fluxo génico em A. cursor.

Outras hipoteses que buscam explicar o processo de diversificacdo das espécies sdo: 1) a
hipdtese de rios como barreira ao fluxo génico para animais terrestres, proposta inicialmente por
Wallace (1852), na qual rios surgem como barreira primaria de eventos vicariantes que levam a
especiacdo (Patton et al., 2000); 2) a hip6tese de diversificagdo por tectonismo (Cracraft, 1985;
Silva e Straube, 1996), na qual o evento de especiacdo ocorre como consequéncia de atividade
tectdnica que leva a vicariancia entre populacGes de uma espécie; 3) a hipotese de gradientes
ecologicos (Smith et al., 1997; Smith et al., 2001), na qual a diversificacdo pode ocorrer em
parapatria, na qual a diferenciacdo entre espécies ou linhagens pode ocorrer devido a diferentes

pressdes seletivas atuantes em ambientes diferentes e adjacentes.

A hipotese de rios como barreiras foi proposta a partir estudos com primatas da
Amazonia, envolvendo rios amazonicos profundos e de grande extensdo entre as margens. Em
A. cursor observou-se que a estruturacdo genética encontrada corresponde a dois clados
delimitados pelo rio, muito embora esse rio apresente menores dimensdes e esteja associado a
separacdo de cadeias de montanhas, ao contrario dos rios amazo6nicos que sdo meandricos e de
maiores extensdes entre as margens. No entanto, o que aqui se propde nao é que o rio (ou Vale)
Jequitinhonha seja o responsavel pela origem da diversificacdo em A. cursor, mas que veio a se
tornar uma barreira secundaria de impedimetno ao fluxo génico, promovendo a diferenciacao

das populagdes do Norte e Sul.
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CAPITULO 2

CRUZAMENTOS EXPERIMENTAIS NAO
DEMONSTRAM ISOLAMENTO
REPRODUTIVO EM POPULACOES DE

AKODON CURSOR SEPARADAS POR
QUEBRA FILOGEOGRAFICA



57

RESUMO

Akodon cursor se distribui pela costa Atlantica brasileira e apresenta diversidade
cariotipica elevada, com 31 cariotipos e trés nimeros diploides (2n=14, 15 e 16). O cari6tipo
2n=16 carrega os pares 1 e 3 submetacéntricos, 2n=14 possui um grande par metacéntrico
formado pela fuséo dos pares 1 e 3 e 2n=15 apresenta a forma intermediaria, carregando um
cromossomo metacéntrico grande e um de cada cromossomo 1 e 3. Estudos meidticos sugerem
que individuos 2n=15 sdo férteis e capazes de recuperar as formas homozigotas quando se
intercruzam. A partir de sequéncias génicas dois agrupamentos monofiléticos foram
recuperados para a espécie, clados Norte e Sul, cada qual representado por individuos com as
trés formas cariotipicas. Considerando a divergéncia genética entre Norte e Sul, a evidente
quebra filogeografica e o compartilhamento das formas cariotipicas em frequéncias distintas
em cada clado, algumas questbes foram levantadas a respeito dos fatores que mantém a
distincdo molecular das populacbes e que papel o cariétipo desempenharia na diferenciacao
entre Norte e Sul. No presente estudo, alguns pardmetros da reproducdo de A. cursor, como
sucesso reprodutivo (SR) e tamanho da ninhada (TN), foram avaliados considerando diferentes
combinacgbes de formas parentais (2n e clado) em cruzamentos experimentais entre individuos
coletados na natureza (matrizes) em localidades dos clados Norte e Sul, e seus descendentes
gerados em cativeiro. Os cruzamentos foram realizados entre julho/2013 a agosto/2015, a partir
de uma amostra de 33 individuos matrizes e seus descentes de geracdes Fi, F, e F3. Os
resultados foram analisados considerando-se os cruzamentos entre individuos de mesmo clado
(intraclado) e clados distintos (inteclado), e entre individuos com nameros diploides diferentes
e teve como objetivo verificar a existéncia isolamento reprodutivo entre clados Norte e Sul e/ou
entre as formas 2n=14 e 2n=16. Foram realizados 185 cruzamentos, com sucesso reprodutivo
(SR) total de 45,4%, média geral de 3,69 descendentes por ninhada e total de 310 descendentes
nascidos em cativeiro. Individuos 2n=15 sdo férteis, porém com SR reduzido, principalmente
quando a fémea é portadora dessa condicdo heterozigota. Nenhum cruzamento entre 2n=15 e
2n=16 gerou descendentes e o SR foi significativamente maior quando individuos 2n=15
intercruzaram com individuos 2n=14. N&o houve variagdo de tamanho da ninhada (TN) nas
diferentes combinagdes entre os cariétipos. Individuos com 2n=15 formam gametas n=7 e n=8
e possuem o potencial de recuperar as formas 2n=14 e 2n=16. Cruzamentos entre individuos de
mesmo numero diploide tendem a ser mais bem sucedidos que entre individuos de numeros

diploides distintos. O SR foi menor a medida que descendentes gerados em cativeiro
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participaram como parentais em novos cruzamentos, sendo essa diferenca significativamente
maior em cruzamentos intraclado Sul. Os cruzamentos interclado ndo mostraram diferencas
significativas no SR e TN quando comparados com 0s cruzamentos intraclado, embora 0s
descendentes de cruzamentos interclado que participaram como parentais em novos
cruzamentos apresentaram maior SR e TN que exemplares intraclado. Nossos dados séo
inéditos e comprovam a fertilidade reduzida dos individuos com 2n=15, sendo que essa

condicdo quando ocorre nas fémeas € mais prejudicial do que quando esta presente nos machos.
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INTRODUCAO

Akodon cursor (Winge, 1887) € uma espécie de roedor da familia Sigmodontinae que
apresenta diversidade molecular e cariotipica elevadas, e esta distribuida ao longo da costa leste
brasileira, do norte da Paraiba até o norte do Parana (Maia e Langguth, 1981; Sbalqueiro e
Nascimento, 1996; Gentile et al., 1997; Fagundes et al., 1998; Paresque et al., 2004; Nogueira
e Fagundes, 2008; Barros et al., 2009; Colombi, 2010).

O mapeamento da diversidade genética com estudos de alozimas (Rieger et al,. 1995) e
de sequéncias do gene mitocondrial Citocromo b (Geise et al., 2001; Nogueira e Fagundes,
2008) confirmam a estruturacdo em dois grupos definidos geograficamente. O grupo Norte é
formado por populacdes localizadas entre as latitudes 7-18°S, e o clado sul é formado por
populagdes compreendidas entre as latitudes 16-26°S (Cap.1).

Do ponto de vista cariotipico, ja foram descritos trés numeros diploides (2n=14, 15 e
16) e nove nameros de bracos autossdmicos (NF=18 a 26), que combinados resultaram em 31
cariotipos distintos (Fagundes et al., 1998 ; Pereira e Geise, 2007; Colombi, 2010). Os nimeros
diploides variam devido a um rearranjo complexo envolvendo inversdes pericéntricas e fuséo
céntrica dos pares submetacéntricos médios 1 e 3, gerando um par de metacéntrico grande
(1+3). O cariotipo basico com 2n=16 possui 0s pares 1 e 3, 2n=14 possui 0 par metacéntrico
grande 1+3 e 2n=15 possui um cromossomo 1+3 e cada um dos cromossomos 1 e 3. Os pares
2, 4 e 6 variam em decorréncia de inversdes pericéntricas convertendo as formas meta ou
submetacéntricas em acrocéntricas, sendo possivel encontrar pares acrocéntricos,
heteromorficos e metacéntricos. O uso de padrbes de bandeamento G e de hibridacdo de sondas
teloméricas permitiu identificar completa homologia entre os cariétipos de 14, 15 e 16,
sugerindo 2n=15 como a condi¢do intermedidria, heterozigota para o rearranjo envolvendo 0s
pares 1 e 3. A forma 2n=16 associda aos pares 2, 4 e 6 sub/metacéntrica constitui o cariétipo
ancestral da espécie (Fagundes et al., 1997a, 1997b).

Embora a variacdo cariotipica ocorra ao longo da distribuicdo da espécie, ha registros de
simpatria envolvendo dois ou mais nimeros diploides: 2n=14, 15 e 16 em Una, Bahia (clado
Norte), em Iguape e Cananéia, Sdo Paulo e na Baia de Guaraquecgaba, Parana (clado Sul)
(Sbalqueiro e Nascimento, 1996; Fagundes et al., 1998). Os cariétipos com 2n=14 e 2n=15
ocorrem em simpatria em S&o Paulo e Rio de Janeiro (Yonenaga-Yassuda, 1979; Fagundes et
al., 1998) e as formas 2n=14 e 2n=16 em Minas Gerais (Manduca, 2008; Colombi, 2010). Em
populacbes da Paraiba e de Pernambuco s6 ha registro da forma 2n=16 (Maia e Langguth,
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1981; Fagundes et al., 1998; Rieger et al., 1995; Oliveira e Langguth, 2004), enquanto 2n=14 é
a forma exclusiva no Espirito Santo (Paresque et al., 2004; Nogueira e Fagundes, 2008;
Colombi et al., 2010).

Estudos meidticos sugerem que os portadores da forma 2n=15 ndo apresentam
problemas decorrentes de segregacdo desigual dos cromossomos 1, 3 e 1+3 (que se organizam
como um trivalente na préfase 1), ou desbalanco na frequéncia de formacdo de células em
metafase 1l com n=7 e n=8 (Yonenaga-Yassuda, 1979). Os portadores de pares heteromorficos
2, 4 e 6 também ndo sofrem prejuizos na formacdo do gameta devido a ajuste sindptico ou
supressdo de crossing over em segmentos invertidos (Fagundes et al., 1998). Baseando-se
nesses achados celulares, foi proposto que os individuos 2n=15 seriam férteis, com capacidade
de se intercruzarem e cruzarem com as formas homomaorficas, gerando descendentes férteis e
garantindo a manutencdo dos niveis elevados de polimorfismos cariotipicos. Esse conjunto de
evidéncias deu suporte a proposta de que todas as populagdes, independente das formas
cariotipicas variantes e da diversidade molecular, pertenciam a Unica espécie, A. cursor.

Contudo, a diversificacdo genética de A. cursor em clados Norte e Sul (Cap. 1) sugere
que ha fator(es) que impede(m) o cruzamento indistinto entre essas populagdes. Devido a
ocorréncia das trés formas cariotipicas nos dois clados, acreditava-se que o cariétipo nao teria
influéncia sobre essa diversificacdo (Nogueira e Fagundes, 2008), muito embora haja diferenca
na frequéncia com que as formas cariotipicas se distribuem ao longo da area de ocorréncia da
espécie (Fagundes et al., 1998).

Estudos envolvendo cruzamentos em cativeiro tem potencial de revelar a capacidade de
geracdo de descendentes e avaliar potenciais isolamentos reprodutivos pré e pos-zigoticos,
capazes de contribuir para o entendimento do processo de diversificacdo genética em A. cursor.
Shalqueiro e Nascimento (1996) mencionaram a realizacdo de cruzamentos entre individuos
com 2n=15, recuperando as trés formas cariotipicas. Os primeiros dados da literatura que
apresentam o padrdo de segregacdo de homologos, baseado em cruzamentos experimentais de
individuos de S&o Paulo e Rio de Janeiro com 2n=14 e diferentes heteromorfismos dos pares 2
e 4, mostraram um padrdo mendeliano de segregacdo dos cromossomos (Fagundes et al.,
1998). Ainda, ha registros de cruzamentos experimentais em A. cursor de populacdes do Rio de
Janeiro, S8o Paulo e Minas Gerais (clado Sul), porém voltados para a compreensdo do padrao
reprodutivo da espécie (Pereira et al., 1993; Gentile et al., 1997; Bergallo e Magnusson, 1999;

D’Andrea et al., 1999; Gentile et al., 2000; Feliciano et al., 2002), mas em nenhum desses
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casos foi mencionado o cariotipo dos espécimes que participaram dos experimentos ou da prole
gerada.

Ante 0 exposto, o presente estudo verificou se a origem geogréafica ou o nimero diploide
do parental influencia no sucesso reprodutivo e tamanho da ninhada em A. cursor, utilizando-se
cruzamentos experimentais entre individuos coletados na natureza e seus descendentes gerados

em cativeiro.

MATERIAIS E METODOS

Amostra

Foram realizadas cinco excursdes para coleta de animais vivos, cada qual com 14 dias
de duracdo: duas campanhas em Una/Ba, uma campanha para Iguape/SP, duas campanhas para
Cananéia e Ilha Comprida/SP entre os periodos de maio/2013 a junho/2014. Outros
colaboradores contribuiram fornecendo exemplares vivos coletados em quatro localidades no
Espirito Santo: Castelo, Santa Teresa, Guarapari, Domingo Martins (Figura 2.1, Anexo 3). No
total, 33 individuos matrizes (M) de A. cursor foram utilizados como matrizes nos cruzamentos
experimentais, sendo 20 exemplares do norte em (Una, Bahia) e 13 exemplares de quatro

municipios do Espirito Santo, totalizando 21 machos e 12 fémeas (Anexo 4).

Cariotipo

A informac&o cariotipica de todos os espécimes envolvidos em cruzamentos foi obtida a
partir de células de linfocitos cultivadas in vitro (com manuten¢do do animal vivo) ou de
medula dssea (com eutanasia do animal), seguindo protocolos adaptados de Rissino (2002) e
Fagundes et al. (1998), respectivamente. Cruzamentos especificos, incluindo parentais com
heteromorfismos dos pares 1/3, 2 e 4, forma utilizados para avaliar o padrdo de segregagéo

desses pares.
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Figura 2.1 - Mapa de distribuicdo dos exemplares de A. cursor representativos do clado Norte
(circulo vermelho) e do clado Sul (circulos azuis) utilizados como matriz nos cruzamentos
experimentais. O traco horizontal represena a quebra filogeografica e a area em cinza
corresponde aos limites de ocorréncia da espécie segundo IUCN. Para mais detalhes sobre as

localidades vide Anexo 3.

Cruzamentos Experimentais

As condic¢Oes de manutencdo e manuseio dos exemplares, assim como a realizagao dos
cruzamentos experimentais em cativeiro foram avaliadas e aprovadas pelo Comité de Etica da
UFES (Protocolo 07/2012). Os dados aqui incluidos envolveram experimentos realizados entre
julho de 2013 a agosto de 2015. As observacGes de sobrevivéncia se estenderam até dezembro
de 2015. Os cruzamentos experimentais continuam a ser realizados na Sala de Experimentacéo
Animal do Laboratorio de Genética Animal da UFES (LGA) visando dar continuidade aos
estudos nessa area.

A temperatura foi mantida em 24 + 2°C, e o ciclo de claro/escuro foi o natural da cidade
de Vitoria, ES. A agua foi fornecida ad libidum e a dieta dos animais foi baseada em laranja e
racdo especifica para roedores. Cada individuo foi mantido em uma caixa de polipropileno de
30x20x13 cm forrada com maravalha, enquanto os casais para copular e as fémeas
supostamente prenhes ou as lactantes permaneciam em caixas de 49x34x16 cm, também

forradas com maravalha e algod&o para a confeccdo de ninhos.
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A juncdo dos casais ocorreu no inicio da manha e o comportamento dos individuos foi
acompanhado pelas 5 horas seguidas, em intervalos de 30 minutos, para verificar a aceitacéo
mutua e identificar possiveis comportamentos agressivos. No caso de agressividade excessiva
ainda na primeira hora ap06s a unido do casal, os mesmos foram separados e retornavam para
caixas de contencéo individualizadas. Ndo havendo sinais de agressividade, o casal era mantido
junto por um periodo de 6 a 8 dias, com monitoramento didrio. Apos esse periodo, 0 macho era
retirado do contato com a fémea, retornando para caixa de contencdo individual, enquanto a
fémea permanecia na caixa de cdpula sob monitoramento por até 21 dias, tempo superior ao
estimado para a gestacdo na espécie (Pereira et al., 1993). A partir do 14° dia de separa¢do do
macho, as caixas onde estavam as fémeas supostamente prenhes foram checadas de uma a duas
vez por dia. Na auséncia de filhotes, a fémea também retornou para a caixa individual de
contencdo. Havendo filhotes, registrou-se a data de nascimento, 0 nimero de crias, 0 nimero
do cruzamento e os dados de origem e cari6tipo dos parentais. A prole permaneceu, no
minimo, 21 dias junto da mée até o completo desmame, apds o qual cada filhote foi transferido
para caixa individual de contencdo, com identificacdo do sexo e do cruzamento do qual se
originou.

Foram realizados 185 cruzamentos considerando-se a localidade de origem (Norte e
Sul) e o caridtipo (2n=14, 15 ou 16) de cada parental. Outros sete cruzamentos realizados nao
foram computados nas analises pois 0s parentais ndo tiveram o caridtipo determinado
(cruzamento intraclado Norte n°77 e cruzamentos interclado n® 20, 22, 33, 46, 47 e 48). Dentre
esses cruzamentos apenas Norte 77 e Interclado 48 geraram descendentes, sendo 3 machos e
um casal, respectivamente. Esses cinco exemplares também ndo foram incluidos nas analises
estatisticas (Anexo 5)

Do total de 81 possiveis combina¢des de cruzamentos realizaveis considerando variagao
do numero diploide e origem dos parentais, 26% delas foram realizadas (Tabela 2.1).
Descendentes F;, F, e F3 nascidos em cativeiro também participaram de cruzamentos apds
completarem 90 dias de vida, tempo estimado para se alcancar a maturidade sexual (Gentile et
al., 2000). Para cruzamentos intraclado Norte adotou-se a sigla “N”, para intraclao Sul a sigla

“S” e para cruzamentos interclado a sigla “E”.

Estimativa de sucesso reprodutivo (SR) e tamanho da ninhada (TN)

O SR foi definido pela capacidade do casal gerar pelo menos um descendente ap6s uma

tentativa de cruzamento, considerando como previsdo de nascimento até 28 dias a contar do
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primeiro dia de contato entre 0s parentais. A taxa de SR foi calculada pela raz&o entre nimero
de cruzamentos que geraram filhotes e nimero total de cruzamentos realizados.

Para o TN, considerou-se 0 numero de filhotes registrado na primeira checagem diéria
das caixas de contencdo, sempre no inicio da manhd, desconsiderando as possiveis mortes por

canibalismo ou outro fator ocorridas no intervalo entre checagens.

Tabela 2.1. Nimero de cruzamentos realizados em Akodon cursor, considerando a origem do
parental e cariétipos (2n=14, 15 e 16). Em preto, cruzamentos intraclados entre individuos de
mesmo 2n; em cinza, cruzamentos intraclados entre individuos de 2n diferente e em branco,

cruzamentos entre individuos de clados distintos.

. N a8 3E
Parentals 15 16 (14 15 16 | 14 15 16| '°o@
BENTY > FERFTNY 3 73
2 [15] 5 ol 33 28
16
EAERERE 2 1 55
o |15 |
16
NFEEE 3 1 28
o |15 N . 1]
16
Total | 44 36 16 | 62 25 2 185

Diferencas significativas de SR entre 0s grupos, baseados em clados e cari6tipos, foram
estimadas usando o teste do x°. Para o TN, foram calculadas média, desvio padréo, valores
maximo e minimo e realizada andlise de variancia (ANOVA) a fim de identificar diferencas
significativas entre grupos. O nivel critico de significAncia considerado em ambos os testes foi

de 5% e as analises realizadas no software SPSS®.

Verificando a influéncia das geracdes no SR e TN

Considerando que descendentes F;, F, e F3 foram incluidos no calculos de SR e TN,
incialmente foi avaliado se esses valores foram influenciados pelas geraces quando parentais
matrizes e descendentes (em geracgdes diferentes) participavam dos cruzamentos. Para tanto,
nessa andlise, utilizou-se somente cruzamentos nos quais ambos parentais possuiam 2n=14,
visando verificar a influéncia das geracdes nos resultados. Os parentais foram classificados

como matrizes (M), descendentes intraclado, ou seja, prole de cruzamentos intraclado (Norte:
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F1, F, ou F3 e Sul: F;) ou descendentes interclado, ou seja, prole de cruzamentos entre
individuos dos clados Norte e Sul (M Norte, F1/2/3 Norte, M Sul, F; Sul).

Verificando a influéncia do cariétipo no SRe TN

Nessa analise as combinagdes de cruzamento levaram em consideracdo o cariétipo e o
clado de origem dos individuos. Assim, os parentais de cada cruzamento foram identificados
como 14" (individuo 2n=14 coletado na natureza no clado Norte ou resultado de cruzamento
intraclado Norte) e 14° (individuo 2n=14 coletado na natureza no clado Sul ou resultado de
cruzamento intraclado Sul), e assim por diante. Para as formas 2n=15 e 2n=16, participaram
dos cruzamentos apenas individuos 15" e 16", ja que individuos 15° e 16° ndo foram obtidos
na natureza ou em cativeiro. Descendentes de cruzamentos (F1, F, ou F3) cujos parentais eram

de clados distintos (intErclado), foram designados como 14%, 15F ou 16F.

RESULTADOS

Dentre os 20 individuos matrizes de Una/BA (clado Norte) registrou-se as formas
2n=14 (85%), 2n=15 (10%) e 2n=16 (5%), enquanto os 13 individuos do clado Sul
apresentaram 2n=14. Embora tenha-se feito grande esforgo de coleta, ndo foram obtidos
individuos com 2n=15 e 2n=16 em localidades do sul onde havia registro de sua ocorréncia
(Iguape e Cananéia, SP). Assim, estavam disponiveis para 0S cruzamentos experimentais
matrizes 14", 15", 16" e 14°,

Dos 185 cruzamentos utilizados nas andlises, 81 foram intraclado Norte, 42 intraclado
Sul e 62 interclado, totalizando 310 descendentes dos quais 286 concluiram o desmame e
puderam ser sexados (Tabelas 2.1 e 2.2). Dos 81 cruzamentos intraclado Norte nasceram 115
descendentes, dos quais 80,0 % concluiram a lactacdo, e dos 42 cruzamentos intraclado Sul
nasceram 56 filhotes, com taxa de sobrevivéncia apds a lactacdo de 91,1%. De 62 cruzamentos
interclado nasceram 139 exemplares, sendo que 95,7% completaram o desmame.

Dos 81 cruzamentos intraclado Norte, 19 foram realizados entre matrizes e 62
envolveram descendentes F;, F, e F3 (entre si ou combinados com matrizes). Dos 42
cruzamentos intraclado Sul, 19 ocorreram apenas entre matrizes e nos demais participaram
individuos gerados em F; combinados entre si ou com um parental matriz. Em cruzamentos
intercalado, 11 casos ocorreram entre matriz Norte x matriz Sul, e em 51 casos participaram

como parentais individuos Fi, F, e F;3 do clado Norte, F; do clado Sul e também descentes
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interclado F; e F,, em vérias combinagdes. Foram gerados 139 descendentes, dos quais 133
concluiram o desmame.

Dos descendentes que tiveram o cariétipo determinado, 90,1 % possuiam 2n=14, 9,5%
apresentaram 2n=15 e 0,4% tinham 2n=16. Destes, 97 participaram como parentais em

cruzamentos experimentais intra e interclado apds atingirem a maturidade sexual (Tabela 2.2).

Padréo de seqregacdo dos pares heteromorficos

Foram avaliados os padrfes de segregacdo dos pares heteromdrficos 2, 4, 1 e 3 (Tabela
2.3). Dentre os descendentes de cruzamentos 2n=14x2n=14, 230 apresentaram 2n=14 e uma
fémea (0,4%) apresentou 2n=13 decorrente de monossomia do cromossomo X. Do mesmo
modo, todos 0s cruzamentos entre parentais 2n=14 e 2n=16, resultaram em 100% da prole com
2n=15.

Tabela 2.2 — Numero de individuos matriz, descendentes gerados em cativeiro e numero de
parentais envolvidos nos cruzamentos de Akodon cursor considerando clado de origem (Norte,
Sul e Interclado) e nimero diploide (2n). ND=numero diploide ndo determinado.

Matriz* Descendente*
Clado 2n Participaram como Vivos apds Participaram como
parental em cruzamentos desmame (21 dias)!  parental em cruzamentos
14 17 16 62 (-2) 26
Norte 15 2 2 21 13
16 1 1 1 -
ND - - 10 3
Sul 14 13 13 51 16
14 - - 118 33
Interclado 15 - - 3 3
ND - - 15 (-3) 3
TOTAL 33 32 281/276 97

! = exemplares, inicados entre paréntesis, que ficaram de fora da analise estatistica pelo fato do cari6tipo dos parentais néo ter sido

determinado.

Dos cruzamentos do clado Norte envolvendo parentais fémea 2n=14 e macho 2n=15,
20% da prole apresentou 2n=15, 27% apresentou 2n=14 e 43% dos descendentes ndo tiveram o
cariotipo analisado. Dos cruzamentos Interclado envolvendo parentais fémea 2n=14 e macho
2n=15, 28% apresentaram 2n=15, 28% apresentou 2n=14 e 46% dos descendentes n&o tiveram
0 cariotipo analisado. A proporcdo de descendentes 2n=14 e 2n=15 atendeu a relagédo de 1:1,
obedecendo ao padréo de segregacdo mendeliano.

Por outro lado, no caso especifico de cruzamentos intraclado Norte envolvendo fémea

2n=15 e macho 2n=14, foram gerados 62% de descendentes com 2n=14 e 25% com 2n=15,
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associado a um desvio da proporg¢do 1:1 para maior nimero de machos. Porém, cabe destacar
que esse arranjo analisado gerou somente 8 descendentes e o desvio na propor¢do pode ser
estocastico. Apenas um cruzamento 2n=15x2n=15 teve sucesso, e nele foram gerados dois
filhotes, um macho com 2n=15 e uma fémea com 2n=16 (Tabela 2.3).

Em cruzamentos em que foi possivel avaliar a segregagdo dos pares 2 e 4 (Tabela 2.4)
observou-se que a segregacao dos pares heteromorfico seguiu um padrdo mendeliano, com

segregacdo independente de cada par.

Tabela 2.3 — Proporcdo de descendentes considerando a segregacdo dos cromossomos 1, 3 e
1+3 conforme clado de origem (Norte, Sul e Interclado) e nimero diploide (2n) dos parentais.

ND=numero diploide ndo determinado.

Parental Prole
Clado = =
fémea  macho 2n n razao sexual
14 14 2n=14 50 (98%) 31M, 19F
2n=13 (X0) 1 (2%) 1F
2n=15 3 (20%) 2M, 1F
14 15 2n=14 4 (27%) 2M, 3F
ND 7 (46%) 2M, 5F
Norte 14 16 2n=15 15 (100%) 9M, 6F
2n=14 5(62,5%) 1M, 4F
15 14 2n=15 2 (25%) 1M, 1F
ND 1(12,5) 1M
2n=16 1 (50%) 1F
15 15 2n=15 1 (50%) 1M
Sul 14 14 2n=14 51 (100%) 28M, 19F
14 14 2n=14 129 (98%) 66M, 63F
Interclado 2n=15 2 (28%) 1M, 1F
14 15 2n=14 2 (28%) 1M, 1F
ND 3 (43%) 1M, 2F

CRUZAMENTOS CONSIDERANDO A INFLUENCIA DAS GERACOESNO SRE TN

Inicialmente, pretendeu-se avaliar se 0 SR e o TN sofriam alteracdo caso 0s parentais
fossem individuos matrizes ou descendentes gerados em cativeiro. Para tanto, analisamos 0s
cruzamentos envolvendo matrizes e todos os descendentes, considerando a origem dos

parentais, sem considerar variagdes cariotipicas.

Para que eventuais interferéncias dos diferentes cariotipos ndo alterassem o resultado,

essa analise envolveu somente individuos com 2n=14. Os cruzamentos foram organizados em
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33 grupos de acordo com o clado de origem de cada parental (intrAclado — Al a All e
intErclado — E1 a E22) (Tabela 2.5).

Tabela 2.4 — Proporcdo de descendentes considerando a segregacdo dos cromossomos 2 e 4
em cruzamentos organizados por clado de origem e nimero diploide (2n) dos parentais. A=par
de cromossomos acrocéntricos; S=par de cromossomos submetacéntricos; M=par de
cromossomos metacéntricos; H=par heteromérfico, formado por um cromossomo acrocéntrico

e outro metacéntrico ou submetacéntrico.

Parentais

Clado 5 5 prole %

Norte 2n=14, 2A,4M 2n=14, 2H, 4A 2n=14, 2H, 4H 2 66
2n=14, 2H, 4H 1 33
2n=15, 2H, 4H 2n=14, 2A, 4M 2n=15, 2A, 4H 1 33
2n=14, 2A, 4M 2 66
2n=14, 2A, 4M 2n=15, 2H, 4H 2n=14, 2A, 4H 1 50
2n=15, 2H, 4H 1 50
2n=15, 2H, 4H 2n=14, 2H, 4M 2n=14, 2A, 4H 2 50
2n=14, 2S, 4H 1 25
2n=15, 2H, 4M 1 25
2n=15, 2S, 4H 2n=15, 2H, 4H 2n=15, 2H, 4M 1 50
2n=16, 2H, 4A 1 50
2n=14, 2H, 4H 2n=15, 2A, 4H 2n=15, 2A, 4A 2 33
2n=14, 2A, 4A 1 66

2n=14, 2H, 4H 2n=16, 2H, 4H 2n=15, 2S, 4H 1 100
2n=14, 2A, 4M 2n=14, 2H, 4A 2n=14, 2H, 4H 2 50
2n=14, 2A, 4H 2 50
2n=14, 2H, 4H 2n=16, 2H, 4H 2n=15, 2A, 4H 1 50
2n=15, 2S, 4A 1 50
Interclado  2n=14", 2H, 4H 2n=14% 2A, 4A 2n=14, 2A, 4A 2 50
2n=14, 2A, 4H 1 25
2n=14, 2H, 4A 1 25
2n=14°, 2H, 4H 2n=14N, 2A, 4M 2n=14, 2A, 4H 1 50
2n=14, 2H, 4H 1 50

2n=14° 2H, 4H 2n=16", 2H, 4H 2n=15, 2H, 4H 1 100
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Tabela 2.5 — Sucesso Reprodutivo (SR) e tamanho da ninhada (TN) de individuos matriz (M) e

de descendentes gerados em cativeiro (F1, F2, F3) com 2n=14 que participaram como parentais

de cruzamentos intrAclado (A) e intErclado (E).

CRUZAMENTOS TAMANHO NINHADA
TIPO M
1 SEM Com 2 X MiN-
x4 ToTAL FILHOTE  FILHOTE SR ToTAL  MEDIA (D.P) MAX
Al MVx MV 13 4 9 69,23% 29 2-5
A2 FMNxmN 6 2 4 66,67% 15 2-5
w| A3 FONx NN 1 1 0 0,00% 0 -
o |E|Aas FENMxMmM 8 5 3 37,5% 11 2-5
2 2] A5 MVxFMN 1 1 0 0,00% 0 -
_| A6 NNy NN 2 1 1 50,00% 1 1
S AT RMNXEMN 1 0 1 100,0% 4 4
E A8  MSxM® 19 8 11 57,89% 39 1-6
S |4l A9 F1SxM® 12 10 2 16,67% 11 4-7
— |3| Al0 MExF1¥¢ 2 2 0 0,00% 0 -
All F1Sx F15¢ 9 7 2 22,22% 6 3-3
El MNxM 6 4 2 33,33% 7 2-5
E2  MSxMN 1 0 1 100,0% 2 2
E3  FMNxMS 4 3 1 33,33% 4 4
E4  FxmM 1 1 0 0,00% 0 -
E5 FNMNxMmS 3 1 2 66,67% 9 4-5
E6  FVNxFSS 1 1 0 0,00% 0 -
E7  FNMSxmN 3 0 3 100,0% 15 5-5
E8  MVxF™S 2 2 0 0,00% 0 -
o E9  FMSxwm® 2 0 2 100,0% 11 5-6
a E10 FMSxFMS 4 0 4 100,0% 13 2-5
5 E1l  FSxFSN 2 1 1 50,00% 4 4
O E12  F,VNSx MmN 1 0 1 100,0% 5 5
o E13 F,NNxMS 1 0 1 100,0% 5 5
L S NSxNS
[ El4 MSxF, 2 1 1 50,00% 7 7
=z E15 FNNx NS 1 0 1 100,0% 4 4
E16 FNSxFNSS 4 2 2 50,00% 9 4-5
E17 FNSxE,NMNS 3 1 2 66,67% 8 35
E18 F,Sx F,NSSN 2 0 2 100,0% 7 3-4
E19 F,NSxFNS 1 0 1 100,0% 3 3
E20  FNSSNy NS 1 0 1 100,0% 1 1
E21  F,NSNx NS 1 0 1 100,0% 4 4
E22 F,NSx p NSSN 1 0 1 100,0% 3 3

TOTALA+E

1 N
Fy

de matriz NxS e & de matriz SxN

*Porcentagem de cruzamentos em que pelo menos um descendente foi gerado.

63

'=descendente F, de parentais matriz, sendo @ Norte e & Sul; F,

52,07%
N

237

3,76 (+1,388)
“=descendente F, de parentais F;, sendo ¢

1-7

Ha diferencas do SR e TN quando os cruzamentos envolvem matrizes ou geracfes de

diferentes niveis de descendentes (F1, F, e F3) em cruzamentos intraclado?

Foram realizados 31 cruzamentos entre individuos 2n=14 do clado Norte (Al a A7,

Tabela 2.5), sendo que 42% ocorreram exclusivamente entre parentais matriz (Al), 22,5%
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envolvendo descendentes gerados em F; combinados entre si ou com individuos matriz (A2 e
A3) e os demais envolvendo F, e F3 combinados entre si, com descendentes F; ou com
individuos matriz (A4 a A7). Foram realizados 42 cruzamentos entre parentais 2n=14 do clado
Sul (A8 a All, Tabela 2.5), sendo 19 entre matrizes (A8) e os demais envolvendo F; entre si
ou combinados com individuos matriz (A9, A10 e A1l).

Cruzamentos intraclado envolvendo pelo menos um parental matriz Norte ou matriz Sul
foram comparados entre si e ndo apresentaram diferenca significativa de SR e TN (situacdo A,
Tabela 2.6).

Tabela 2.6 — Testes de significancia de sucesso reprodutivo (SR) e tamanho da ninhada (TN)

entre matriz e geracdes de descendentes de cruzamentos intraclado Norte e intraclado Sul.

Tipos de andlises Grupos SR (1) TN (ANOVA)

Situacdo A
Comparagdo entre grupos intraclado

. AlXA2xA4xA5xA8x A9 x Al0 0,067 0,370
considerando os casos em que pelo
menos um dos parentais é matriz
Situacéo B Al x A8 0,515 0,598
Comparagdo entre grupos intraclado em (A1+A8) x (A2+A9+A10) 0,023 0,161
que ambos 0s parentais sdo matrizes e (A1+A8) x (A4+Ab) 0,119 0,750
grupos em que somente um dos parentais  (A1+A8) x (A3+A6+A7+Al1) 0,053 0,374
€ matriz ou em que ambos sao (A2+A9+A10) x (A4+Ab) 0,858 0,435
descendentes (A4+A5+ A2+A9+A10) X 0,986 0451

(A3+AB+AT+ALL)

Combinacdes envolvendo parentais matrizes e diferentes geraces foram testadas e néo
houve diferenca significativa de SR e TN para a maioria dos casos, com excecdo para
descendentes matriz (A1+A8) x cruzamentos com pelo menos um parental matriz
(A2+A9+A10), que exibiu diferenca significativa de SR, com maiores frequéncias quando
apenas exemplares matrizes participaram dos cruzamentos (situacdo B, Tabela 2.6). Assim,
mantivemos as analises de SR com a distin¢cdo entre cruzamentos com matriz e cruzamentos
envolvendo descendente.

Esse decréscimo de SR em cruzamentos mais introgressivos pode ser mais facilmente
observada ao se analisar as variacGes dentro dos cruzamentos intraclado Norte e Sul
separadamente. Em Norte o SR foi de 69% em Al (matrizes), 57% em A2+A3 (envolvendo
pelo menos um parental F;) e 42% em A4 a A7 (envolvendo pelo menos um parental F, ou F3),
enquanto em Sul, o SR foi 58% em A8 (matrizes) e de 17,5% em A9+A10+All (envolvendo

pelo menos um parental F;) (Figura 2.2).
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Figura 2.2 — Frequéncia de sucesso reprodutivo (a e b) e tamanho de ninhada (TN) (c e d) em
cruzamentos intraclado Norte (a e ¢) e Sul (b e d), considerando individuos matriz (M) e

descendentes (F1, F2 e F3) como parentais.

O TN foi de 3,22 e 3,55 em cruzamentos entre matrizes Norte e Sul, respectivamente, e
variou de 3,7 a 5,5 quando um dos parentais era matriz e de 1,0 a 4,0 quando nenhum dos
parentais era matriz. Dentro do clado Norte o TN variou de 1,0 a 4,0 e dentro do clado Sul
variou de 3,0 a 5,5 (Figura 2.1). Em todos os casos ndo foi registrada variagéo significativa de
TN entre os grupos analisados, no entanto, verificou-se maiores médias em cruzamentos
intraclado Sul (Tabelas 2.5 e 2.6).

Assim, os maiores valores de SR tanto no Norte quanto no Sul foram obtidos quando os
cruzamentos envolveram os dois parentais matrizes, reduzindo gradativamente conforme
diminui 0 nimero de matrizes no cruzamento. O TN, por sua vez, nao foi influenciado pela

presenca de matrizes ou geragOes F1, F2 ou F3 nos cruzamentos.
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Ha diferenca de SR e TN quando os cruzamentos envolvem matrizes ou geracoes de diferentes

niveis de descendentes (F;, F, e F3) em cruzamentos interclados?

Cruzamentos interclados totalizaram 47 casos envolvendo parentais 2n=14 em varias
combinagdes (E1 a E22, Tabela 2.5), sendo 7 casos em que matrizes Norte e Sul participaram
como parentais (E1 e E2), 9 em que matrizes e descendentes F;, F,, F;3 Norte e matrizes e F; Sul
participaram como parentais (E3 a E6), 31 em que descendentes interclado participaram como
parentais (E8 a E22).

Analisando os cruzamentos levando-se em consideracdo o clado de origem dos
parentais, observou-se aumento de SR quando os parentais eram descendentes interclados
guando comparados com cruzamentos quando somente matrizes estavam envolvidas, sendo de
77,0% quando pelo menos um parental era um descendente de cruzamento interclado (F,° ou
F.>™) e 43 % quando somente matrizes estavam envolvidas nos cruzamentos. Em nenhuma
das situacOes propostas houve diferenca no TN entre os grupos considerados (Tabela 2.7;
Figura 2.3).

Tabela 2.7 — Testes de significancia de sucesso reprodutivo (SR) e tamanho da ninhada (TN)

em grupos de cruzamentos interclado levando-se em consideracéo a origem dos parentais.

Tipos de andlises Grupos SR () TN (ANOVA)

Situacdo A E1x E2 0,212 0,667
Interclado?, Interclado® e Interclado® E3x E4 x E5 x E6 x E7 0,516 0,667
analisados separadamente E8 XxE9 x ... x E21 x E22 0,399 0,144
Situacdo B (E1+E2) x (E3+E4+E5+E6+E7) 0,585 0,275
Interclado®, Interclado® e Interclado® (E1+E2) x (E8aE2) 0,069 0,200
comparados aos pares (E3+E4+E5+E6+E7) x E8aE23 0,006 0,798
Situacdo C

Interclado?, Interclado® e Interclado® (E1+E2) x (E3+E4+E5+E6+E7) x (E8aE23) 0,004 0,222
comparados entre Si

Considerando as geracdes (M, F1, F, e F3) independente da origem dos parentais o que
se observou foi que, para a maioria dos casos ndo houve diferenca significativa de SR e TN
entre os grupos considerados. O Unico caso de diferenca significativa foi em relacdo ao TN,
sendo que em cruzamentos entre parentais matriz houve menor numero de filhotes por ninhada
(média=3,00) do que em cruzamentos nos quais um dos parentais foi de F; (média=5,00) ou F,
(média=5,2) (Tabelas 2.5 e 2.8).
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Figura 2.3 — Frequéncia de sucesso reprodutivo (a) e variacdo do numero de crias/ninhada (b)
em cruzamentos interclado, diferenciando cruzamentos em que os parentais foram matrizes

(interclado?), descendentes intraclado (interclado®) e descendentes interclado (interclado®).

Assim, conclui-se que existem diferencas de sucesso reprodutivo nos cruzamentos
interclado conforme a origem dos parentais, sendo o pior cenario aquele envolvendo parentais
descendentes de cruzamentos intraclado e o melhor envolvendo parentais descendentes de
cruzamentos interclado. Em relacdo ao tamanho da ninhada ela tende a ser menor entre
cruzamentos envolvendo apenas parentais matriz e maior quando pelo menos um dos parentais

é descendente F; ou F.

Tabela 2.8 — Testes de significancia de sucesso reprodutivo (SR) e tamanho da ninhada (TN)

em grupos de cruzamentos interclado.

Tipos de andlises Grupos SR (x°) TN (ANOVA)
MxM E1xE2 0,212 0,667
MxF, E3XE4 X E7 X E8 X E9 0,120 0,415
MxF, E5xE12 x E13 x E14 0,733 0,404
Total com um parental matriz 0,527 0,038
FixFy E10 x E11 0,121 0,685
FixF, E15x E16 x E17 X E18 x E19 0,627 0,761
FixF3 E6 * *
FoxFs E20 x E21 x E22 * *
Total com um parental F; F,ou F3 0,223 0,315

* célculos estatisticos ndo se aplicam devido a particularidades do grupo amostral

CRUZAMENTOS CONSIDERANDO A INFLUENCIA NO SR E TN DO NUMERO DIPLOIDE E DO CLADO

DE ORIGEM DOS PARENTAIS
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Para se avaliar a influéncia do cariotipo (nimero diploide) e do clado de origem dos
parentais no SR e TN, todos os arranjos possiveis de cruzamentos foram organizados em 21
grupos (Tabela 2.9). Do total de 185 cruzamentos, a taxa de SR médio foi de 45,41% e o TN
médio foi de 3,69 (£1,42).

Tabela 2.9 — Sucesso reprodutivo (SR) e tamanho da ninhada (TN) calculados a partir de
cruzamentos experimentais considerando o cariétipo (C) dos parentais (2n=14, 15 e 16) e 0
clado de origem dos mesmos (N=Norte; S=Sul; E=Inteclado).

CRUZAMENTOS TAMANHO NINHADA

TIPO
2xg TotaL! FIEEZTE FfﬁgﬂTE SR? ToTAL  MEDIA (D.P)  MIN-MAX

c1 14N x 14N 32 14 18 56,25% 60 3,33 (+1,328) 1-5
c2 145x 145 42 27 15 35,71% 56 3,73 (+1,486) 1-7
C3 14Nx 14° 14 9 5 35,71% 20 4,00 (£1,225) 2-5
C4 145x 14N 3 2 1 33,33% 2 2,00 2
C5 14Nx 148 4 3 1 25,00% 4 4,00 4
C6 145 x 14N 4 0 4 100,0% 20 5,00 (£0,000) 5-5
c7 14Ex 14F 18 3 15 83,33% 52 3,47 (+1,187) 1-5
cs8 145x 145 2 1 1 50,00% 7 7,00 7
C9 145 x 145 3 0 3 100,0% 16 5,33 (£0,577) 5-6
C10 14Nx 16N 11 3 8 72,72% 30 3,75 (+1,982) 1-6
cl11 145x 16N 2 2 0 0,00% 0 - 0
C12 14N x 15N 13 8 5 38,46% 15 3,00 (+1,581) 1-5
C13 145x 15N 5 2 3 60,00% 9 3,00 (+1,000) 2-4
Cl4 14Ex 15N 1 0 1 100,0% 5 5,00 5
C15 15N x 14N 5 3 2 40,00% 8 4,00 (+0,000) 4-4
C16 15N x 145 3 3 0 0,00% 0 - 0
C17 158 x 145 1 1 0 0,00% 0 - 0
c18 15N x 16M 3 3 0 0,00% 0 - 0
C19 15N x 15N 17 16 1 5,88% 2 2,00 2
C20 145 15F 1 1 0 0,00% 0 - 0
c21 14Ex 15F 1 0 1 100,0% 4 4,00 4
TOTAL 185 101 84 45,41% 310 3,69 (+1,423) 1-7

! Numero absoluto de cruzamentos. Sete cruzamentos ndo foram considerados pois 0 2n dos parentais néo foi determinado.
2Porcentagem de cruzamentos em que pelo menos um descendente foi gerado.

Os valores de SR e TN diferem quando os parentais de mesmo 2n participam de cruzamentos

intra em relacdo aos interclados?

Aqui foram considerados somente 0s casos em que ambos parentais apresentaram
2n=14, por ser o Unico 2n presente em exemplares dos clados Norte e Sul (Tabela 2.10; Figura
2.4). Tomando-se todos 0s nove grupos de cruzamentos intra e intercalado com cruzamento
14x14 (C1 a C9) observou-se que ha diferenca dos valores de SR e de TN entre eles (situacdo
A, Tabela 2.10).
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Para detalhar essa analise, comparou-se os cruzamentos intraclado do norte 14"x14"
(C1) e do sul 14°x14° (C2) e os dados mostraram que dentro de cruzamentos intraclado
envolvendo matrizes ndo ha diferenca significativa no SR e no TN (situacdo B, Tabela 2.10).
Em conjunto, o SR desses dois grupos foi de aproximadamente 45% com média de 3,5 e
variacdo de 1 a 7 filhotes por ninhada (Tabela 2.9).

Todas as demais combinagdes de cruzamentos que ndo envolveram parentais matriz
foram analisadas e mostraram diferencas significativas de SR e TN entre elas (situacdo C,
Tabela 2.10), portanto, ndo se pode considera-las, em conjunto, como intercalado. Assim,
detalhou-se ainda mais a analise para identificar quais grupos poderiam ser considerados em
conjunto e quais seriam distintos entre si.

Trés novos grupos foram testados: interclado com parentais intraclado matrizes
(C3+C4), intercalado quando um parental é descendente de cruzamento intraclado e outro
descendente de cruzamento interclado (C5+C6+C8+C09) e intercalado quando os parentais séo
descendentes de cruzamentos interclado combinados entre si (C7). Os dados mostraram que
ndo héa diferenca significativa de valores de SR e TN dentro desses agrupamentos (situacéo D,
Tabela 2.10) mas hé diferencas significativas entre eles (situacéo E, Tabela 2.10).

Na situacdo F (Tabela 2.10), ao comparar dois a dois 0s grupos de cruzamentos
intercalados , verificou-se que cruzamentos (C5+C6+C8+C9) quando comparados a (C3+C4) e
a C7 apresentaram diferencas significativas de TN mas ndo de SR. Por outro lado, quando
comparados (C3+C4) e C7 houve diferenca significativa de SR, mas ndo de TN. Pode-se
verificar que 0 SR aumentou gradativamente a medida que o0s cruzamentos interclados
tornavam-se mais introgressivos, variando de 35% em (C3+C4), 62% em (C5+C6+C8+C9) e
83% em C7. Por outro lado, o TN diminuiu conforme os cruzamentos intercalados tornaram-se
mais introgressivos, variando de média de 5,22 e 1-7 filhotes por ninhada (C5+C6+C8+C9) ,
seguido de média de 3,67 e 2-5 filhotes por ninhada em (C3+C4),e média de 3,47 e 1-5 filhotes
por ninhada em C7 (Figura 2.4).

Na situacdo G, os cruzamentos intraclado foram comparados com cruzamentos
intercalados e apresentaram diferenca significativa de SR, sendo os valores de SR e TN
menores para 0s cruzamentos intraclado. Por outro lado, dentre os cruzamentos intercalado, 0s
0s maiores valores de SR e TN foram os que envolveram pelo menos um parental interclado.
Os cruzamentos com ambos parentais descendentes F, ou F3 interclados tiveram menores SR e
TN. Essas analises permitem concluir que o clado de origem dos parentais influencia na

fertilidade de individuos com o mesmo nimero diploide.
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Tabela 2.10 — Testes de significancia de sucesso reprodutivo (SR) e tamanho da ninhada (TN)

em cruzamentos intra e interclado envolvendo apenas parentais 2n=14.

Tipos de andlises Grupos SR (%) TN (ANOVA)
Situacéo A
todos 0s grupos Intra e Interclados ClxC2xC3xC4xC5xC6xC7xC8xC9 0,006 0,023
Situacéo B
somente cruzamentos intraclados, tanto ClxC2 0,078 0,421
norte quanto sul
Situacdo C
envolvendo todos os cruzamentos C3xC4xC5xC6xC7xC8xC9 0,017 0,008
interclados juntos
Situagdo D C3xCa 0,938 0,210
cruzamentos intercalado envolvendo ’ '
matrizes X intercalado com um parental
intraclado e um inteclado F4 C5xC6xC8xCI 0,506 0,087
Situacéo E
trés grupos de intercalado comparados (C3+C4) x C7 x (C5+C6+C8+C9) 0,011 0,002
entre si
Situagdo F (C3+C4) x (C5+C6+C8+C9) 0,065 0,016
grupos intercalados comparados entre si C7 x (C5+C6+C8+C9) 0,354 0,001
dois a dois (C3+C4)x C7 0,004 0,741
Situacdo G (C1+C2) x (C3+C4) 0,485 0,807
(C1+C2)x C7 0,017 0,934
(C1+C2) x (C5+C6+C8+C9) 0,101 0,001
1
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Figura 2.4 — Frequéncia de sucesso reprodutivo (a) e variacdo do tamanho da ninhada (b) entre

parentais 2n=14 que participaram de cruzamentos intraclado e interclado. Cruzamentos

interclado® = apenas matrizes como parentais; interclado® = um parental descendente de

cruzamento intraclado e outro de cruzamento interclado; interclado® = parentais descendentes

de cruzamentos interclado combinados entre si.
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Individuos 2n=15 sao férteis?

Para responder & pergunta, avaliou-se os 50 cruzamentos em que pelo menos um
parental apresentou 2n=15 (C12 a C21, Tabela 2.11). Nesses cruzamentos, 30 envolveram um
parental 2n=14 (60,0%), 17 envolveram outro parental 2n=15 (34,0%) e 3 envolveram um
parental 2n=16 (6,0%).

Em cruzamento 2n=15x2n=14 (ou 2n=14x2n=15) o SR foi de 40,0% e o TN médio de
3,4 com variagdo de 1-5 filhotes/ninhada, sendo que nessa andlise ndo se levou em
consideracdo qual parental, materno ou paterno, era o portador de 2n=15. Nos 17 cruzamentos
em que ambos 0s parentais apresentam 2n=15, apenas um gerou descendentes, com apenas 2
filhotes, correspondendo a um SR de 5,9%. Nos 3 cruzamentos 2n=15 x 2n=16 (C18) em que a
fémea é a portadora de 2n=15 ndo foram gerados descendentes.

Nossos dados mostraram que ha diferenca significativa de SR, mas ndo de TN quando
foram considerados todos 0s possiveis cruzamentos em que apenas um dos parentais possui
2n=15 (situacdo A, Tabela 2.11). Comparados 0s grupos em que o parental macho possuia
2n=15 com o grupo em que ambos parentais tinham 2n=15 verificou-se que o SR foi
significativamente menor na combinacdo 2n=15x2n=15, embora ndo tenha havido diferenca
significativa de TN (situacdo B, Tabela 2.11). No entanto, ndo foi identificada diferenca
significativa de TN entre cruzamentos 2n=15x2n=15 com aqueles em que o parental feminino
tinha 2n=15 e 0 macho 2n=14 ou 2n=16 (situagdo C, Tabela 2.11; Figura 2.5).

Nossos dados permitem afirmar que ha forte reducédo da fertilidade dos individuos com
2n=15, com maior impacto na fertilidade quando as fémeas sdo as portadoras do cariétipo
2n=15. Assim, os individuos 2n=15 ndo sdo estéreis, € 0 maior sucesso reprodutivo desses

individuos ocorre quando estdo em cruzamento com individuos 2n=14.

Tabela 2.11 — Testes de significancia de sucesso reprodutivo (SR) e tamanho da ninhada (TN)

de cruzamentos em que pelo menos um dos parentais apresentou 2n=15.

Tipos de analises Grupos SR (x°) TN (ANOVA)

Situagdo A

~ oo s C12xC13xC14xC15xC16x
Comparagéo entre todas as possiveis combinagdes em 37 <1o0 <500 S50 0,315 0,606
que um parental tem 2n=15
Situagdo B

~ 12+C13+C14+ C20+C21 1 7
Comparacdo entre macho 2n=15 e ambos com 2n=15 (C12+C13+CL4+ C20+C21) x C19 0,005 0378
Situagdo C (C15+C16+C17+C18) X C19 0,348 *

Comparacdo entre fémea 2n=15 e ambos com 2n=15

* calculos estatisticos ndo se aplicam devido a particularidades do grupo amostral
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Figura 2.5 — Frequéncia de sucesso reprodutivo (a) e variacdo do numero de crias/ninhada (b)
em cruzamentos envolvendo pelo menos um parental 2n=15. Em todos os casos a combinacéo

entre os cariotipos segue o padrdo fémea x macho.

Considerando que 2n=15 ndo e estéril, 0 SR e TN é influenciado pelo sexo do parental

portador da forma 2n=157?

Foram realizados 50 cruzamentos envolvendo um parental 2n=15 e outro com 2n=14,
2n=15 e 2n=16, Tabela 2.12). Em 38 casos o cariétipo 2n=15 foi encontrado em machos (C12,
C13, C14, C19, C20 e C21) e em 29 casos em fémeas (C15, C16, C17, C18 e C19).

Cruzamentos em que s6 a fémea possuia 2n=15 (situacdo A, Tabela 2.12) e em que sé 0
macho tinha 2n=15 (situacdo B, Tabela 2.12) néo revelaram diferencas significativas de SR ou
TN, o que permitiu analisa-los em conjunto na situacdo C (Tabela 2.12) e verificar que 0 sexo
do portador da forma 2n=15 ndo interfere no SR e TN quando esses grupos sao comparados
entre si. A0 comparar esses grupos aos casos em que ambos parentais tinham 2n=15 (situacéao

D, Tabela 2.12), a diferenga de SR foi evidenciada, mas ndo a de TN.

Ao se comparar 0 sexo que detém o cariétipo 2n=15, o que se observa é que 0 SR é
maior na combinacdo 2n=14x2n=15 (47,6%), reduzindo em 2n=15x2n=14 (22,2%),
2n=15x2n=15 (5,9%) e finalmente ndo apresentando nenhum sucesso reprodutivo na
combinagdo 2n=15x2n=16. Seguindo essa mesma ordem, o valor de TN foi de 3,3, 4,0 € 2,0
filhotes por ninhada (Figura 2.4). Vale ressaltar que o Unico caso em que fémeas 2n=15
geraram descendentes quando em contato com macho 2n=14, esse era do clado Norte. Nas
demais combinagfes em que cruzou com macho do Sul ou Interclado, ndo houve sucesso

reprodutivo.
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Assim, admite-se que a condigdo 2n=15 quando ocorre nas fémeas é mais prejudicial do
que quando esta presente nos machos e que, dentre as combinagdes possiveis, a mais favoravel

¢ fémea 2n=14 x macho 2n=15 e a menos favoravel é fémea 2n=15 e macho 2n=16.

Tabela 2.12 — Testes de significancia de sucesso reprodutivo (SR) e tamanho da ninhada (TN)
visando identificar a relacdo de fertilidade em exemplares 2n=15 quando estdo presentes no

macho ou na fémea.

Tipos de andlises Grupos SR (%) TN (ANOVA)
Situacdo A
Comparagdo entre todas as possiveis C15x C16 x C17x C18 0,339 *
combinacBes em que s6 a fémea tem 2n=15
Situacdo B
Comparagdo entre todas as possiveis C12x C13x C14 x C20 x C21 0,426 0,594
combinacdes em que s6 0 macho tem 2n=15
Situagdo C
Comparagdo entre cruzamentos onde a fémea gig:gig:gﬂ:ggiézn 0,075 0,493
tem 2n=15 e onde 0 macho tem 2n=15
Situacdo D
Comparagdo entre cruzamentos onde um ou (C15+C16+C17+C18) x 0,010 0,464

) C12+C13+C14+C20+C21) xC19
ambos parentais tem 2n=15 ( )

* calculos estatisticos ndo se aplicam devido a particularidades do grupo amostral

Em cruzamentos 2n=14x2n=16, 0 SR e TN séo influenciados guando o cruzamento é intra ou

intercalado?

Treze casos de cruzamentos entre individuos 2n=14 e 2n=16 foram realizados (Tabela
2.9), sendo 8 intraclado 14“x16" (C10) e 2 interclado 14°x16™ (C11). Nos cruzamentos
intraclado o SR foi de 72,73% e o TN teve media de 3,75. Nos cruzamentos interclados o SR
foi de 0,0%. As andlises estatisticas ndo mostraram diferencas significativas, tendo em vista o
numero amostral baixo. Um aumento amostral permitira afirmar se ha a tendéncia de formas 14

e 16 terem maior SR quando pertencentes ao mesmo clado.

Cruzamentos em que ambos 0s parentais possuem 0 mesmo 2n apresentam maior SR e TN?

A comparagdo entre cruzamentos com parentais com mesmo 2n, 14x14 (C1 a C9),
15x15 (C19), e cruzamentos com parentais com 2n distintos (C10 a C18, C20 e C21) revelou
diferenca significativa de SR entre eles (situacdo A, Tabela 2.13). Quando comparados aos
pares foi possivel perceber que apenas o SR apresenta diferencas significativas quando os
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cruzamentos envolvem ambos parentais 2n=15 (situa¢do B, Tabela 2.13). Em cruzamentos nos
quais ambos parentais eram 2n=14 o SR foi de 51,6%, diminuindo para 43,5% entre 2n
distintos e chegando a 5,9% entre ambos parentais 2n=15. O TN, similarmente, diminuiu de
3,76 para 3,09 e 2,00, respectivamente (Figura 2.6).

Sendo assim, cruzamentos entre individuos de mesmo numero diploide tendem a ser
mais bem sucedidos que entre individuos de numeros diploide distintos se os parentais

apresentarem a condi¢cdo homomorfica para o rearranjo, que no presente estudo foi 2n=14.

Tabela 2.13 — Testes de significancia de sucesso reprodutivo (SR) e tamanho da ninhada (TN)
entre cruzamentos em que ambos parentais possuem o0 mesmo 2n (2n=14 x 2n=14, 2n=15 X

2n=15) e em que possuem 2n diferente.

Tipos de andlises Grupos SR (%) TN (ANOVA)
Situagdo A
Comparagdo entre parentais 2n=14,
parentais com 2n distintos e (C1aC9) x (C10aC18/C20eC21) x C19 002 122
parentais 2n=15
Situacdo B (ClaC9) x (C10aC18/C20eC21) ,345 ,074
Comparagao ao pares entre parentais  (C1aC9) x C19 ,000 ,213
2n=14, 2n=15 e com 2n distintos (C10aC18/C20eC21) x C19 ,005 577

SR
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Figura 2.6— Frequéncia de sucesso reprodutivo (a) e variacdo do nimero de crias/ninhada (b)

de cruzamentos entre parentais de mesmo cari6tipo e de cari6tipo distinto.
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DiscussAo

A proposta de realizar de cruzamentos entre exemplares de A. cursor em cativeiro foi
bem sucedida, refletido pela obtencdo de sucessivas geragdes de descendentes (registrados até
F3), pelo numero médio de filhotes por ninhada ser semelhante aos registrados na literatura em
condicdes naturais (Pereira et al., 1993; Feliciano et al., 2002) e pela sobrevivéncia/capacidade
reprodutiva prolongada em relacdo ao tempo médio descrito na literatura para roedores, de até
28 meses (Holdara et al., 1989; Espinosa, 1995).

Além disso, foi o primeiro estudo em roedores a abordar, sistematicamente, a
interferéncia do cari6tipo e origem geogréfica na fertilidade da espécie através de cruzamentos
experimentais. Até entdo, dados disponiveis para cruzamentos experimentais em A. cursor
destinavam-se a investigacdes de seu papel enquanto hospedeiro/reservatério de doenca
(Machado-Silva et al., 2011) ou de dados reprodutivos (Pereira et al., 1993, Feliciano et al.,
2002, Bergallo e Magnusson et al., 1999, D’ Andrea et al., 1999, Gentile et al. 1997 e 2000).

A realizacdo de cruzamentos entre individuos com caridtipos e regiGes geogréaficas
distintas permitiu testar através de inferéncias, fruto de observacdo/experimentacdo, oS
pressupostos do Conceito Bioldgico de Espécie difundidos por Mayr (1942), que afirma que
para serem da mesma espécie € necessario que haja, em populacdes naturais, a capacidade
potencial ou real, de cruzarem entre si e gerarem descendentes férteis. Além disso, na maioria
dos casos de heteromorfismos cromossdémicos, a segregacdo dos cromossomos € estudada
através de seu emparelhamento na meiose ou pela analise do complexo sinaptonémico, e
dificilmente encontram-se registros de casos em que acasalamentos especificos foram
planejados no intuito de se conhecer 0 mecanismo de heranca cromossémica, como 0 que se
realizou no presente estudo.

Todas as formas cariotipicas observadas nos individuos matriz ja haviam sido
registradas em compilagdes anteriores (Fagundes et al., 1998; Colombi, 2010), e reiteram 0
registro de apenas individuos 2n=14 em populacbes do Espirito Santo (Paresque et al., 2004;
Colombi et al., 2010) e a ocorréncia, em simpatria, das formas 2n=14, 15 e 16 em populacdes
de Una, BA (Fagundes et al., 1998).

Nos 20 individuos provenientes de Uma (Bahia) registrou-predominancia da forma
2n=14 (85,0%), seguida por 2n=15 (10,0%) e 2n=16 (5,0%). Estes dados contrastam com 0s

resultados encontrados ha 15 anos atras (Fagundes et al., 1998) para popula¢fes da mesma
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localidade, em que se registrou frequéncias maiores do caridtipo 2n=15 (50,5%), seguido de
2n=16 (44,0%) e 2n=14 (5,5%) em uma amostra de 18 individuos.

De fato, salvo populac@es isoladas da Bahia, Pernambuco e Paraiba (Maia e Langguth,
1981; Sousa et al., 2004; Oliveira e Langguth, 2004; Pereira e Geise, 2007) onde a forma
2n=16 ocorre exclusiva ou predominantemente (em Lencdis, BA ha registro em baixa
frequéncia da forma 2n=15 com monossomia do cromossomo X), percebe-se que em areas ao
sul da distribuicdo da espécie ha maior frequéncia da forma 2n=14, tanto em populacGes onde
esse € 0 Unico complemento cromossémico descrito, quanto em populagbes em que sdo
encontradas em simpatria com as formas 2n=15 e/ou 2n=16 (Fagundes et al., 1998; Manduca,
2008; Colombi, 2010; Paresque et al., 2004; Nogueira e Fagundes, 2008; Colombi et al., 2010).

Em populacdes de insetos, a fixacdo de diferentes rearranjos cromossdmicos tem sido
relacionada a variaveis ambientais e climaticas (Confalonieri, 1994; Colombo e Confalonieri,
1996; Ananina et al., 2004; McAllister et al., 2008; Rako et al., 2009), porém em roedores nem
sempre € possivel fazer tal correlagdo (Bovincino et al., 1996; Paresque et al., 2007). Em
populacdes de Rattus rattus do Japdo, por exemplo, foi possivel relacionar a fixacao de certos
rearranjos cromossdmicos a variagdes climaticas, sendo as formas homomorficas de um par
(A/A) mais adaptadas a localidades mais frias, e todas as combinagdes do rearranjo de inversao
(AJA, A/S, SIS) em localidades com temperaturas mais amenas (Yosida et al., 1971). No
entanto, ha registros de que alguns rearranjos cromossdmicos podem levar a supressdo da
recombinacdo e assim contribuir para a diminuicdo do fluxo de genes em regides
cromossémicas mais extensas (Rieseberg, 2001). Porém, ndo se pode afirmar que esse seja 0
caso de A. cursor.

Heteromorfismos em A. cursor foram primeiramente registrados nos pares 2 e 4 de
individuos 2n=14 (Yonenaga, 1972), apresentando a forma acrocéntrica (2A/4A),
submeta/metacéntrica (2S/4M) ou heterozigota (um cromossomo acro e outro
subme/metacéntrico, 2H/4H). Aquela autora identificou sete bivalentes na meiose de todos 0s
machos analisados, sem qualquer anormalidade de emparelhamento entre o0s pares
heteromorficos. Fagundes et al. (1998) analisaram o complexo sinaptonémico em individuos
com esses mesmos rearranjos e também ndo observaram formacao de alcas de inversdo e, em
cruzamentos experimentais entre essas formas, identificaram um padrdo mendeliano de heranga
das formas heterozigotas dos pares 2 e 4, atribuindo a mecanismos de ajuste sinaptico e

supressdo de crossing over nos segmentos invertidos o fato do emparelhamento e a segregacéo
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desses cromossémicos ocorrerem normalmente, sem gerar prejuizos aos portadores dos
rearranjos.

No entanto, problemas meioticos constituem apenas um dos mecanismos de isolamento
pré-zigdtico conhecidos, que seria o da incompatibilidade entre os gametas, podendo haver
ainda barreiras no hébitat (isolamento geografico), barreiras temporais (maturidade sexual
diferenciada entre os sexos), barreiras comportamentais (diferencas nos rituais de corte),
barreiras ecoldgicas (utilizam diferentes recursos do habitat) e barreiras mecanicas pds-copula
(incompatibilidade dos 6rgdos reprodutores). Assim, ao se investigar a viabilidade de
individuos com diferentes formas cariotipicas utilizando cruzamentos experimentais, emprega-
se a observacdo direta, em contraposicao a suposi¢do indireta fornecida pelos dados citolégicos,
e tem-se a oportunidade de compreender a fertilidade dos organismos sob diferentes enfoques.
O presente estudo trouxe informagdes ineditas baseadas em meétodos de cruzamentos
experimentais, cujos resultados consistem na efetivagdio do cruzamento e geracdo de
descendentes, muito embora 0s exemplares ndo se encontrem em ambiente natural. De qualquer
modo, trata-se de dados robustos, com 185 cruzamentos, 310 descendentes e analises cujos
parametros se baseiam na forma cariotipica, na origem geografica dos parentais e na influencia
das geracdes obtidas em cativeiro.

De modo inédito e inequivoco o presente trabalho demonstra que individuos 2n=15 sao
férteis, mesmo que com acentuada reducdo de fertilidade. Nos casos de cruzamentos
envolvendo parental 2n=15 a combinagdo de menor sucesso reprodutivo foi a estabelecida com
outro parental 2n=16, menor do que entre parentais 2n=15. Apesar disso, exemplares com
2n=15 demonstraram que formaram gametas n=7 e n=8 e tém o potencial de recuperar 0s
complementos cariotipicos 14 e 16.

O sucesso reprodutivo foi maior com parentais intraclado 2n=14 ou 2n=16 do que em
cruzamentos interclado. No entanto, como foram apenas 2 casos registrados, os dados sao
insipientes para afirmar se os cariétipos de maior frequéncia no Norte (2n=16) e no Sul (2n=14)
estejam contribuindo para a manutencdo da barreira reprodutiva entre esses agrupamentos.
Cruzamentos entre exemplares 2n=15 tiveram baixo sucesso reprodutivo, no entanto verificou-
se que a condicdo heterozigota ndo afeta da mesma forma os dois sexos, sendo 0 sucesso
reprodutivo mais facilmente comprometido quando a fémea apresenta 2n=15, independente do
cariotipo do macho. O Unico caso em essas fémeas 2n=15 tiveram filhote foi quando cruzaram
com macho 2n=14 do Norte, sinalizando o favorecimento da combinagdo intraclado em

detrimento da interclado. Nessa combinacdo houve dois cruzamentos bem sucedidos em cinco



84

tentativas realizadas, havendo a média de 4 filhotes por ninhada, considerada alta para a
especie. Esse dado evidencia a maior afinidade de exemplares 2n=15 com 2n=14 do que com
2n=16.

O caridtipo intermediario 2n=15, resultante da condi¢do heterozigota do rearranjo
envolvendo os cromososmos 1 e 3 foi descrito pela primeira vez por Yonenaga-Yassuda (1979)
que, ao analisar a meiose desses machos, identificou seis bivalentes e um trivalente grande com
3 a 5 quiasmas, mas nenhum loop de inversdo, sugerindo emparelhamento ndo homologo entre
0s segmentos invertidos. A autora também afirmou que nesses exemplares heterozigotos para o
rearranjos havia a formagdo de gametas n=7 e n=8 normais e balanceados. Sbalqueiro e
Nascimento (1996) relataram que individuos 2n=15 nédo apresentaram problemas de fertilidade
ja que, quando cruzados entre si, recuperaram entre os descendentes as formas 14, 15 e 16.

King (1987) classificou as alteragfes cromossdmicas em duas categorias, aquelas que
efetiva ou potencialmente podem estar envolvidas em processo de especiacdo e as que nao
apresentam esse potencial. As alteracBes capazes de afetar a viabilidade reprodutiva do
portador, imposta pela heterose negativa, sdo fusdo em tandem, translocacées reciprocas, fusdo
ou fissdo céntrica, uma vez que podem promover segregacdo desigual dos homdélogos em
individuos heterozigotos e consequentemente gerar gametas defeituosos com aneuploidias,
duplicacdes, delecdes ou interrupcdo da meiose. As alteracdes cromossdmicas que nao teriam
esse potencial, sdo as inversdes paracéntricas e pericéntricas, pois tem propensao de produzir
produtos meidticos letais ou prejudiciais, resultando em fragmentos dicéntricos e acéntricos.
No entanto o autor afirma que inversdes podem ndo gerar nenhum efeito nefasto na meiose
caso a localizacdo dos quiasmas mude para uma posicdo terminal dos cromossomos ou para
fora do loop de inversdo. Outra forma de se evitar prejuizos seria 0 emparelhamento néo
homdlogo entre heterozigotos para a inversdo (heterosinapse). Analise do complexo
sinaptonémico de células paquiténicas em Peromyscus maniculatus (Cricetidae, Rodentia)
carregando inverséo em um cromossomo autossomico revelaram emparelhamento
heterosinaptico nos segmentos invertidos, prevenindo perdas gaméticas e evitando que
inversdes pericéntricas fossem causa de isolamento genético entre as populacdes (Greenbaum e
Reed, 1984). Também em Peromyscus sitkensis foram observadas inversdes pericéntricas em
dois pares autossémicos e, 0 acompanhamento das fases da meiose (paquiteno, dipléteno e
diacinese) nas células de exemplares dessa espécie revelou a auséncia de loop de inversdo e a
auséncia de crossing over nos segmentos invertidos, corroborando a hipétese de heterosinapse

(Hale, 1986). A. cursor é uma espécie que carrega tanto rearranjos do tipo inverses (em 3
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pares autossomicos), quanto uma combinagdo de inversdes, fusdes e perda de centrdmeros/
telomeros (Fagundes et al., 1997a), sugerindo que os mecanismos e forcas atuando sobre a
meiose desses individuos ndo séo simples e devem ser tratados com bastante cuidado.

White (1978) também afirmou que rearranjos tendem a trazer prejuizos para a espécie
pela formacdo de gametas com desbalanco génico. Até o momento, acreditava-se que nenhum
desses efeitos negativos ocorreria em A. cursor, ja que os polimorfismos séo registrados com
frequéncias elevadas nas populacbes naturais e, supostamente estaria recuperando em
propor¢Oes mendelianas os parentais portadores dos mesmos (Fagundes et al., 1998).

Porém, nossos dados mostraram que essa premissa parece se aplicar apenas as inversdes
pericéntricas dos pares 2 e 4, ndo podendo ser validada integralmente para a forma 2n=15.
Embora a forma 2n=15 seja fértil, ha um comprometimento reprodutivo principalmente quando
os dois parentais de um cruzamento portam a forma heterozigota ou quando essa forma é
combinada a 2n=16. As formas homomorficas 2n=14 e 2n=16, cada qual combinadas entre
seus iguais sdo as que apresentam as melhores condicdes para garantir o sucesso reprodutivo.

Embora nossos resultados apontem que a forma intermediaria seja menos adaptativa, na
natureza ela tem o potencial de sempre ser recuperada nas populacdes onde ambas formas
homomorficas estdo presentes. Na populagdo em Lencois, BA (Pereira e Geise, 2007) onde ndo
hd registro da forma 2n=14, ha predominancia de individuos com 2n=16, e ja foram
encontrados exemplares 2n=15, no entanto essa condicdo se deve a monossomia do cromosso
X (Geise, comunicacdo pessoal) e ndo a condicdo heterozigota do rearranjo entre os pares
autossomicos 1 e 3.

Apesar dos exemplares de A. cursor terem se adaptado bem as condi¢des laboratoriais,
observou-se que em cruzamentos envolvendo apenas parentais matriz, coletados na natureza, o
sucesso reprodutivo foi maior em todos os casos, havendo uma ligeira (intraclado Norte e
interclado) ou abrupta (intraclado Sul) reducéo de fertilidade entre os descendentes (F1, F» e Fa).

No entanto, em cruzamentos interclado observou-se que os descendentes gerados e que
participaram de novos cruzamentos apresentaram sucesso reprodutivo significativamente
maior. Considerando que cruzamentos interclado representam a condic¢do intermediaria entre
populagdes de areas geograficas distintas, pode-se afirmar que a origem dos parentais ndo atuou
como limitante ao fluxo génico, contrariando o que era esperado, ja que acreditava-se que essas
populacbes apresentassem isolamento reprodutivo evidenciado pela consideravel divergéncia
genética recuperada em analise filogenética utilizando os genes Citocromo b e Citocromo

oxidade I (Cap. 1). Essa diferenca entre clados se manteve mesmo ao se considerar individuos
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com o mesmo numero diploide (2n=14). Ao garantir que o cariétipo fosse uma constante
percebeu-se que os resultados encontrados refletem, de fato, uma variacdo geogréfica,
favorecendo o sucesso reprodutivo entre descendentes interclado.

Assim, a partir de cruzamentos experimentais pode-se concluir que ndo ha barreira
reprodutiva completa entre individuos do clado Norte e clado Sul, caso venham a se intercruzar
na natureza. Muito embora o rearranjo dos pares 1 e 3 em heterozigose tenha menor valor
adaptativo, a forma 2n=15 ainda ndo constitui uma fonte de isolamento entre as formas
homomorficas, ja que mantém o potencial de recuperar os estoques de 2n=14 e 2n=16 nas
populagdes, minimizando os efeitos negativos de cruzamentos apenas entre parentais
heterozigotos para o rearranjo. Por outro lado, o maior potencial do cariétipo 2n=15 gerar
descendentes quando combinado a 2n=14 reflete um papel relevante do cariétipo em dirigir o
processo de diferenciacdo das populacbes em A. cursor, caracterizando um caso raro de
especiacdo em tempo real.
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DE AKODON CURSOR
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REsSuUMO

Akodon cursor apresenta elevado polimorfismo cariotipico e ampla area de ocorréncia ao
longo da costa Atlantica brasileira, da Paraiba até o norte do Parana, com registro da variacao
cariotipica em toda sua area de ocorréncia. Dois agrupamentos de popula¢des s@o reconhecidos
para a espécie, um ao Norte e outro ao Sul da area de distribuicdo, sendo ainda obscuros 0s
fatores responsaveis por essa quebra, mas com dados que sugerem auséncia ou reducdo do
fluxo génico. Poucos dados sobre a biologia reprodutiva de A. cursor encontram-se disponiveis
para populacGes naturais e para col6nias mantidas em cativeiro, mas nesses casos as colonias
sempre se restringiram a individuos do grupo Sul. Nesse sentido, o objetivo do presente
trabalho foi levantar dados de biologia reprodutiva de A. cursor de ambos os clados Norte e
Sul, caracterizando-os. Para tal foram realizados cruzamentos experimentais entre individuos
de clados e caridtipos distintos. De 185 cruzamentos realizados foram colhidas informacdes
sobre receptividade entre macho e fémea, sucesso reprodutivo, tempo gestacional, nimero de
filhotes por ninhada, razdo sexual entre filhotes, mortalidade durante a lactacdo e longevidade
dos espécimes. Representantes do grupo Norte apresentaram maior tamanho corporal e
comportamento mais docil durante periodo de cépula quando comparados aos do Sul. Casos de
agressividades resultando em morte do(a) parceiro(a) ocorreram apenas quando O agressor
pertencia ao clado Sul e tinha 2n=14. O tempo gestacional variou de 21 a 28 dias, independente
do cariotipo ou clado de origem da fémea. Um caso de estro pos- parto foi registrado em fémea
do clado Sul com 2n=14. Em cativeiro, nasceram 315 filhotes, observando-se predominancia de
machos (54%) ao final do desmame. Em todos os casos, a emergéncia da aparéncia externa
adulta (surgimento de pelos, dentes e orelhas e abertura dos olhos) e o periodo de lactacdo
ocorreu entre 14 e 21 dias, respectivamente. Durante a lactacdo, a mortalidade dentre os
filhotes alcancou 10,8%, decorrente de canibalismo materno (79,4%), canibalismo fraterno
(14,7%) e amamentacdo desigual (5,9%), tendo a maior mortalidade de filhotes por ninhada
acontecido no clado Norte com mée 2n=14 e ninhada 2n=15. Individuos mantidos em cativeiro
sobreviveram por até 31 meses e geraram descendentes até 0 24° més. Os parametros, sucesso
reprodutivo e agressividade foram, respectivamente, influenciados pelo cariétipo e clado de
origem dos parentais, sugerindo que a reproducdo entre os individuos e a viabilidade de

descendentes é distinta entre exemplares 2n=15 e 2n=14 ou 16 e entre os grupos Norte e Sul.
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INTRODUCAO

Akodon cursor é uma espécie de roedor da familia Cricetidae que ocorre ao longo da
costa Atlantica brasileira, do estado da Paraiba até o norte do Parana. Apresenta elevado
polimorfismo com variagdes em pares autossémicos que resultaram em trés nimeros diploides
(2n=14, 15 e 16) e oito numeros de bracos autossdmicos, totalizando 31 citétipos ja descritos
para a espécie (Fagundes et al., 1998; Colombi, 2010). Estudo envolvendo a distribuicdo das
formas cariotipicas na especie revela variagdo latitudinal das formas cromossémicas, com
2n=16 ocorrendo em 100% das populacdo de Pernambuco (PE) e decréscimo em populacdes da
Bahia (BA) (44,4%) e de S&o Paulo (SP), Rio de Janeiro (RJ) e Parana (PR) (2,3%). Situacdo
oposta foi verificada para a forma 2n=14, ausente em PE, 5,5% na BA e 72% em SP-RJ-PR
(Fagundes et al., 1998).

Dados moleculares indicam que as populacbes de A. cursor estdo divididas em
agrupamentos Norte e Sul, sendo registrados os tré cariotipos em cada clado (Nogueira e
Fagundes, 2008; Colombi et al., 2010).

Dois registros de cruzamentos experimentais em A. cursor envolveram a descrigao
cariotipica dos parentais, o primeiro foi uma menc¢éo a cruzamentos entre parentais com 2n=15
de populacbes do Parana capazes de recuperar os cariétipos 2n=14, 15 e 16 entre 0s
descendentes (Sbalqueiro e Nascimento, 1996). O segundo envolveu parentais 2n=14 de
populagdes de S&o Paulo com heteromorfismos nos pares 2 e 4, visando registrar o padréo de
segregacgdo desses pares, que se mostrou mendeliano (Fagundes et al., 1998). Em ambos 0s
casos, apenas descendentes do clado Sul foram utilizados e nenhum registro sobre a biologia

reprodutiva foi feito.

No género Akodon, casos de cruzamentos experimentais voltados para o conhecimento
da reproducdo das espécies foram reportados para A. boliviensis e A. alterus (Piantanida et al.,
1995), A. azarae (Espinosa, 1995; Suarez e Kravetz, 2001), A. dolores (Piantanida e Barrantes,
1998) e A. lindberghi (De Conto e Cerqueira, 2007). Em A. cursor, esses dados encontram-se
disponiveis para populacdes naturais e para colonias mantidas em cativeiro (Pereira et al.,
1993, Feliciano et al., 2002, Bergallo e Magnusson et al., 1999, D’ Andrea et al., 1999, Gentile
et al. 1997 e 2000, Aulchenko et al., 2002). Em todos os casos, as popula¢bes amostradas
foram de localidades de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, popula¢6es do grupo Sul.

Porém, a maioria dos casos ndo associou parametros reprodutivos ao cariétipo dos parentais.
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Dados sobre a biologia reprodutiva em espécies de pequenos mamiferos ndo voadores
geralmente sdo obtidas em incursbes a campo envolvendo a técnica de marcagdo-captura-
remarcacao (Pereira et al., 1993; Bergallo e Magnusson, 1999; Gentile et al., 2000; Feliciano et
al., 2002; Aragona e Marinho-Filho, 2009). Na maioria dos estudos, o objetivo é compreender
o ciclo reprodutivo das espécies, relacionando picos de atividade reprodutiva a fenémenos
ambientais e disponibilidade de alimento, estabelecendo o tempo gestacional, o nimero de
descendentes por ninhada, o0 tempo necessario para se alcancar a maturidade sexual, a

proporcdo sexual entre os descendentes, etc.

A reproducdo de roedores também pode ser estudada em cativeiro a partir de cruzamentos
experimentais e geralmente voltados para a satde publica, ja que muitas espécies podem atuar
como hospedeiro/reservatdrio de doencas: Necromys lasiurus — peste bubdnica (Almeida et al.,
1986), Akodon molinae (Merani e Lizarralde, 1980; Carballal et al., 1986) e Calomys laucha —
febre hemorrégica (Hodara et al., 1989), Nectomys squamipes (Silva et al., 1992; D’ Andrea et
al., 1996) e Akodon cursor (Machado-Silva et al., 2011) — esquistossomose. Abordagens
genéticas também tem sido motivo para a manutencdo de coldnias em cativeiro, sendo
recorrente em Akodon azarae e destinando-se a investigacdo dos mecanismos de transmissao e
manutenc¢do da condicdo heterogamética (XY*) em fémeas (Espinosa e Vitullo, 1996; Hoekstra
e Hoekstra, 2001; Ortiz et al., 2007).

Considerando que as populacbes de A. cursor apresentam variacdo na frequéncia das
formas cariotipicas e que ha indicios de barreira (reprodutiva e/ou geografica) separando os
grupos Norte e Sul, o objetivo desse estudo foi verificar se algum pardmetro reprodutivo da
espécies sofre influéncia do caridtipo e/ou a origem dos parentais, utilizando-se para tanto
cruzamentos experimentais envolvendo individuos de localidades representativas dos grupos

Norte e Sul.

MATERIAIS E METODOS

Amostra
A amostra total é formada por 33 individuos matrizes (coletados na natureza),
capturados em Una, Bahia (Norte) e em quatro localidades (Castelo, Domingos Martins,

Guarapari e Santa Teresa) do Espirito Santo (Sul). Sdo 20 matrizes do clado Norte, sendo seis
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fémeas (todas com 2n=14) e 14 machos (nove com 2n=14, dois com 2n=15 e um com 2n=16) e
13 (treze) matrizes do clado Sul, sendo seis machos e sete fémeas, todos com 2n=14 (Anexo 3).

O ndmero diploide dos exemplares foi obtido a partir de cultura de linfécitos adaptado
de Rissino (2002) e preparagdo direta de medula déssea, conforme protocolo adaptado por
Fagundes et al. (1998). Apos coloragdo comum, pelo menos 20 metéfases por individuo foram
analisadas para a determinacdo do namero diploide (2n), do nimero de bragos autossémicos
(NF) e morfologia de cada par cromossdmico, seguindo nomenclatura dos pares proposta por
Fagundes et al. (1998).

Cruzamentos experimentais

Os espécimes foram mantidos em Sala de Experimentacdo Animal em conformidade
com as recomendacdes e normas do Comité de Etica da UFES (protocolo 07/2012). Os
cruzamentos foram realizados entre julho de 2013 até agosto de 2015. As observacdes de
sobrevivéncia se estenderam até dezembro de 2015.

A temperatura foi mantida em 24 £ 2°C, e o ciclo de claro/escuro foi o natural da cidade
de Vitoria, ES. A agua foi fornecida ad libidum e a dieta dos animais foi baseada em laranja e
racdo especifica para roedores. Cada individuo foi mantido em uma caixa de polipropileno
especifica para roedores de 30x20x13cm forrada com maravalha, enquanto os casais para
copular e as fémeas supostamente prenhes ou lactantes permaneciam em caixas de
49x34x16¢cm, também forradas com maravalha e tendo disponivel algodédo para a confecgdo de
ninhos.

A juncdo dos casais ocorreu sempre ao inicio da manha por volta de 8 horas e o
comportamento dos individuos foi acompanhado pelas 5 horas seguidas, em intervalos de 30
minutos, para verificar a aceitacdo mutua e identificar possiveis comportamentos agressivos.
No caso de agressividade excessiva na primeira hora apés a unido do casal, 0s mesmos eram
separados e retornavam para caixas de contencdo individualizadas. Ap6s uma hora, nao
havendo sinais de agressividade, o casal era mantido junto por um periodo de 6 a 8 dias, com
monitoramento diario. Apos esse periodo o macho era retirado da caixa da fémea, retornando
para uma caixa de contencdo individual pequena, enquanto a fémea permanecia na caixa
grande, sob monitoramento por até 21 dias, tempo superior ao estimado para a gestacdo na
espécie (Pereira et al., 1993).

A partir do 14° dia de separacdo do macho, as caixas onde estavam as fémeas

supostamente prenhes eram checadas pelo menos duas vez por dia. Na auséncia de filhotes
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apos 28 dias do inicio do acasalamento, a fémea era transferida para a caixa individual de
contencdo, e anotado que ndo havia prole. Na presenca de filhotes, registrou-se o dia de
nascimento e o numero de crias. O registro do nimero de filhotes era observado diariamente até
0 desmame. Filhotes e mde permaneceram juntos por, no minimo, 21 dias até o completo
desmame, quando cada filhote era transferido para caixa individual de contencdo, com

identificacdo do sexo e do cruzamento do qual se originou.

Andlise dos dados

Foram registrados para cada cruzamento, independente do sucesso reprodutivo: 1)
receptividade entre macho e fémea: aceitacdo, indiferenca ou agressividade durante o periodo
de acasalamento; 2) sucesso reprodutivo (SR): taxa entre cruzamentos bem sucedidos que
geraram filhotes entre todos os cruzamentos; 3) tempo gestacional em dias (TG): periodo entre
o primeiro dia de contato do casal até a comprovacdo do nascimento de filhotes, durante as
checagens diarias; 4) tamanho da ninhada (TN): numero de filhotes nascidos em cada
cruzamento bem sucedido; 5) proporcao sexual entre os filhotes que sobreviveram ao periodo
de amamentacdo (recém-nascidos canibalizados pela mae ndo foram sexados); 6) tempo de
emergéncia da aparéncia externa adulta em dias, dada pelo aparecimento de pelos, dentes e
orelhas, e abertura dos olhos; 7) mortalidade durante o periodo de lactacdo — considerando
canibalismo ou outras intercorréncias; 8) longevidade — considerando apenas casos de morte
natural; 9) numeros de cruzamentos realizados por cada individuo, fazendo-se a distin¢do entre

matrizes e descendentes.

As informacGes de numero diploide (2n=14, 15 e 16) e procedéncia dos individuos
(Norte ou Sul) foram combinadas em seis grupos de cruzamentos (Tabela 3.1). Considerou-se
Intraclado o cruzamento em que ambos parentais eram do mesmo clado (Intraclado Norte,
Intraclado Sul) e Interclado o cruzamento que envolveu parentais de clados distintos (macho N
e fémea Sul ou vice-versa).

Diferencas significativas de SR entre os grupos foram estimadas usando o teste do le
Para as variaveis tempo gestacional (em dias) e tamanho da ninhada foram calculados media,
desvio padréo, valores maximo e minimo e realizada analise de variancia (ANOVA) a fim de
identificar diferencas significativas entre os grupos. As anélises estatisticas foram realizadas

utilizando o software SPSS® e o nivel critico de significancia considerado nos testes foi de 5%.
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Os demais parametros analisados foram dados qualitativos, ndo tendo sido realizado tratamento

estatistico dos mesmos.

Tabela 3.1 - Grupos de cruzamentos envolvendo parentais com diferentes nimero diploide

(2n) e origem (Norte e Sul).

Tipos de casais baseado no 2n*

Tipo de Cruzamento Parentais © xd)
Gl Intraclado Norte 2n=14 e 2n=16 14N%14N 14Nx16M
G2 Intraclado Norte 2n=15 e 2n=140ul6  15"x14N, 14Mx15"N 15Nx16MN
G3 Intraclado Norte 2n=15 15Nx15N
G4 Intraclado Sul 2n=14 14Nx14N
G5 Interclado 2n=14 e 2n=16 14N%145, 145x14N 145x16N
G6 Interclado 2n=15 e 2n=140ul6  15"x14° 145x15N

*2nN=do clado norte, 2n"=do clado Sul

RESULTADOS

Do total de 185 cruzamentos, 84 (45,4%) foram bem sucedidos e resultaram no

nascimento de 315 filhotes, dos quais 281 (89,2%) concluiram o desmame e 97 (34,5%)

participaram como parentais em novos cruzamentos apds atingirem a maturidade sexual. A

maioria dos descendentes gerados em cativeiro que tiveram o cariétipo determinado

apresentaram 2n=14 (90,3%) e todos os descendentes que apresentaram 2n=15 tiveram

parentais do clado Norte, sendo que pelo menos um desses parentais tinha 2n=15 ou 2n=16, ja

que no clado Sul apenas o cariétipo 2n=14 foi registrado (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 — Numero total de descendentes dos cruzamentos experimentais (n) gerados em

cativeiro, com respectivo clado de origem e namero diploide (2n) e nimero de descendentes

que participaram de cruzamentos experimentais até Agosto/2015 (n°). ND=2n nio determinado.

Clado on MachosC FémeasC

n n n n
Norte 14 35 8 26 18
15 12 8 6 5

16 0 0 1 0

ND 8 1 6 2
Subtotal 1 55 17 39 25
Sul 14 28 9 23 7
Subtotal 2 28 9 23 7
Interclado 14 58 20 60 13
15 1 1 2 2

ND 10 1 5 2
Subtotal 3 69 22 67 17
TOTAL 152 48 129 49
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Receptividade entre os casais

Parentais de ambos os sexos do clado Norte mostraram-se doceis (de facil manuseio) e
desenvolveram obesidade ao longo do tempo de permanéncia em cativeiro, com machos
alcancando 80g e fémeas 60g. Em exemplares adulto coletados, machos atigiram méximo de
659 e fémeas de 50g.

Os representantes do clado Sul foram proporcionalmente menores e mais agitados (de
dificil manuseio, sempre buscando meios de escapar durante os procedimentos de limpeza das
caixas de contencdo), sendo que os machos apresentaram peso maximo de 60g e fémeas de
45g. As observagOes e anotacOes de peso ndo foram realizadas de forma sistematizada, logo,
ndo foi possivel realizar o tratamento estatistico desses dados. Em descendentes interclado
essas caracteristicas apresentaram-se arbitrariamente e ndo foi observada relacdo entre essas

caracteristica e numero diploides dos exemplares.

Em nenhum dos 185 cruzamentos realizados foi possivel visualizar o momento da
copula durante 0 monitoramento diério dos casais, que ocorriam pelo menos uma vez por dia,

prioritariamente pela manha. Entre os casais foram observados interacdes positivas e negativas.

Foram consideradas interagcdes positivas (92,5% dos casos) aquelas em que houve
reconhecimento entre o casal, caracterizado pela aproximagdo com toque (focinho-focinho ou
focinho-genitalia) nos primeiros 10 minutos de contato, seguida de formacdo de ninho em
conjunto, ou pela aproximacdo sem toque nos primeiros 10 minutos de contato e subsequente

formacéo de ninhos distintos.

O comportamento agressivo (7,5% dos casos) ocorreu por parte de ambos ou apenas um
dos individuos. Caracterizou-se pela perseguicdo mutua, ou perseguicdo persistente de um
individuo e fuga sistematica ou enfrentamento por parte do outro. Cinco cruzamentos com
comportamento agressivo levaram a morte do(a) parceiro(a) e nove foram nao fatais. Todos 0s
casos em que houve agressividade fatal ocorre durante o periodo noturno, culminando na morte

de um dos individuos no periodo compreendido entre as checagens diarias.

Em todos os casos de agressividade com morte, ambos os parentais eram do clado Sul e
tinham 2n=14. Em dois dos cinco casos de canibalismo fatal as fémeas tiveram filhotes apds o
periodo de 21 dias, confirmando que o acasalamento pode ocorrer mesmo quando ha reagdes

agressivas entre o casal (Tabela 3.3).
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Todos os casos de agressividade ndo fatal se caracterizaram pela lesdo da cauda e, no
caso mais extremo, pela lesdo do flanco, que foi o unico caso de cruzamento interclado com
agressdo registrada, sendo o macho do clado Sul (E27, Tabela 3.3). Nos 89% de casos de
agressividade no clado Norte, metade dos casos o parental agressor foi a fémea, com ambos
parentais 2n=14 (50%), seguido de fémeas 2n=14 x machos 2n=16 (25%), fémeas 2n=15 X

machos 2n=14 e por ultimo ambos parentais 2n=15 (12,5% cada)

Assim, nossos dados mostram que individuos do clado Sul, machos e fémeas,
apresentam elevados niveis de agressividade com mutilagdo ou morte do parceiro(a), enquanto
no clado Norte a frequéncia de fémeas agressoras € maior, porém a agressao € menos

comprometedora, estando associada a lesGes da cauda.

Tabela 3.3 — Cruzamentos em que houve comportamento agressivo entre um ou ambos 0S
sexos durante o periodo em que permaneceram unidos para cruzamento. * = um individuo da

prole foi vitima de canibalismo.

Cruzamento Fémeas Machos Sexo Tipo de Prole

(vide Anexo5) clado 2n clado 2n  agressor  agressao sim/nao 2n
S17 Sul 14 Sul 14 F fatal néo
S18 Sul 14 Sul 14 F fatal sim, 5 14
S36 Sul 14 Sul 14 M fatal nao
S39 Sul 14 Sul 14 F fatal sim, 3 14
S41 Sul 14 Sul 14 M fatal nao
N3 Norte 14 Norte 14 FeM nao fatal nao
N21 Norte 14 Norte 16 FeM nao fatal sim, 1* 15
N24 Norte 14 Norte 14 F nao fatal sim, 5* 14
N25 Norte 14 Norte 14 F nao fatal sim, 4 14
N28 Norte 14 Norte 14 FeM nao fatal sim, 2 14
N33 Norte 14 Norte 16 F nao fatal sim, 3 15
N45 Norte 15 Norte 14 FeM nao fatal nao
N70 Norte 15 Norte 15 F nao fatal nao
E27 Norte 15 Sul 14 M nao fatal nao

Sucesso reprodutivo

O sucesso reprodutivo (SR) variou entre os cruzamentos e foi influenciado pelo
cariotipo dos parentais e clado de origem (Tabela 3.4).

Em relagdo ao cariotipo, os maiores valores de SR (aproximadamente 60%) ocorreu em
cruzamentos em que o0s parentais apresentaram as formas homomorficas 2n=14 e 2n=16 (Gl e
Gb), seguido pelos cruzamentos nos quais pelo menos um parental tinha 2n=15 (G2 e G6) (33 a

45%) e finalmente pelos cruzamentos em que ambos os parentais tinham 2n=15 (G3) (5,9%).
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O grupo G4, embora formado por cruzamentos entre individuos de 2n=14,
apresentavalores significativamente inferiores de SR (35,7%) em relacdo aos demais grupos e
inclusive ao grupo G1, que também contem cruzamentos entre parentais com 2n=14 (Figura
3.1).

Na analise comparativa par-a-par dos grupos G1 a G6 (Tabela 3.5) verificou-se que o
SR ¢ significativamente menor que todas as combinagdes cariotipicas quando ambos 0s
parentais sdo 2n=15. Quando os parentais possuiam 2n=14 ou 2n=16, 0 SR dos cruzamentos
intraclado Sul eram inferiores aos comparados aos cruzamentos intraclado Norte e Interclado .
Nos grupos G2 e G6, com pelo menos um parental 2n=15, os cruzamentos interclado (G6)
apresentaram SR significativamente maior que os intraclado Norte (G2), indicando que ndo ha
isolamento reprodutivo completo entre individuos dos clados Norte e Sul, mesmo quando o

individuo do clado Norte apresenta o caridtipo 2n=15.

Tabela 3.4 — Sucesso Reprodutivo para cada grupo de cruzamento (G) considerando a variacao

do namero diploide e o clado de origem dos parentais.

CRUZAMENTOS
TipPO ORIGEM 2n 9O x 2nd REALI- COM SR 7
PARENTAIS ZADOS SUCESSO (p-VALOR)
G1 Intraclado Norte 14 x14 ou 14x16 43 26 60,5%
G2 Intraclado Norte 14 x15, 15x14 ou 15x16 21 7 33,3%
G3 Intraclado Norte 15x15 17 1 5,9%
G4 Intraclado Sul 14x14 42 15 35,7%
G5 Interclado 14x14 ou 14x16 50 30 60,0%
G6 Interclado 14x15 ou 15x14 12 5 41,7%
TOTAL 185 84 45,4% 0,001

! Sucesso reprodutivo = porcentagem de cruzamentos em que pelo menos um descendente foi gerado.
Valor significativo de p<0,05.

Sucesso reprodutivo

0,8

06

0,4 -

0,2

G1 G2 G3 G4 G5 G6

Figura 3.1 — Frequéncia de sucesso reprodutivo levando-se em consideracdo o cariétipo e a

origem dos parentais. As carateristicas dos grupos estdo detalhadas na Tabela 3.1.
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Tabela 3.5 — Valores de significancia do sucesso reprodutivo para cada grupo de cruzamento
(G) considerando a variacdo do nimero diploide e o clado de origem dos parentais. Valor de 5

significativo p<0,05 (em negrito).

Gl G2 G3 G4 G5 G6
Gl -
G2 041 -
G3 ,000 ,039 -
G4 022 852 ,020 -
G5 ,964 ,040 ,000 ,020 -
G6 246 632 019 ,706 ,250

Tempo gestacional gestacional

O periodo de gestacdo, ou seja, aquele compreendido entre o primeiro dia de unido do
casal e o dia do nascimento, variou de 21 a 28 dias, com média de 24,70 (x1,527). Nao houve
variacdo significativa no periodo de gestacdo de fémeas nos grupos formados, seja quando

comparados em conjunto (Tabela 3.6, Figura 3.2.a) ou aos pares (Tabela 3.7).

Um caso de estro pés-parto foi observado em uma fémea (clado Sul, 2n=14) no qual,
depois de quatro apds ser coletada foi colocada para cruzar em cativeiro (cruzamento S3,
Anexo 5). Completados os sete dias de unido do casal (periodo destinado a cépula), quando o
macho deveria retornar a caixa individual, verificou-se o nascimento de 2 filhotes, o que revela
que essa fémea foi capturada prenhe e que permaneceu na companhia do macho por 23-24
horas (intervalo entre as checagens diarias) apos o nascimento desses filhotes. Passados 24 dias
do nascimento dos primeiros dois filhotes verificou-se 0 nascimento de outros 6, descendentes

do cruzamento realizado em cativeiro.

Tamanho da ninhada

O numero de filhotes nascidos por ninhada variou de 1 a 7, com média de 3,69 (x1,423)
(Figura 3.2.b), ndo havendo qualquer relacdo significativa entre nimero de filhotes nascidos e

0 caridtipo ou o clado de origem dos parentais (Tabelas 3.6 e 3.7).
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Tabela 3.6 — Tempo gestacional e tamanho da ninhada para cada grupo de cruzamento (G)

considerando a variagcdo do numero diploide e o clado de origem dos parentais.

TEMPO GESTACIONAL TAMANHO DA NINHADA

CRUZ. ~
RAZAO SEXUAL
TiPO COM in- ANOVA in- g :
SR Meédia (D.P) 11 Média (D.P) i) . 3:2

Max (p-valor) Max (p-valor)
G1 26 24,62 (+1,699) 21-28 3,46 (+1,529) 1-6 1,403:1
G2 7 24,00 (+0,816) 23-25 3,29 (+1,380) 1-5 1,056:1
G3 1 24,00 24 2 2 1:1
G4 15 24,67 (+1,676) 23-28 3,73 (+1,486) 1-7 1,353:1
G5 30 25,03 (£1,472) 23-28 4,03 (¢1,351)

G6 5 24,25 (+1,258) 23-26 3,60 (+1,140)

84 24,70 (+1,527) 21-28 3,69(+1,423)

Sucesso reprodutivo = porcentagem de cruzamentos em que pelo menos um descendente foi gerado.
Valor significativo de p<0,05.

Tabela 3.7 — Valores de significancia do tempo gestacional (diagonal inferior) e do tamanho da
ninhada (diagonal superior com destaque em cinza) para cada grupo de cruzamento (G)
considerando a variacdo do nimero diploide e o clado de origem dos parentais. Nenhum valor

de o foi significativo (p>0,05).

Gl G2 G3 G4 G5 Gb6

Gl - ,785 357 ,583 143 ,850
G2 364 - 417 509 189 ,686
G3 ,725 1,00 - 278 150 269
G4 926 ,334 706 - 501 857
G5 /254 062 ,(461 374 - ,504

G6 ,449 100 100 427 ,119 -
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Figura 3.2 — a) Tempo gestacional (em dias) de A. cursor levando-se em consideragdo o
cariotipo e a origem dos parentais. b) Numero de filhotes nascidos por ninhada em cruzamentos

de A. cursor levando-se em consideracgdo o caridtipo e a origem dos parentais.
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Razao sexual entre os filhotes e emergéncia da aparéncia externa adulta

A proporcao sexual entre os filhotes apos o desmame foi equilibrada no grupo G3 e G2,

com predominancia de machos nos demais casos, média de 1,3 machos:1 fémea. (Tabela 3.6).

A emergéncia da aparéncia externa adulta, com o aparecimento de pelos, dentes, orelhas
e abertura dos olhos foi concluida ap6s 14 dias de nascido em todos o0s casos, sendo necessarios
outros 7 dias para independéncia alimentar. Dois casos foram registrados em que a mae morreu
durante a lactacdo (cruzamentos 141 e 161, Anexo 5), porém os filhotes com 15 dias de nascido

sobreviveram.

Mortalidade no periodo de lactacao

A mortalidade dos filhotes durante a lactacdo foi de 10,98% (34 filhotes, 18 ninhadas),

estando associado a canibalismo materno, canibalismo fraterno e amamentag&o desigual.

O canibalismo materno ocorreu em até 7 dias ap0s 0 nascimento das crias, e variou de 1
a 6 filhotes por ninhada, totalizando 27 filhotes em 15 ninhadas e envolvendo fémeas com
2n=14 e machos com 2n=14, 15 e 16 (Tabela 3.8). O maior nimero de registros foi observado
no clado Norte, com 18 filhotes canibalizados em 8 ninhadas, sendo o caso mais extremo
registrado para uma fémea (cruzamento N61, Anexo 5) que devorou, em um intervalo de 24
horas, todos os seis filhotes recém-nascidos. Em nova ninhada da mesma fémea (2n=14) com o
mesmo macho (2n=16; cruzamento N64, Anexo 5), foram canibalizados trés dos seis filhotes

gerados.

O canibalismo fraterno ocorreu em uma situagdo singular em que os filhotes de uma
mesma ninhada (cruzamento N29, 2n=14x2n=16, Anexo 5) permaneceram na mesma caixa de
contencdo apds o desmame no tempo regular e, em um intervalo de 24 horas, dos seis filhotes,
apenas uma fémea sobreviveu. A mée dessa ninhada foi, posteriormente, canibalizada pelos
filhotes que teve em outro cruzamento (N49, 2n=14x2n=15, Anexo 5) durante a lactagdo. Os
casos de amamentacdo desigual ocorreram em dois cruzamentos interclado (E65 e E68, ambos
2n=14x2n=14, Anexo 5) cujo desenvolvimento dos filhotes seguiu 0 mesmo padrdo: cada
fémea gerou 3 filhotes, e ao longo do periodo de lactacdo, um permaneceu sempre maior e mais
desenvolvido, outro extremamente pequeno e subdesenvolvido e o terceiro com caracteristicas
intermediarias. Antes do 21° dia (tempo estimado para o desmame) o filhote de menores

proporg¢Ges morreu nos dois casos.
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Tabela 3.8 — Mortalidade de filhotes durante o periodo de lactagdo considerando a variacéo do

numero diploide e o clado de origem dos parentais.

MORTALIDADE NO PERIODO DE LACTAGCAO

TipoO Causa Ne de Ne de Total de  2n parentais 2n da
ninhadas filhotes/ninhada mortes @x ninhada

G1 Canibalismo materno 5 1-2 8 14 x 14 14
3 1-6 10 14 x 16 15

Canibalismo fraterno 1 5 5 14 x 16 15

G4 Canibalismo materno 3 1-3 5 14 x 14 14
G5 Canibalismo materno 3 1 3 14 x 14 14
Amamentacao desigual 2 1 2 14x14 14

G6 Canibalismo materno 1 1 1 14 x 15 n/d

Longevidade e capacidade reprodutiva

A longevidade em individuos matriz ndo pode ser estimada, pois ndo se sabia a idade
dos individuos ao serem capturados, nesse caso, 0 que se estimou foi o tempo de permanéncia
dos mesmos em cativeiro, que variou de 2 a 31 meses, sendo que exemplares do clado Norte,
por terem sido capturados 24 meses antes dos exemplares do Sul, apresentaram expectativa de
vida mais alta (Anexo 4).

Dentre os individuos matrizes que morreram (n=19), 42,1% (n=8) foram de causas
naturais, 36,9% (n=7) foram para a realizacdo de outros procedimentos (analises citogenéticas
e/ou histoldgicas, de morfologia externa e/ou anatomia interna), 10,5% (n=2) por agressdo do
parceiro durante permanéncia juntos para cruzamento e outros 10,5% (n=2) foram eutanasiados

por exibirem debilidade motora avangada.

O nascimento de filhotes ocorreu do 2° até 24° més de permanéncia dos individuos
matrizes em cativeiro. Dos 33 matrizes que compunham a amostra (Anexo 3) somente um nédo
participou de qualquer cruzamento, pois morreu com poucos dias de coletado, enquanto 0s

demais individuos participaram de 1 a 16 acasalamentos (Figura 3.3a).

Dentre os espécimes nascidos em cativeiro, a maior longevidade foi 27 meses. A
capacidade de gerar filhotes ocorreu entre 3-18 meses. Dos 281 filhotes que concluiram a
lactacdo, 97 (cerca de 34,5%) participaram de cruzamentos, variando entre 1 a 10 cruzamentos
(Figura 3.3b).
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Anomalias

Algumas anomalias foram registradas exclusivamente em individuos com 2n=14: tumor
adjacente a perna em uma fémea (resultante do cruzamento N1), eutanasiada com 14 meses de
vida (Figura 3.4a); pelagem escassa em um macho (resultante do cruzamento N73), que foi
sacrificado com 1 més de vida por receio de tratar-se de possivel doenca contagiosa (Figura
3.4b);tumor abdominal em fémea (gerada pelo cruzamento N42), ndo detectado até o0 momento
da eutanasia aos 8 meses (Figura 3.4c); auséncia congénita de uma das patas traseiras em
fémea nascida do cruzamento 153 e ainda viva (Figura 3.4d). Essa ultima anomalia também foi

observada em uma fémea matriz capturada em Santa Teresa/ES.
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Figura 3.3 — Numero total de participagdes em cruzamentos por individuo matriz (a) e por

descendentes gerados em cativeiro (b).
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Figura 3.4 — Anomalias em prole de A. cursor nascidos em cativeiro. a) massa tecidual
adjacente a perna direita do exemplar LGA 4074 (2n=14, clado Norte); b) pelo atipico e
escasso em LGA4525 (2n=14, clado Norte); ¢) tumor abdominal em LGA 4269 (2n=14, clado
Norte). Foto tirada durante preparacdo do espécime para taxidermia; d) auséncia da pé posterior
em LGA4919 (2n=14, Interclado). O exemplar LGA 4480 (2n=14, matriz coletada em Santa

Teresa, ES) também apresentou a mesma anomalia.
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DISCUSSAO

A manutencdo de A. cursor em condicGes laboratoriais para reproducdo foi de grande
sucesso, tendo sido gerados 315 individuos em 86 cruzamentos bem sucedidos ao longo de dois
anos de experimento. A facilidade dessa espécie em se reproduzir em cativeiro ja havia sido
mencionada em trabalhos anteriores (Pereira et al., 1993; Sbhalqueiro e Nascimento, 1996;
Fagundes et al., 1998), porém, nunca envolvendo um nimero tdo elevado de cruzamentos e

descendentes gerados.

Trata-se do primeiro registro na literatura de cruzamentos extensivamente realizados
com o objetivo de se discutir aspectos reprodutivos de A. cursor, considerando possiveis
influéncias do cari6tipo e da origem geografica dos parentais. Apesar da presente amostra
contar exemplares dos trés complementos cromossdmicos conhecidos para a espécie, apenas

em matrizes do Norte foi possivel encontrar as formas 2n=15 e 2n=16.

Individuos matriz Norte e Sul apresentaram consideravel diferenca de tamanho e
atividade, sendo os individuos do Norte maiores e mais lentos que os do Sul. Além disso
verificou-se um nivel de estresse maior entre exemplares do sul, refletido em agressividade que

levou a morte do parceiro quando em contato para acasalamento.

Registros de agressdes ja foram relacionadas a necessidade de distanciamento por parte
de fémeas gravidas ou pelo casal. Estudo das interacbes macho-fémea de Akodon azarae
mantidos em confinamento, Suarez e Kravetz (2001) revelaram diferencas na tolerancia social
desses individuos, sendo que no periodo reprodutivo o casal tendeu a permanecer mais distante
um do outro do que em periodos nao reprodutivos. Os autores verificaram ainda que, em média,
casais em que a gravidez foi constatada, a distancia entre o casal chegou a 4,22 m, enquanto no
periodo ndo-reprodutivo essa distancia diminuiu para aproximadamente 1,25 m. Esses autores
também sugeriram que a agressividade por parte das fémeas sinaliza cuidado parental ou defesa

do territério de nidificacdo, onde os filhotes nascerao.

Esse resultado vai ao encontro do observado em A. cursor, no qual duas das trés fémeas
que agrediram e canibalizaram seus parceiros vieram a ter filhotes em seguida. Além disso,
como os casais unidos de A. cursor ficaram confinados em caixas de contengdo que permitiam
o distanciamento maximo de 50 cm, acredita-se que a pouca distancia possa ter contribuido
para 0 aumento do estresse. As agressdes fatais ocorreram sempre no periodo noturno, o que

vai ao encontro de resultados envolvendo experimento de cronobiologia (usado para avaliar o
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horério de atividade dos animais) realizado por Oliveira e Rocha (2009), que identificaram que

0 periodo noturno (a partir das 18h) é o de maior a atividade em A. cursor.

O sucesso reprodutivo foi significativamente menor entre parentais 2n=15 quando
comparados aos parentais 2n=14 e 2n=16, sendo os melhores resultados obtidos entre parentais
homomorficos para o rearranjo, sugerindo que a condicdo heterozigota tende a apresentar
problemas maiores na reproducdo, concordando com afirmacbes de White (1978) de que
rearranjos tendem a trazer prejuizos para a espécie pela formacdo de gametas com desbalanco
génico. No entanto, a reducdo da taxa de SR também foi observada quando ambos
representantes eram do clado Sul. A agressividade nesse grupo foi maior, podendo contribuir

para esses achados.

O nascimento de filhotes ocorreu ao longo de todo o ano, refletindo o sucesso de
reproducdo da espécie em confinamento. Diversos trabalhos com A. cursor também reportaram
que a reproducdo dessa espécie ocorre ao longo de todo o ano, com picos reprodutivos na
estacdo seca, de maio a agosto (Pereira et al., 1993; Bergallo e Magnusson, 1999; D’ Andrea et
al., 1999; Gentile et al., 2000; Feliciano et al., 2002). Gentile et al. (2000) realizaram
monitoramento de populagdes naturais de A. cursor durante cinco anos e descreveram que a
maior atividade reprodutiva estava relacionada a disponibilidade de alimento e de habitat. No
presente estudo esse fator ndo foi restritivo, ja que o ambiente foi controlado, era seguro e
apresentou oferta constante de alimento ao longo de todo o ano. Logo, tanto em ambiente

natural quanto em ambiente artificial A. cursor apresentou poliestria panestacional.

O tempo médio de gestacdo foi de 24,7 dias (com predominancia de 25), um pouco
maior do que o ja registrado para A. cursor em outros trabalhos: 21 dias (Pereira et al., 1993),
22,7 dias (Feliciano et al. 2002) e 23 dias (De Conto e Cerqueira, 2007). Em compilacdo
realizada por De Conto e Cerqueira (2007), a média gestacional em sete espécies de Akodon
variou de 23 a 25,2 dias. No presente trabalho, a variacao foi de 21 a 28 dias de gesta¢éo, o0 que
sugere que o intervalo entre estros é igual ou inferior a 7 dias, tendo havido fecundacédo do

primeiro ao Gltimo dia de permanéncia junto do casal.

O estro pds-parto aqui registrado evidencia que a concepgdo pode ocorrer no primeiro
dia de juncdo dos casais, pois nesse caso 0 macho permaneceu somente um dia com a fémea
apos o nascimento dos filhotes, em intervalo inferior a 24 horas. Casos de estro pds-parto foram
registrados para A. cursor (Pereira et al., 1993) e outras espécies de Akodon, A. lindberghi (De

Conto e Cerqueira, 2007), A. boliviensis (Piantanida et al., 1995), A. molinae (Buzio et al.,
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2001) e A. dolores (Piantanida, 1987), sendo um processo de alto custo energético, ja que a
manutencdo corporal, lactacdo e gestacdo ocorrem simultaneamente (De Conto e Cerqueira,
2007). No entanto, esse fato ndo parece ter gerado estresse para a fémea de A. cursor no unico
caso aqui registrado, visto que ela amamentou dois filhotes enquanto mantinha uma nova
gestacédo de seis filhotes, sem qualquer registro de agressividade ou canibalismo para com as
crias. Suérez e Kravetz (2001) citaram o caso no qual uma fémea de A. azarae que teve estro
pos-parto expulsou 0 macho do ninho. Esse padrdo, juntamente com a agressividade observada,
sugere que A. cursor apresente um padrao reprodutivo do tipo promiscuo poliginico, no qual o
macho néo participa do cuidado da prole e seu comportamento reprodutivo, na natureza, néo se

limita a um Gnico acasalamento por periodo.

Gentile et al. (1997) afirmaram que em Akodontini, as fémeas sdo territorialistas,
enquanto os machos podem sobrepor sua area de ocupacdo, cobrindo maior territorio e
exercendo a poliginia. A aceitacdo de multiplos parceiros pela fémea, aqui registrado, parece
ndo ter sido problema nem para os machos nem para as fémeas de A. cursor, ja que o
nascimento de filhotes ocorreu indistintamente, independente do parceiro. Ndo houve qualquer

padrdo gestacional diferenciado associado ao cariétipo dos parentais ou origem dos clados.

A variacdo de 1 a 7 filhotes, com média de 3,69 por ninhada, foi semelhante ao ja
registrado para a espécie em trabalhos anteriores e nenhuma diferenca significativa foi
registrada em relacdo ao cariétipo ou clado de origem dos parentais. Pereira et al. (1993)
relataram uma média de 3,6 crias, com amplitude de 1 a 6 por ninhada. Feliciano et al. (2002)
reportaram ninhadas com até 10 filhotes, muito embora o comum fosse encontrar de 3 a 5
filhotes por ninhada. De Conto e Cerqueira (2007) mencionaram gue 0 nimero de crias variou
de 2 a 9 para a espéecie, com média de 5 a 6 filhotes por ninhada. Silva et al. (2015) registraram
para A. cursor a média de 4,7 filhotes por ninhada com variacdo de 2-7 filhotes por ninhada, e
afirmaram que esse padrdo é concordante com o observados nos demais sigmodontinos, que
sdo estrategistas r, com tendéncia a apresentarem pequeno porte, terem curto periodo de vida,

alcancarem a maturidade sexual precocemente e gerar ninhadas grandes e multiplas no ano.

O tempo registrado para o desmame foi de trés semanas, no entanto, estudos anteriores
registraram que o desmame ocorreu com quatro (Pereira et al., 1993) e duas semanas (Feliciano
et al., 2002). Assim, 15 dias é o tempo minimo necessario para garantir a independéncia
alimentar e sobrevivéncia dos filhotes, muito embora ao final desse periodo ainda estejam com

peso e dimensdes reduzidas.
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A maturidade sexual usualmente é estimada pelo aparecimento do testiculo escrotal nos
machos e pela abertura da vagina nas fémeas, pois sdo indicios da puberdade (Gentile et al.,
2000). Esses autores usaram esses parametros e descreveram que em A. cursor a maturidade
variou de 31,6 a 36,7 dias e 28g, para machos, e 38,8 a 51,2 dias e 30g, para fémeas. Nowak
(1991) mencionou que a maturidade foi alcangada por volta dos 2 meses para ambos 0s sexos.
No entanto, verificou-se no presente trabalho que individuos com menos de 90 dias eram mais
agitados, principalmente os do clado Sul, e resistiram a presenca de um parceiro(a@) com
enfrentamento ou tentativa de fuga da caixa de contencéo. Assim, o prazo minimo de 90 dias é
o ideal para o inicio dos acasalamentos.

Em outros Akodontine a propor¢do sexual tende a se manter de 1:1 (A. lindberghi, A .
dolores — Piantanida, 1987 — e A. molinae — Merani e Lizarralde, 1980). No presente estudo
houve um desvio da razdo sexual para a maioria dos grupos (exceto G2 e G3), com maior

nascimento de machos, tanto em cruzamentos intra como interclado.

O canibalismo materno ocorreu em ninhadas de cruzamentos intra (G1 e G4) e
interclado (G6), em ninhadas com filhotes de 2n=14 e 2n=15, sendo que em todos 0s casos as
maes apresentaram 2n=14. No entanto, os maiores valores de filhotes canibalizados por

ninhada foram os que apresentaram 2n=15.

Em outras espécies de Akodon ha registros de canibalismo pré-desmame, indicando que
pode ser uma forma de repor as energias gastas no parto. Merani e Lizarralde (1980)
registraram cerca de 10,5% de canibalismo durante o periodo de lactagdo em A. molinae, mas
afirmaram que o canibalismo era maior no inicio dos experimentos e diminuia ao longo das dez
geracOes de cruzamentos, tratando-se de adaptacdo ao confinamento. Em A. azarae, Espinosa
(1995) reportou 32% de mortalidade pré-desmame. No entanto, um caso extremo no presente
trabalho em que um mesmo casal (2n=14 e 2n=16) do Norte gerou duas ninhadas com seis
crias cada, todos os filhotes com 2n=15, e a fémea canibalizou todos os filhotes da primeira
ninhada e trés da segunda. No Unico caso de canibalismo fraterno registrado, toda a ninhada de
seis apresentou 2n=15 e somente uma fémea sobreviveu, sendo canibalizados 4 machos e uma
fémea. Em outro caso, filhotes 2n=15 participaram do canibalismo da mae (2n=14) durante o
periodo de lactacdo. Assim, nossos dados sugerem que individuos 2n=15 apresentaram um

maior nivel de agressividade em relagéo a 2n=14 e 2n=16.

Individuos matrizes chegaram a sobreviver por 31 meses em cativeiro e 0s descendentes

por 27 meses sem, necessariamente, refletir na redugcdo de sua fertilidade ou no
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desenvolvimento de doencas. Em individuos de Calomys laucha mantidos em condi¢oes
laboratoriais cerca de 90% dos individuos morreram entre 27-28 meses (Hodara et al., 1989),
enguanto Espinosa (1995) obtiveram como média de vida em cativeiro para A. azarae 8 meses
para fémeas e 10 meses para machos. Esses dados mostram que, em nossos estudos com A.
cursor, a média de vida alcancada pelos individuos foi consideravelmente alta e constitui um

indicio do sucesso na manutencéo desses animais em cativeiro.

Finalmente, de todos os parametros relacionados a biologia reprodutiva de A. cursor,
apenas a tendéncia a agressividade esta relacionada ao cariétipo (2n=15 mais agressivo que
2n=14 e 2n=16) e ao clado de origem (intraclado Sul mais agressivo que intraclado Norte e
Interclado) dos parentais. A capacidade de gerar crias (sucesso reprodutivo) apresentou
correlagdo com o cariotipo, sendo menor quando ambos 0s parentais apresentam 2n=15. Todos
0s demais pardmetros ndo mostraram qualquer correlacdo com cari6tipo ou clado de origem
dos parentais, mas ampliaram significativamente os registros sobre a biologia reprodutiva da

espeécie.
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CAPITULO 4

VARIACAO INTRAESPECIFICA EM AKODON
CURSOR INVESTIGADA A LUZ DO PADRAO
REPRODUTIVO DE HIBRIDOS

ENTRE A. CURSOR E A. MONTENSIS
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RESUMO

Hibridos entre Akodon cursor (Winge, 1887) e A. montensis Thomas, 1913 foram
registrados em populagfes naturais no estado de Sdo Paulo, e gerados em cativeiro. Do ponto
de vista citogenético, as espécies parentais apresentam 2n=16, 15 e 14 (A. cursor, ACU) e
2n=24, 25 e 26 (A. montensis, AMO), sdo espécies irmas, cripticas e com simpatria nos estados
de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parana. Os cariotipos registrados para os hibridos
compreendem as formas intermediarias dos caridtipos parentais, 2n=19 e 2n=20. Dados prévios
de histologia de testiculo apontam que hibridos sdo estéreis, reforcando o isolamento
reprodutivo entre A. cursor e A. montensis. No presente trabalho foram realizados cruzamentos
experimentais entre A. cursor e A. montensis com o objetivo de avaliar parametros reprodutivos
na geracdo de hibridos, considerando-se o cari6tipo dos parentais. Dado que cada espécie
parental tem variantes cromossdmicas tipicas, foi possivel observar o padrdo de segregacdo dos
homologos, a composicdo cariotipica dos hibridos, o processo de introgressao, a histologia de
testiculo dos machos hibridos, e calcular o sucesso reprodutivo na obtencdo de hibridos
associada ao cariétipo e sexo dos parentais. Foram realizados 80 cruzamentos experimentais,
gerando 39 hibridos, com média de filhotes de 2,17 e sucesso reprodutivo de 22,5%. A
introgressdo foi bidirecional, embora o maior sucesso (SR=75%) tenha ocorrido entre fémea de
A. montensis 2n=24 e macho de A. cursor 2n=16 (clado Norte). Todas as formas 2n=24, 25
(AMO) e 2n= 14, 15 e 16 (ACU) foram capazes de gerar descendentes em cruzamentos
intraespecificos. No entanto, as formas cariotipicas que tiveram sucesso na geracdo de
descendentes em cruzamentos interespecificos foram 2n=24 (fémeas e machos), 2n=14 e 16
(fémeas e machos), e 2n=15 (somente machos). As formas variantes de cada espécie que nédo
geraram hibridos foram 2n=23 (fémea), 2n=25 (fémea e macho) e 2n=15 (fémea). As duas
formas cariotipicas bésicas de cada espécie parental AMO 2n=24 x ACU 2n=16 foram a
composicdo com maior sucesso reprodutivo na geracdo de hibridos (75%), seguida de fémea
AMO 2n=24 x macho ACU 2n=15 (37%) e AMO 2n=24 x ACU 2n=14 (25%). Os menores
valores de SR ocorreu quando os parentais eram ACU 2n=14 do Sul (Rio de Janeiro, S&o Paulo
e Minas Gerais) e AMO 2n=24, provenientes de areas de simpatria entre as espécies. Por outro
lado, os menos valores de SR ocorreu em cruzamentos entre parentais 2n=16 do norte (Bahia,
Pernambuco e Paraiba) e 2n=24. Nessas localidades do Norte ndo ha simpatria entre as duas
espécies irmas. Os hibridos gerados apresentaram 2n=19 (n=7 e n=12) e 2n=20 (n=8 e n=12),

com NF variando de 30 a 34 e sete cariotipos distintos. As formas 2n=19 e 2n=20 j& haviam
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sido registradas em trabalhos prévios de individuos coletados na natureza (em S&o Paulo) e em
cativeiro. Cruzamentos envolvendo pelo menos um parental hibrido, macho ou fémea,
intercruzamento ou retrocruzamento, nao geraram descendentes. Dados de histologia de
testiculo indicaram a auséncia de espermatozoides nos tubulos seminiferos dos hibridos,
confirmando sua esterilidade. Considerando que a forma 2n=14, derivada em A. cursor, é a
mais frequente nas populac6es do sul em A. cursor, onde ocorre simpatria com A. montensis,
acreditamos que a barreira ao fluxo génico seja mais efetiva nas areas de simpatria, mantendo a
identidade de cada espécie. Nesses casos, a barreira reprodutiva mais eficiente ao sul seria
imposta pelo caridtipo.
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INTRODUCAO

Akodon cursor (Winge 1887) e A. montensis Thomas, 1913 sdo espécies irmas,
indistintas pela morfologia externa e com registros de simpatria em localidades de Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e norte do Parana (Fagundes e Nogueira, 2007). Hibridos
entre as duas espécies foram descritos em ambiente natural e ja foram gerados em cativeiro
(Fagundes et al., 1998), sendo também indistintos morfologicamente das espécies parentais,

mas de facil distin¢do cariotipica (Christoff, 1997).

Os cari6tipos dessas duas espécies sdo bastante distintos entre si e tipicos, cada qual
mostrando varia¢fGes cariotipicas proprias. O polimorfismo cariotipico em A. cursor €
decorrente de um rearranjo do tipo fusdo céntrica e inversdo pericéntrica dos pares 1 e 3, assim
como inversdes pericéntricas envolvendo os pares 2, 4 e 6, gerando trés numeros diploides
(2n=14, 15 e 16) e 9 nimeros fundamentais (NF=18-26), que se distribuem ao longo da &rea de
distribuicdo da espécie (Fagundes et al., 1998). Dados moleculares em A. cursor envolvendo
populacdes ao longo da area de distribuicdo da espécie revelaram uma dicotomia basal com alto
suporte, com distincao geografica das populacdes em clados Norte e Sul, ndo associados a uma
forma cariotipica especifica por clado (Nogueira e Fagundes, 2008). O polimorfismo em A.
montensis é decorrente da monossomia do cromossomo X (2n=23) e presenca de um ou dois
Cromossomos supernumerarios (2n=25 e 26, respectivamente), alterando a forma cariotipica
basal com 2n=24 e NF=48 (Fagundes, 1993, 1997; Kasahara e Yonenaga-Yassuda, 1983
Yonenaga et al. 1975; Yonenaga-Yassuda et al. 1992).

Estudos envolvendo localizacdo de sequéncias teloméricas por hibridacdo in situ
fluorescente e analise de homologia de bragos por comparacdo de padrdes de bandeamento G
de alta resolucdo e pintura cromossdmica propuseram gue o cariotipo 2n=16 (NF=26) e 2n=24
(NF=48) séo as condicdes ancestrais para A. cursor e A. montensis, respectivamente (Fagundes
et al., 1997a, 1997b; Fagundes e Yonenaga-Yassuda, 1998; Ventura et al., 2009). Os rearranjos
do tipo inversdo pericéntrica, fusdo céntrica, fusdo em tandem, translocacdo, perda de
teldmeros e centrébmeros seriam responsaveis por originar as formas cariotipicas derivadas nas

duas espécies.

Os primeiros hibridos entre A. cursor e A. montensis foram obtidos em cativeiro a partir
de parentais coletados em populagdes do clado Sul do Rio de Janeiro e de S&o Paulo (Yonenaga

et al., 1975). Os dois machos obtidos apresentaram 2n=19, NF=31, representando o conjunto
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haploide completo dos parentais materno (n=7) e paterno (n=12). A histologia testicular desses
hibridos revelou auséncia de espermatozdides nos tabulos seminiferos e epididimo, enquanto
analises citogenéticas de células germinativas exibiram apenas formacéo de univalentes e falha

na formagao de gametas, indicando esterilidade desses hibridos.

Posteriormente, hibridos naturais (2n=19 e 2n=20) entre essas espécies foram
registrados em Iguape, SP (Fagundes, 1997). A analise meidtica do macho mostrou poucas
células paquiténicas, sugerindo espermatogénese anormal desses individuos, corroborando os
resultados de esterilidade encontrados em hibridos gerados em cativeiro. Fagundes e Nogueira
(2007) utilizaram um método de detectar as linhagens de A. cursor e A. montensis por PCR-
RFLP, e baseado nesse método, Nogueira (2005) identificou que os hibridos coletados na
natureza apresentam linhagens maternas tanto de A. cursor quanto de A. montensis, sugerindo

introgressao bidirecional.

Em ambos os registros de hibridos entre A. cursor e A. montensis, os exemplares de A.
cursor eram de populacBes representativas do clado Sul e, embora estudos meidticos
indicassem esterilidade dos mesmos, nenhuma tentativa de cruzamento envolvendo esses
exemplares foi realizada. Yonenaga et al. (1975) ndo mencionou quantas tentativas de
acasalamento foram realizadas até que houvesse sucesso na obtencéo dos hibridos.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi investigar a variacdo intraespecifica
(geogréfica e cariotipica) observada em A. cursor a partir de parametros reprodutivos obtidos

para hibridos entre A. cursor e A. montensis,

MATERIAIS E METODOS

Amostra

Exemplares matrizes de A. cursor (ACU) foram obtidos na natureza em localidades do
clado Norte (Una, Bahia) e do Sul (Castelo, Domingos Martins, Guarapari e Santa Teresa,
Espirito Santo), totalizando 33 individuos. Matrizes de A. montensis (AMO) foram coletados
em Luminérias, Minas Gerais (n=6) e Iguape e Ilha Comprida, Sdo Paulo (n=2 e n=22,
respectivamente) (Anexo 3).

As matrizes de A. cursor do clado Norte (ACU-N) apresentaram 2n=14 (85%), 2n=15
(10%) e 2n=16 (5%) e do clado Sul exclusivamente 2n=14. As matrizes de A. montensis
(AMO) apresentaram 2n=24 (n=24, 86,7%), 2n=25 (n=3) e uma fémea 2n=23 (n=1).
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Cruzamentos Experimentais

Os espécimes foram mantidos em Sala de Experimentacdo Animal em conformidade
com as recomendacbes e normas do Comité de Etica da UFES (protocolo 07/2012). Os
cruzamentos foram realizados entre julho de 2013 até agosto de 2015. As observacdes de
sobrevivéncia se estenderam até dezembro de 2015.

A temperatura foi mantida em 24 + 2°C, e o ciclo de claro/escuro foi o natural da cidade
de Vitdria, ES. A agua foi fornecida ad libidum e a dieta dos animais foi baseada em laranja e
racdo especifica para roedores. Cada individuo foi mantido em uma caixa de polipropileno
especifica para roedores de 30x20x13cm forrada com maravalha, enquanto os casais para
copular e as fémeas supostamente prenhes ou lactantes permaneciam em caixas de
49x34x16cm, também forradas com maravalha e tendo disponivel algoddo para a confeccdo de
ninhos.

A jungdo dos casais ocorreu sempre ao inicio da manh& por volta de 8 horas e o
comportamento dos individuos foi acompanhado pelas 5 horas seguidas, em intervalos de 30
minutos, para verificar a aceitacdo mdtua e identificar possiveis comportamentos agressivos.
No caso de agressividade excessiva na primeira hora apds a unido do casal, 0s mesmos eram
separados e retornavam para caixas de contencdo individualizadas. Ap6s uma hora, ndo
havendo sinais de agressividade, o casal era mantido junto por um periodo de 6 a 8 dias, com
monitoramento diario. Apos esse periodo o macho era retirado da caixa da fémea, retornando
para uma caixa de contengdo individual pequena, enquanto a fémea permanecia na caixa
grande, sob monitoramento por até 21 dias, tempo superior ao estimado para a gestacdo na
especie (Pereira et al., 1993).

A partir do 14° dia de separacdo do macho as caixas onde estavam as fémeas
supostamente prenhes eram checadas pelo menos duas vez por dia. Na auséncia de filhotes
apos 28 dias do inicio do acasalamento, a fémea era transferida para a caixa individual de
contencdo, e anotado que ndo havia prole. Na presenca de filhotes, registrou-se o dia de
nascimento e o nimero de crias. O registro do nimero de filhotes era observado diariamente até
0 desmame. Filhotes e mée permaneceram juntos por, no minimo, 21 dias até o completo
desmame, quando cada filhote era transferido para caixa individual de contencdo, com

identificacdo do sexo e do cruzamento do qual se originou.

Cruzamentos entre A. cursor e A. montensis (HIB) foram realizados levando-se em
consideracao o sexo e o caridtipo dos parentais, bem como as varia¢des de origem em A. cursor
(clado Norte — ACU-N e clado Sul — ACU-S). Intercruzamentos entre hibridos (INT) e
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retrocruzamentos (RET) também foram realizados para testar a fertilidade dos hibridos e para
verificar se 0 padrdo parental poderia ser recuperado em F.

Cruzamentos intraespecifico em A. montensis foram realizados considerando-se as
formas 2n=23, 2n=24 e 2n=25 para fins de comparacdo dos dados de cruzamentos

interespecificos.

Obtencao do cariotipo

A informagdo cariotipica dos espécimes foi obtida a partir de células de linfocitos
cultivadas in vitro (com manutengdo do animal vivo) a partir de adaptagdes de Rissino (2002)
ou de medula 6ssea (com eutanasia do animal) segundo protocolo adaptado em Fagundes et al.,
1998. As melhores metafases foram fotografadas e os caridtipos montados com a ajuda do

software Case Data Manager (Applied Spectral Imaging®).

Andlise dos dados

Para cada cruzamento foram registrados: a) sucesso reprodutivo (SR) — capacidade de
gerar filhotes apds uma tentativa de cruzamento; b) tempo gestacional (TG) em dias, periodo
entre o primeiro dia de contato do casal até o nascimento de filhotes; c) tamanho da ninhada
(TN). Para TG e TN foram calculados média, desvio padrdo, valores maximo e minimo e
realizada analise de variancia (ANOVA) a fim de identificar diferencas significativas entre os
grupos. Diferencas significativas de SR entre os grupos foram estimadas usando o teste do le

O nivel critico de significancia (p-valor) considerado em ambos os testes foi de 5%.

Histologia de testiculos
Cinco individuos de cada grupo amostral (ACU-N, ACU-S, AMO e HIB) foram

utilizados para a analise histol6gica dos testiculos. Apds a eutanasia do espécime com

sobredose de anestésico quetamina: xilazina (conforme indicacdo veterinaria), um dos
testiculos de cada individuo foi retirado e fixado com solucdo de Karnovsky, a 10°C por pelo
menos 24 horas. Em seguida, o testiculo foi tratado com solucgéo de alcool com concentragdes
crescentes para desidratacdo, realizada a inclusdo em resina glicol metacrilato e, em seguida
seccionado com navalhas de vidro em fragmentos com 3 pm de espessura. Os cortes foram
colocados em lamina de vidro, o material corado com azul de toluidina-borato de sédio a 1% e

analisado ao microscopio de luz para analise da estrutura dos tabulos seminiferos.
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RESULTADOS

Sucesso reprodutivo de cruzamentos interespecificos

Foram realizados 80 cruzamentos entre A. cursor e A. montensis que geraram 39
hibridos (HIB, Anexo 5), dos quais 34 completaram o desmame (12,8% de canibalismo
materno durante a lactacdo). Dos 80 cruzamentos, 32 foram realizados entre fémeas ACU-N e
machos AMO (ACU-N x AMO), 27 entre fémeas AMO e machos ACU-N (AMO x ACU-N) e
21 entre fémeas AMO e machos ACU-S (AMO x ACU-S). Néao foram realizados cruzamentos
entre fémeas ACU-S e machos AMO.

Nos 17 cruzamentos em que ambos 0s parentais eram hibridos (intercruzamentos, INT)
e nos 12 cruzamentos envolvendo HIB e um de seus parentais ACU ou AMO (retrocruzamento,

RET) néo foi gerado nenhum descendente (Anexo 5).

O sucesso reprodutivo (SR) médio foi de 22,5%, com média 2,1 filhotes nascidos por
ninhada (TN), e o tempo gestacional médio (TG) foi de 25,78 dias (Tabela 4.1, Figura 4.1).
N&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre os valores de SR, TG e TN entre combinac6es
aos pares dos grupos de cruzamentos ACU-NXAMO, AMOXACU-N e AMOXACU-S.

Analisando o caridtipo dos parentais, verificou-se que em combinagdes envolvendo
exemplares 2n=14, 16 e 2n=24 o SR variou de 22,22% a 75,0%, o TN variou de e 1,67 a 3,00 e
0o TG de 24,5 a 27,0, sendo a combinagdo 2n=24x2n=16" aquela que apresentou valores
maiores de SR e TN, correspondendo a 23,0% (n=9) dos hibridos gerados (Tabela 4.2, Figura
4.2) Combinados entre si, esses grupos ndo apresentaram diferenca significativa de SR (%), TG
ou TN (ANOVA) (Tabela 4.2).

Nos casos de cruzamentos envolvendo exemplares com 2n=15x2n=24, somente quando
0 macho apresentava 2n=15 houve descendentes (SR=37,5%; TNmédio=1,67; TGmédio=26,33
dias), enquanto a fémea 2n=15 ndo conseguiu gerar hibridos. Em todos os cruzamentos
envolvendo 2n=23 e 2n=25, independente do cariétipo do outro parental, ndo houve

nascimento de hibridos (Tabela 4.2).

Dois casos de agressdo entre casais foram registrados, sendo as fémeas mortas por
machos do clado Sul de A. cursor (2n=14) (cruzamentos HIB69 e HIB70, Anexo 5). Outros
dois cruzamentos, dos quais participaram os mesmos individuos, geraram descendentes na
segunda tentativa de cruzamento apds primeira sem filhote (cruzamentos HIB44 e HIB48,
Anexo 5).



Tabela 4.1 — Sucesso reprodutivo (SR), tempo gestacional (TG) e tamanho da ninhada (TN) estimados em cruzamentos entre parentais A. cursor

(ACU) e A. montensis (AMO), considerando-se 0 sexo das espécies parentais e clados de A. cursor (clado Norte - ACU-N e clado Sul - ACU-S).

CRUZAMENTOS TEMPO GESTACIONAL (dias) TAMANHO NINHADA
REALIZA  CoM e ) ANOVA o - ) ANOVA S
ex3d S =L (p-valor)! MEDIA (D.P) (vl MiN-MAX ToTAL MEDIA (D.P) (p-valor)! MiN-MAX
ACU-N x AMO 32 6 18,75% 25,50 (+1,643) 23-27 10(8) 1,67 (+0,816) 1-3
AMO x ACU-N 27 8 29,63% 26,63 (+1,188) 25-28 18 (17) 2,25 (+1,035) 1-4
AMO x ACU-S 21 4 19,5% 24,50 (+2,646) 21-27 11(9) 2,75 (+1,258) 1-4
TOTAL 80 18 22,50% 0,552! 25,78 (+1,833) 0,151! 21-28 39 (34) 2,17 (¥1,043) 0,276! 1-4

1 — - 7 - PRSI - .
valor significativo abaixo de 0,05. ~ nimero de filhotes ao nascer e, entre paréntesis, nimero de filhotes ap6s o desmame.

Tabela 4.2 — Sucesso reprodutivo (SR), tempo gestacional (TG) e tamanho da ninhada (TN) estimados em cruzamentos entre A. cursor e A.

montensis consideraando o cari6tipo das espécies parentais e no caso de A. cursor, diferencas entre clado Norte (2n") e Sul (2n°).

CRUZAMENTOS TEMPO GESTACIOAL (dias) TAMANHO NINHADA
TiPO 2
x4 REALIZA (1 * 1 MEDIA (D.P) ANOVAl MiN-MAX ToTAL? MEDIA (D.P) ANOVAl MiN-MAX
DOS FILHOTE (p-valor) (p-valor) (p-valor)
14N%24 26 6 23,07% 25,50 (+1,643) 23-27 10 (8) 1,67 (£0,816) 1-3
140ul6 24x14N 9 2 22,22% 0.181 27,00 (+1,414) 0.376 26-28 4 2,00 (+1,414) 0.276 1-3
x 24 24x145 15 4 26,67% ' 24,50 (+2,646) : 21-27 11(9) 2,75 (+1,258) ' 1-4
24x16N 4 3 75,00% 26,67 (+1,155) 26-28 9 3,00 (+1,000) 2-4
15"x24 4 0 0,00% 0
15x24 5 pxasN 8 3 37,50% 0,157 26,33 (+1,528) ) 25-28 5 (4) 1,67 (+0,577) i 1-2
14N%25 2 0 0,00% 0
140ul5 25x14N 1 0 0,00% 0
x 25 25x14° 5 0 0,00% 0
25x15N 2 0 0,00% 0
140ul5 23x15V 3 0 0,00% 0
x 23 23x14° 1 0 0,00% 0
TOTAL 80 18 22,50% 311 25,78 (+1,833) 450 21-28 39 (34) 2,17 (¥1,043) 269 1-4

T P - N - FETSR - -
Valores significativos abaixo de 0,05*. “Numero de filhotes ao nascer e, entre paréntesis, numero de filhotes ap6s o desmame.
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Sucesso Reprodutivo de cruzamentos intraespecificos em A. montensis

Dos 66 cruzamentos realizados nasceram 87 filhotes, dos quais 80 completaram o
desmame. Foram realizados 35 cruzamentos entre individuos matriz (AMO-M) e 31
cruzamentos nos quais pelo menos um parental era geracdo F; (AMO- F;) (Anexo 5), sem
diferenga significativa de TN e TG entre esses dois agrupamentos. No entanto, 0 sucesso
reprodutivo em AMO-M (57,14%) foi significativamente maior que em AMO-F; (22,58%)
(Tabela 4.3, Figura 4.3).

Cruzamentos envolvendo as combinagfes cariotipicas 2n=23x2n=24, 2n=24x2n=24,
2n=24x2n=25, 2n=25x2n=24 e 2n=25x2n=25 ndo apresentaram diferenca significativa de SR,
TG e TN. Destas combinacgdes, em apenas uma (fémea 2n=25 x macho 2n=24) ndo houve o
nascimento de filhotes (Tabela 4.4; Figura 4.4). Assim, em cruzamentos intraclado todas as
formas cariotipicas amostradas no presente estudo (2n=23, 2n=24 e 2n=25) foram capazes de
gerar descendentes.

O canibalismo materno total foi de 9,0% durante a lactacdo, s6 ocorrendo nas
combinagbes 2n=24x2n=24 (90% dos casos), 2n=25x2n=24 (10,0% dos casos). Nos
cruzamentos AMO1 e AMO3 as fémeas foram agredidas até a morte pelo mesmo macho, Gnico
coletado em lguape, SP (Anexo 5).

Composicao cariotipica dos hibridos

Os hibridos gerados apresentaram 2n=19 (61,8%) e 2n=20 (38,2%) e numero de bracos
autossémicos (NF) variaram de 30 a 34, correspondendo a sete cariétipos distintos (Tabela 4.5;
Figura 4.5) das oito possiveis combina¢des dos gametas n=7 (cromossomos 1+3M, 2A ou 2S,
4A ou 4M) de A. cursor e n=12 de A. montensis. Os cruzamentos entre 24x14", 24x14° e
14Nx24 e 24x15N geraram hibridos com 2n=19. Porém os hibridos com 2n=20 somente foram
gerados a partir de cruzamentos 24x16", ndo sendo observados a partir dos cruzamentos
24x15".

Histologia de Testiculo

Os cortes histologicos de parentais A. montensis e A. cursor mostraram a formacao de
espermatozoides na luz dos tubulos seminiferos. Nos testiculos dos hibridos ndo houve a
formagdo do Iimen e nem a formacdo de espermatozoides. Foram encontradas celulas
fagocitarias no compartimento intersticial dos testiculos e nos tabulos seminiferos dos hibridos
(Figura 4.6).



Tabela 4.3 — Sucesso reprodutivo (SR) e tamanho da ninhada (TN) estimados a partir de cruzamentos intraespecificos em A. montensis, AMO-

M, AMO-F.

TirPO

CRUZAMENTOS

TEMPO GESTACIOAL (dias)

TAMANHO NINHADA

ANOVA

AMO-M
AMO-F,

24,55 (+1,356)
24,00 (+1,291)

TOTAL

24,41 (+1,338)

2 - NoM A
ToTAL MEDIA (D.P) (e MiN-MAX
64 (61) 3,20 (%0,768) 1-4
23(19) 3,29 (¥1,799) 1-5
87 (80) 3,22 (+1,086) 0,861 1-5

1= valores significativos abaixo de 0,05*.

0,8

Tempo gestacional

0,2

AMO-M

e \
o \

= nimero de filhotes ao nascer e, entre paréntesis, nimero de filhotes apds o desmame.

28
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221
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Tamanho da ninhada
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Figura 4.3 — Frequéncia de sucesso reprodutivo (a) variagdo do tempo gestacional (b) e do nimero de crias por ninhada (b) em cruzamentos de

A. montensis envolvendo individuos matriz AMO-M e descendentes gerados em cativeiro (AMO-F,).
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Tabela 4.4 — Sucesso reprodutivo (SR) e tamanho da ninhada (TN) estimados em cruzamentos intraespecificos (INT) entre A. montensis

considerando o cario6tipo dos parentais.

CRUZAMENTOS TEMPO GESTACIOAL (dias) TAMANHO NINHADA
TiPO . ANOVA ANOVA
exd REALIZA ety SR t 1 MEDIA (D.P) M MiN-MAX ToTAL? MEDIA (D.P) h MiN-MAX
DOS FILHOTE (p-valor) (p-valor) (p-valor)
C1l 23x24 4 2 50,00% 24,50 (+0,707) 24-25 8 4,00 (x1,414) 3-5
c2 24x24 47 20 42,55% 24,55 (+1,432) 22-27 61 (55) 3,05 (+1,099) 1-5
C3 24x25 4 0 0,00% 0
Cc4 25x24 8 4 50,00% 23,50 (+1,414) 23-25 14 (13) 3,50 (+1,000) 3-5
C5 25x25 3 1 33,33% 25,00 25 4 4,00 4
TOTAL 66 27 40,91% 0,508 24,41 (£1,338) 0,542 22-27 87 (80) 3,22 (+1,086) 0,536 1-5
1= valores significativos acima de 0,05*. % = ntimero de filhotes ao nascer e, entre paréntesis, nimero de filhotes ap6s o desmame.
28+ 8
SR - AMO — o
[ T
c 267 S 6
1 8 €
§ — '€
0,38 g El 3
24 o 4 —
2 £
0,6 £ g
C :
- \.—/’\ - =
) 227 27
=
0,2 o
0 - 3 4 2 2n=23)'(2n=24 2n=247)|(2n=24 2n=25;(2n=24 2n=25)'(2n=25 2n=23;(2n=24 2n=24)'(2n=24 2n=25)'(2n=24 2n=25;2n=25
2n=23x2n=24 2n=24x2n=24 2n=25x2n=24 2n=25x2n=25 b A. montensis c A. montensis

Figura 4.4 — Frequéncia de sucesso reprodutivo (a) variacdo do tempo gestacional (b) e do nimero de crias por ninhada (b) em cruzamentos de

A. montensis envolvendo cruzamentos com diferentes combinacdes cariotipicas.
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Tabela 4.5 — Descricdo do cariétipo e nimero de hibridos gerados através de cruzamentos experimentais entre A. cursor e A. montensis.

Tipo 2n NF* Caridtipo  Cari6tipo do parental ACU Cariotipo do parental AMO n Registro’

24x16™ 20 33 A 1S, 2S, 3S, 4A, 5M, 6A, TM 10 M/S (pares de 1 a9 e 11), 1A (par 10) 1 Primeiro registro
34 B 1S, 2S, 3S, 4M, 5M, 6A, 7TM 10 M/S (pares de 1 a 9 e 11), 1A (par 10) 1 Primeiro registro
n/d - 5
SC - 2

24x15" 20 32 C 1S, 2A, 3S,4A,5M, 6A, 7TM 10 M/S (pares de 1 a 9 e 11), 1A (par 10) 1 Primeiro registro
33 D 1S, 2A, 3S, 4M, 5M, 6A, 7TM 10 M/S (paresde 1 a9 e 11), 1A (par 10) 2 Fagundes, em preparacdo
SC - 1

24x14Y 19 31 E 1+3M, 2A, 4M, 5M, 6A, TM 10 M/S (paresde 1 a9 e 11), 1A (par 10) 2 Fagundes, 1997
n/d - 2

24x14> 19 30 F 1+3M, 2A, 4A, 5M, 6A, TM 10 M/S (paresde 1 a9 e 11), 1A (par 10) 3 Yonenaga et al., 1975
31 G 1+3M, 2A, 4M, 5M, 6A, TM 10 M/S (paresde 1 a9 e 11), 1A (par 10) 1 Fagundes, 1997
31 C 1+3M, 2S, 4A, 5M, 6A, 7TM 10 M/S (paresde 1 a9 e 11), 1A (par 10) 1 Fagundes, 1997
n/d - 3

14Mx24 19 30 F 1+3M, 2A, 4A, 5M, 6A, TM 10 M/S (paresde 1 a 9 e 11), 12 (par 10) 2 Yonenaga et al., 1975
31 E 1+3M, 2A, 4M, 5M, 6A, 7TM 10 M/S (pares de 1 a9 e 11), 12 (par 10) 1 Fagundes, 1997
n/d - 4
SC - 1

TOTAL 7 34

* n/d = nimero diploide ndo determinado de espécimes ainda vivos; SC = individuo que morreu sem terem sido realizadas preparacdes citogenéticas. 1= citacao
dos trabalhos que registram os referidos cari6tipos de hibridos entre A. cursor e A. montensis.
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Figura 4.5 — Cari6tipos de hibridos entre A. cursor (ACU) e A. montensis (AMO). A linha superior
representa o conjunto haploide de ACU (n=7 ou n=8, com polimorfismo dos pares 1/3, 2 e 4) e a
inferior o de AMO (n=12, invariavel). (A) macho, 2n=20 (ACU: 1S/3M, 2S, 4A); (B) macho, 2n=20
(ACU: 1S/3M, 2S, 4M); (C) fémea, 2n=20 (ACU: 1S/3M, 2A, 4A); (D) macho, 2n=20 (ACU: 1S/3M,
2A, 4M); (E) fémea, 2n=19 (ACU: 1+3M, 2A, 4M); (F) macho, 2n=19 (ACU: 1+3M, 2A, 4A); (G)
macho, 2n=19 (ACU: 1+3M, 2S, 4A).
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Figura 4.6 — Corte longitudinal de tubulo seminifero. (a) A. cursor (b) A. montensis (c) e (d)
hibridos entre essas espécies. As imagens (a) e (b) mostram a formacéo de espermatozoides na
luz dos tubulos enquanto as formas (c) e (d) mostram a completa auséncia de espermatozoides

e presenga e celulas fagocitérias (setas), sem formacéo de luz do tubulo.

DiscussAo

O presente estudo apresentou dados inéditos sobre cruzamentos experimentais gerando
hibridos entre as espécies parentais A. cursor e A. montensis, a partir das variantes cariotipicas
de cada espécie e da origem geografica de cada parental de A. cursor.

Os registros de hibridos, naturais e de cruzamentos em laboratério, entre A. cursor e A.
montensis, reportaram exemplares 2n=19 e 20. Hibridos naturais foram coletados em Iguape,
SP, area de simpatria entre as espécies parentais (Christoff, 1997; Fagundes, 1997) e o0s
artificiais foram gerados em cativeiro a partir de exemplares de A. cursor de populag¢fes do Rio
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de Janeiro e S&o Paulo e de A. montensis de popula¢des de S&o Paulo (Yonenaga et al., 1975).
Em ambos os registros, os exemplares de A. cursor eram procedentes de populagdes
representativas do clado Sul (Nogueira e Fagundes, 2008; Colombi et al., 2010).

A introgressao entre essas espécies é bidirecional, com sucesso na geracao de hibridos
seja nas combinagdes fémea A. montensis x macho A. cursor ou fémea A. cursor X macho A.
montensis. O sucesso reprodutivo na obtencdo desses hibridos em cativeiro foi alta, chegando a
75% na combinacdo fémea 2n=24 e macho 2n=16. As menores frequéncias de sucesso
reprodutivo foram encontradas entre exemplares 2n=14 e 2n=24 (SR=22,2 a 26,7%),
independente do sexo em que ocorriam e se o cariétipo de 2n=14 era de exemplares de A.
cursor do clado Norte ou do clado Sul.

As combinacdes que culminaram em maior nimero de nascimentos foram quando A.
montensis era a espécie materna com 2n=24 e A. cursor a paterna, particularmente na forma
2n=16 (SR=75%, TN=3,0), sequido de 2n=15 (SR=37,5, TN=1,67). Cruzamentos em que 0s
parentais macho ou fémea de A. cursor tinham 2n=14 foram o0s que apresentaram menor
sucesso reprodutivo. Nossos dados revelam que, embora a introgressdo seja bidirecional, ha
uma taxa distinta de sucesso a depender do parental de A. cursor, sendo menos viavel a

combinagdo 2n=24 x 2n=14 na geracdao de hibridos.

A média de filhotes por ninhada em cruzamentos interespecificos também foi maior
qguando os machos de A. cursor apresentaram 2n=16 (3,00 £ 1,000), sendo essa média préxima
a encontrada no total de cruzamentos intraespecificos de A. montensis (TN=3,22 +1,086,
presente estudo; TN=3,9 + 1,2, Silva et al., 2015) e de A. cursor (TN=3,69 +1,423, Cap. 2 do
presente estudo; TN=4,7 £ 2,1, Silva et al., 2015).

Formas cariotipicas variantes ndo geram hibridos

Considerando o parental A. cursor, individuos machos do clado Norte com 2n=15
tiveram sucesso na formacdo de hibridos, mas fémeas com 2n=15 nao geraram hibridos. Esse
resultado € relevante visto que estudos prévios (Cap. 2) revelaram que exemplares com 2n=15,
machos ou fémeas, foram capazes de gerar descendentes em cruzamentos intraespecificos,
embora com menor sucesso reprodutivo. Além disso, esse resultado vai de encontro a regra de
Haldane, segundo a qual quando existe assimetria na inviabilidade ou infertilidade dos hibridos,
0 sexo heterogamético € o mais afetado (Johnson, 2008), que no caso de roedores seria 0

macho.
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Considerando o parental A. montensis, individuos com 2n=25 ou 2n=23, ndo geraram
hibridos, muito embora tenham sido capazes de gerar descendentes em cruzamentos
intraespecificos. Os cruzamentos em que ambos parentais tinham 2n=25 apresentaram as
menores frequéncias de sucesso reprodutivo, comparada as outras duas formas avaliadas, com
2n=23 e 2n=24.

Fagundes et al. (1997a) compararam 0s cariotipos de A. cursor 2n=14 e 2n=16
utilizando padrao elevado de resolucdo de bandeamento G e marcacdo de sonda telomérica e
propuseram que o caridtipo 2n=16 seria o ancestral na espécie. Fagundes et al. (1997b) e
Ventura et al. (2009) identificaram homeologia completa entre os caridtipos de A. cursor
2n=14, 16 e A. montensis 2n=24 utilizando pintura cromossémica reciproca, e propuseram que
h& menor nimero de passos mutacional envolvendo a diferenciacéo entre os cariotipos 2n=16 e
2n=24 a partir de um cariotipo ancestral do que entre 2n=14 e 2n=24. Esse dado é concordante
com nossos achados de que o sucesso reprodutivo em cruzamentos interespecificos foi maior
quando o parental A. cursor apresentou 2n=16, seguido de 2n=15 e por fim 2n=14, em
decorréncia da menor barreira reprodutiva entre 2n=24 e o caridtipo basico ancestral de A.

cursor com 2n=16.

Em Nectomys, outro roedor da subfamilia Sigmodontinae, cruzamentos entre cariétipos
2n=52 e 2n=56 geraram hibridos com 2n=54, que apresentaram alteracfes histoldgicas dos
tubulos seminiferos, sem a formacdo de espermatozoides e configuracbes anormais do
complexo sinaptonémico, caracterizando a esterilidade nesses exemplares. Apesar das formas
2n=52 e 2n=56 serem alopatricas, a ocorréncia de hibridos estéreis contribuem para interrupgao
do fluxo génico entre esses cariotipos e explica a auséncia de hibridos naturais mesmo em areas
de ocorréncia limitrofes. A luz do Conceito Bioldgico de Espécies as formas 2n=52 e 2n=56
foram revisadas e separadas em duas, N. rattus e N. squamipes, respectivamente (Bonvicino et
al., 1996; Andrades-Miranda, 2001a).

Similarmente, a composi¢cdo mais favoravel a formacdo de hibridos € 24 x 16. As
formas derivadas (2n=23, 2n=25 e 2n=14 e 2n=15) parecem promover um isolamento
reprodutivo maior e consequente barreira ao fluxo génico. Considerando que a forma 2n=14 é a
mais frequente nas populacfes do sul, a barreira ao fluxo génico seria mais efetiva onde A.
cursor ocorre em simpatria com A. montensis, mantendo a identidade de cada espécie, com

barreira reprodutiva robusta, imposta pelo cari6tipo.
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Individuos 2n=15 néo formam hibridos com 2n=20

Os cariotipos de hibridos 2n=20 no presente estudo foram obtidos a partir de gametas
n=8 de ACU 2n=16 e AMO n=12. Dos cruzamentos com 2n=15 e 2n=24, somente nasceram

hibridos com 2n=19, o que questiona a viabilidade de gametas n=8 em individuos com 2n=15.

Nossos dados sugerem haver um erro na segregacdo dos homologos do trivalente
gerando gametas desbalanceados e inviaveis e favorecendo gametas n=7. Outra explicacéo
seria a amostragem baixa de descendentes (4 hibridos em trés cruzamento interespecificos com
sucesso), requerendo maior investimento (macho ACU 2n=15 e fémea AMO 2n=24) nesse tipo
de cruzamento. Apesar do numero reduzido de descendentes hibridos, considerando as
variacdes dos pares 2 e 4 de ACU (2A/4A, 2A/4M, 2S/4A, 2S/4M) foi possivel recuperar nos
hibridos do presente estudo 7 das 8 combinagdes possiveis tendo faltado apenas 2S/4M no
cariotipo de 2n=19.

Yonenaga-Yassuda (1979) havia reportado que a forma 2n=15 forma um trivalente no
paquiteno/dipléteno. Com a formacdo de um trivalente, a formacdo de gametas pode ser
prejudicada caso a segregacdo dos cromossomos ocorra desbalanceada. Winking et al. (2000)
observaram em camundongos com rearranjos Robertsonianos a disjuncdo desequilibrada de

trivalentes na meiose na ordem de 40% dos casos.

Hibridos sdo estéreis

Todos os testes de cruzamentos envolvendo os hibridos entre A. cursor e A. montensis

mostraram a esterilidade dos mesmos.

Yonenaga et al. (1975) ao realizar estudos meiéticos em hibridos gerados em cativeiro
observou células em paquiteno, metafases espermatogoniais, células poliploides e anormais.
Logo, a auséncia de espermatozoides nos hibridos de A. cursor e A. montensis, a auséncia de
descendentes em intercruzamentos e retrocruzamentos somado aos dados histologicos, apontam
a esterilidade do hibrido, com isolamento reprodutivo pés-zigético completo entre as duas

espécies parentais.

Em cruzamentos entre A. molinae (2n=42-44) e A. dolores (2n=34-40) a formacédo de
hibridos era favorecida quando a fémea é de A. molinae. No entanto, ao contrario do observado
nos hibridos entre A. cursor e A. montensis, esses hibridos eram férteis e em F; apresentaram

caracteristicas peculiares, enquanto em F, recuperaram o padrdo parental (Merani et al., 1983,
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2005). Em Nectomys squamipes, hibridos entre as formas 2n=52 e 2n=56 foram gerados em
cativeiro e analises citogenéticas e histoldgicas da forma intermediaria 2n=54 mostrou que 0s
rearranjos cromossdémicos constituiam barreira reprodutiva, levando os autores a sugerir que
cada caridtipo dos parentais poderia corresponder, na realidade, a espécies distintas (Bonvicino
et al., 1996). Atualmente, as duas formas cariotipicas estdo associadas a espécies distintas:
Nectomys rattus (2n=52) e N. squamipes (2n=56) (Andrades-Miranda, 2001a). Em Graomys
griseoflavus (Cricetidade, Sigmodontinae), cruzamentos em cativeiro entre as formas 2n=36,
37, 38 e 42 mostraram que 2n=36-38 eram inférteis e que ao cruzarem com machos 2n=42 nédo
geravam descendentes, mas quando eram colocados para cruzar com fémeas 2n=42 0 sucesso
reprodutivo variava de 80 a 100% em F;, embora essa prole fosse estéril (Gerardo e Blanco,
1996).

Silva et al. (2015) classificam todos os sigmodontinos como estrategistas r, com
tendéncia a apresentarem porte pequeno, terem periodo de vida curto, podendo alcancar a
maturidade sexual precocemente e gerando ninhadas grandes e varias vez ao ano. Esses
resultados vao ao encontro dos dados histolégicos que mostram elevada atividade espermatica
nas espécies parentais e auséncia total dessa atividade nos hibridos. Balarine (2013) afirmou
que em A. cursor ha elevada producdo espermatica, considerada acima do padrao observado em
mamiferos com indice de producéo elevado, o que j& havia sido proposto anteriormente para A.

cursor e A. montensis e outros cricetideos (Cordeiro-Junior, 2009).

Assim, conclui-se que o isolamento reprodutivo entre A. cursor e A. montensis €
completo, sendo acentuado nas regiGes de simpatria. O mecanismo do isolamento é pds-
zigotico, permitindo a formacdo de hibridos por um processo de introgressédo bidirecional, com
reducdo do tamanho da ninhada quando comparado aos dados de cruzamentos intraespecificos
de cada espécie parental, As formas béasicas dos cariétipos das espécies parentais sdo capazes
de gerar hibridos, com reducdo acentuada ou auséncia de formacdo de hibridos quando o
cariotipo dos parentais eram as formas derivadas 2n=15, 2n=25 e 2n=23. A forma 2n=15,
embora propensa a formar gametas n=7 e n=8 ndo foi capaz de gerar hibridos com 2n=20. Os
hibridos séo estéreis. Novos cruzamentos incluindo fémeas com 2n=15 permitiriam esclarecer o
processo de formacdo dos gametas desses individuos, ja que ha de comprometimento

reprodutivo influenciando no sucesso reprodutivo desses individuos.
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CAPITULO5

REVISITANDO AKODON CURSOR
(WINGE, 1887): UMA ABORDAGEM
MULTIDISCIPLINAR
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RESUMO

A. cursor (Wingle, 1887) apresenta questdes controversas envolvendo a sua validade
como espécie Unica. Essas questdes se acentuam quando é comparada a sua espécie irma A.
montensis com a qual divide &reas de ocorréncia e a capacidade de gerar hibridos em ambiente
natural. No entanto, A. cursor e A. montensis preservam caracteristicas genéticas marcantes
com numero diploide especifico (2n=14, 15 e 16 em A. cursor e 2n=23-26 em A. montensis) e
agrupamentos monofiléticos proprios. Nos hibridos entre A. cursor e A. montensis coletados na
natureza e naqueles gerados em laboratdrio, observa-se um cari6tipo corresponde & soma dos
lotes hapldides das espécies parentais, com introgressdo bidirecional. O mecanismo de
isolamento reprodutivo é pds-zigotico, caracterizado pela esterilidade dos hibridos. Ainda,
caracteres morfolégicos tém apresentado pouca acurdcia na distingdo de A. cursor, A.
montensis e seus hibridos, sendo por isso alvo de investigacdo. Analogamente, A. cursor
apresenta trés formas cariotipicas, uma intermedidria as duas, e ha& dois agrupamentos
monofiléticos que refletem a organizacdo geografica das populacdes em clados Norte e Sul,
embora em ambos clados seja possivel encontrar as mesmas variantes cariotipicas.
Questionamentos sobre a existéncia de isolamento reprodutivo entre linhagens dos clados Norte
e Sul e entre as formas homomorficas 2n=14 e 2n=16 foram investigadas a partir de
cruzamentos experimentais e subsequente analise histologica dos tubulos seminiferos. O
objetivo do presente estudo foi tratar o tema sob uma Gtica multidisciplinar e ampla visando
compreender os padres e processos responsaveis pela distribuicdo da diversidade em A.
cursor. Para tanto, foram resgatadas informacdes moleculares, cariotipicas, reprodutivas e de
distribuicdo geografica ja disponiveis para a espécie. Foram somados ainda dados histolégicos,
morfolégicos e anatbmicos das variantes de A. cursor e de hibridos entre A. cursor e A.
montensis, permitindo analise comparativa de modo a investigar “Akodon cursor é uma Unica
espécie?” Os dados de morfologia e anatomia interna distinguiram em 91,4% dos casos 0S
exemplares do clado Norte de A. cursor (ACU-N), clado Sul (ACU-S) e Interclado (ACU-E), e
apresentaram sete medidas com diferenca significativa entre os grupos. Foi observado um
padrdo latitudinal de distingdo em A. cursor, com maiores valores para os exemplares do Norte
e menores para os do sul. As analises histoldgicas revelaram que ha& producdo de
espermatozéides nos trés grupos ACU-N, ACU-S ou ACU-E. Exemplares de A. montensis

(AMO), A. cursor (ACU) e hibridos (HIB) foram corretamente classificados nas andlises
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discriminantes em 91% dos casos e apresentaram diferencas significativas em 14 das 23
medidas tomadas. A. cursor apresentou na maioria dos casos, valores maiores nas medicdes
feitas em relacdo a A. montensis. Representantes interclado e hibridos nem sempre
apresentaram padrdo morfolégico ou anatdbmico intermedidrio entre seus parentais.
Considerando todos os dados obtidos em andlises moleculares, cariotipicas, reprodutivas,
morfologicas, anatdmicas e histologicas, conclui-se que: 1) Ha distingdo das populacdes em
clados Norte e Sul, com querbra filogeografica localizada entre norte do Espirito Santo e sul da
Bahia. Tal padrdo € observado a partir de dados moleculares e de morfologia/anatomia; 2) A
diversificacdo encontrada ndo estd relacionada a cariétipos exclusivos, muito embora haja
predominancia da forma 2n=16 ao Norte e 2n=14 ao Sul; 3) Exemplares interclado nao
apresentam comprometimento reprodutivo, alcancando alta frequéncia de sucesso reprodutivo;
4) Individuos com 2n=15 apresentam reducdo de fertilidade, principalmente quando a fémea é
portadora do rearranjo e quando combinado com parental 2n=16 e 2n=15. Combingdes 2n=14 x
2n=15 sdo que apresentaram maior sucesso reprodutivo. 5) Hibridos entre A. cursor e A.
montensis sdo estéreis e mais facilmente gerados a partir da combinacdo fémea 2n=24 e macho
2n=16, muito embora a introgressao seja bidirecional. Assim, 0 uso de critérios morfoldgicos
e de monofilia reciproca apontam distin¢cdo Norte e Sul, no entanto, sem sinais de isolamento
reprodutivo. Entre 2n=14 e 2n=16 verifica-se comprometimento reprodutivo do intermediario
(2n=15), indicando um processo incipiente de especiacao estasipatrica, com o favorecimento de

fixacdo da forma 2n=16 ao Norte e de 2n=14 ao Sul da distribuicdo atual.
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INTRODUCAO

A. cursor (Winge, 1887) é uma espécie que apresenta questdes taxondmicas
controversas em torno de sua validade como uma uUnica espécie. Essas questdes tornam-se
ainda mais relevantes quando comparada a sua espécie irma A. montensis Thomas, 1913, com a
qual divide areas de ocorréncia (Yonenaga et al., 1975; Geise et al., 1998; Fagundes e
Nogueira, 2007; Cordeiro-Junior, 2008; Araljo, 2014) sendo capaz de gerar hibridos em
ambiente natural (Christoff, 1997; Fagundes, 1997, Nogueira, presente estudo). Juntos, A.
cursor, A. montensis e hibridos apresentam diferencas cariotipicas marcantes e caracteristicas
morfolégicas semelhantes, que dificultam o seu reconhecimento e distincdo a partir de
caracteres externos.

Do ponto de vista molecular, A. cursor e A. montensis sdo espécies facilmente distintas
(Geise et al., 2001; Fagundes e Nogueira, 2007; Goncalves et al., 2007), apresentam
diversidade genética elevada e estruturacdo intraespecifica com formacgdo de agrupamentos
monofiléticos (Nogueira e Fagundes, 2008; Valdez and D’Elia, 2013). Cada uma das espécies
tem um padréo genético proprio, havendo organizacdo geogréafica das populacdes em clados
Norte e Sul em A. cursor (Nogueira, presente estudo).

Do ponto de vista cariotipico, as duas espécies sdo inequivocamente distintas. A. cursor
apresenta variacbes do numero diploide (2n=14, 15 e 16) em decorréncia de rearranjos
cromossémicos que envolvem predominantemente cinco pares autossémicos responsaveis pela
variacdo do numero de bracos autossdmicos NF=18-26 (Fagundes et al., 1998) e que, até o
momento, culminam na descricdo de 31 citétipos para a espécie (Colombi, 2010). O
complemento cromossémico basico em A. montensis € 2n=24, havendo registros de alteragdes
decorrentes de monossomia do cromossomo X (2n=23) e da presenga de um ou dois
Cromossomos supernumerarios (2n=25 e 2n=26, respectivamente) (Fagundes, 1993, 1997,
Kasahara e Yonenaga-Yassuda, 1983 Yonenaga et al. 1975; Yonenaga-Yassuda et al. 1992).
Os hibridos entre essas duas espécies apresentam o complemento hapldide de cada espécie
parental, com 2n=19 e 2n=20, carregando consigo as formas variantes dos pares autossdomicos
de A. cursor. A introgressao é bidirecional, porém os hibridos sdo estéreis.

Do ponto de vista morfoldgico, as diferencgas séo sutis e dificultam o reconhecimento e
distingdo das espécies. Christoff (1997) foi um dos pioneiros nesse estudo, ndo encontrando

caracteres morfocraniometricos capazes de diferenciar A. cursor e A. montensis, mas
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requerendo confirmagdo genética dos téxons. Estudos posteriores envolvendo medidas
craniométricas e variaveis corpéreas revelaram que A. montensis apresenta medidas
craniométricas menores que A. cursor e que, dentro de A. cursor, existem diferencas
significativas entre dois grupos, porém a anélise discriminante exibiu sobreposic¢ao parcial dos
grupos (Geise et al., 2005; Gongalves et al., 2007). Astua et al. (2015) utilizaram dados
cranimétricos e da mandibula e encontraram diferencas significativas entre as espécies, sendo
A. cursor maior que A. montensis, mostrando-se eficaz na distingdo morfoldgica dessas
espécies, sem que para isso se fizesse necessdrio o uso de informagdes citogenéticas ou
moleculares.

Estudos envolvendo a anatomia interna apontaram presenca de vesicula biliar em A.
cursor e sua auséncia em A. montensis, sendo esse um carater eficaz na distingdo dessas
espécies (Geise et al., 2004). Porém, outras analises envolvendo anatomia do falo e padrdo de
pelagem ndo apresentaram carater diagnostico entre essas espécies (Christoff, 1997).

Analogamente as duas espécies e seus hibridos, A. cursor per si apresenta padrdo de
distingdo genética das populacdes entre os agrupamentos Norte e sul, com duas formas
cariotipicas distintas e uma forma intermedidria a elas, sendo observado similaridade
morfoldgica que ndo permite a sua distin¢do. Os representantes do clado Norte j& foram no
passado reconhecidos como um taxon distinto, por se entender que havia distribuicdo
geografica distinta, uma forma cariotipica com 2n=16 e divergéncia em relacdo ao
agrupamento irméo do Sul com as formas 2n=14 e 15 (Geise et al., 2001). Estudos posteriores
sugeriram que essa distin¢do é geografica, estando as trés formas cariotipicas presentes em
ambos os agupamentos (Nogueira e Fagundes, 2008). Além disso, o padrdo de distribuicdo em
Norte e Sul também foi recuperado em analises morfocraniométricas e de variacdo corporal,
revelando que exemplares do Norte (ali designados como A. aff. cursor) apresentam maiores
valores que os do Sul (tratados como A. cursor) em oito das 20 varidveis analisadas (Geise et
al., 2005)

O objetivo do presente capitulo foi realizar uma abordagem global visando compreender
0s padrdes e processos responsaveis pela distribuicdo da diversidade em A. cursor. Para tanto,
foram obtidos dados histologicos, morfologicos e anatdmicos das variantes intraespecificas e
comparadas com informagdes moleculares, cariotipicas, reprodutivas e de distribuicdo
geografica ja disponiveis para a espécie. A analise comparativa com A. cursor X A. montensis e

os hibridos verdadeiros permite explorar a questdo se Akodon cursor € uma unica espécie.
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MATERIAIS E METODOS

Amostra

Para as andlises da morfologia externa e anatomia interna foram utilizados exemplares
de A. cursor 2n=14, A. montensis 2n=24 e hibridos 2n=19 e 20 gerados em cativeiro,
totalizando 72 exemplares. Para estudos de histologia de testiculo foram utilizados 16 machos
(Tabela 5.1).

Exemplares matriz de A. cursor foram capturados em populagdes da Bahia (clado Norte
— ACU-N, n=20) e do Espirito Santo (clado Sul — ACU-S), n=13) e A. montensis em
populacdes de Minas Gerais e Sdo Paulo (AMO, n=30) (Anexo 3). Individuos interclado,
gerados em cativeiro também foram utilizados.

A informagdo cariotipica dos espécimes foi obtida a partir de células de linfocitos
cultivadas in vitro (com manutencdo do animal vivo) ou de medula 6ssea (com eutanasia do
animal), seguindo metodologia descrita por Rissino (2002) e Fagundes et al. (1998),

respectivamente.

Anatomia interna

Para avaliar as variacdes intraespecifcas em A. cursor e as interespecificas entre A.
cursor e A. montensis, foram realizadas analises de anatomia interna e morfologia externa em
exemplares de ambos os sexos com idade igual ou superior a 90 dias, incluindo matrizes e
descendentes gerados em cativeiro. Para a analise de histologia testicular foram utilizados
machos gerados em cativeiro com idade entre 90 e 150 dias de nascidos.

Para a andlise de morfologia externa foram tomadas cinco variaveis corporeas:
comprimento do corpo incluindo cabeca (CCO), comprimento da cauda (CCA), comprimento
da pata posterior sem unha (PSU), comprimento da pata anterior sem unha (ASU) e altura da
orelha (ALO).

Foram tomadas 18 medidas a partir de estdmago, rins, coracdo e mesentério (Figura
5.1). Estbmago: 1) comprimento do corpo (ESC); 2) comprimento da curvatura menor
(ESCM); 3) altura do fundo (ESF); e 4) éarea total 2D (ESA); Rins (esquerdo e direito): 5
medidas para cada rim: 1) comprimento longitudinal (RELO, RDLO); 2) largura superior
(RELS, RDLYS); 3) largura média (RELM, RDLM); 4) largura inferior (RELI, RDLI); e 5) area
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total 2D (REA, RDA); Coracdo: 1) area total 2D (CA); 2) largura maxima (CLM); 3)
comprimento longitudinal maximo (CCM); Numero de ramificacdes do mesentéerio (MNR).

Os orgdos internos (estdmago, intestino completo, rins e coracdo) foram acessados
através de incisdo ventral e retirados para serem fotografados. No momento da dissecacdo
foram contados o nimero de ramos mesenteriais. As demais medidas foram tomadas apds o
registro fotografico das estruturas com o auxilio do software ImageJ®, sendo a escala de
medida calibrada a cada fotografia com o auxilio de régua e papel milimetrado ao fundo.

Os padrGes de variacdo anatdmica e morfoldgica foram explorados em analises
discriminantes para testar a diferenciacdo entre as espécies (ou grupos, conforme hipoteses)
identificadas a priori através do cariotipo, e para identificar as variaveis que melhor
discriminam os representantes de cada grupo testado.

Para todas as variaveis foram calculados média, desvio padrdo e valores maximo e
minimo e realizada analise de Variancia (ANOVA) para se testar diferencas entre 0s grupos
estabelecidos em cada hipdtese. O nivel critico de significancia adotado foi de 5%. As analises

estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS®.

Histologia

A analise histologica dos testiculos foi realizada em individuos representativos dos
grupos amostrais ACU-N, ACU-S, ACU-E, AMO e HIB. Apo6s a eutanasia do espécime com
sobredose de anestésico quetamina:xilazina (conforme indicacdo veterinaria), um dos testiculos
de cada individuo foi retirado e fixado com solugdo de Karnovsky a 10°C por 24 horas. Em
seguida, o testiculo foi tratado com solucdo de alcool com concentracdes crescentes para
desidratacdo, realizada a inclusdo em resina glicol metacrilato e, em seguida seccionado com
navalhas de vidro em fragmentos com 3um de espessura. Os cortes foram colocados em lamina
de vidro, o material corado com azul de toluidina-borato de sodio a 1% e analisado ao

microscopio de luz para andlise da estrutura dos tabulos seminiferos.

Andlise dos dados

A andlise dos dados envolveu tratar dois aspectos:

a) Ha diferencas significativas entre os individuos do clado Norte, do clado Sul e aqueles

resultantes de cruzamentos interclado em A. cursor com relagdo & morfologica externa,
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anatdmica e histologia de testiculos. Para tanto foram usados exemplares matriz (Norte e Sul) e
descendentes gerados em cruzamentos intra (ACU-N e ACU-S) e intErclado (ACU-E).

b) N&o ha diferencas significativas entre individuos de A. cursor, A. montensis e os hibridos
com relagdo a morfologia externa, anatomia interna e histologia testicular. Para tanto foram
usados exemplares matriz e descendentes intraclado de A. cursor (ACU-N e ACU-S), matriz e
descendentes de A. montensis (AMO) e hibridos entre essas espécies gerados em cativeiro
(HIB).

Os dados obtidos foram utilizados para endossar a discussdo acerca da validade de A.
cursor como uma Unica espécie, ja que apenas um trabalho (Nogueira e Fagundes, 2008)
menciona a distin¢do entre populacfes correspondente a estruturacdo geogréafica recuperada.
Além disso, as andlises de anatomia interna e histologia testicular séo métodos novos nesse tipo
de abordagem comparativa, geralmente associada a caracteres morfocraniométricos. Como A.
cursor e A. montensis sdo espécies cripticas, a maioria dos esforcos de distincdo em nivel de
espécie realizada com A. cursor tem sido feita no intuito de se reconhecer variaveis capazes de
distingui-la de sua espécie-irm&. Utilizando essas informagdes entre espécies reconhecidamente
distintas e que divergiram a cerca de 1,75Ma e comparando-as com a variacao intraespecifica
em A. cursor cuja divergéncia entre os clados Norte e Sul tem cerca de 1Ma, busca-se melhor
compreensdo sobre seu status enquanto espécie.

A escassez de exemplares 2n=15 e 2n=16 em idade apropriada para as anélise aqui
propostas inviabilizou que, nesse momento, fossem apresentadas comparacGes de morfologia
externa, anatomia interna e histologia testicular envolvendo exemplares de A. cursor com 0s
trés nameros diploides.

A ocorréncia de dimorfismo sexual foi analisada para todos 0s grupos amostrais
considerados: ACU-N, ACU-S, ACU-E, AMO e HIB.
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Figura 5.1 — Medidas tomadas nos 6rgdos considerados nas analises de anatomia interna. A)
estdmago; B) rim direito (idem para o rim esquerdo); C) estdbmago com intestinos completos
(apenas contextualizacdo); D) coragéo; E) ramos mesenteriais.

Tabela 5.1 — Exemplares de A. cursor (ACU-N, ACU-S, ACU-E) A. montensis (AMO) e
hibridos (HIB), utilizados nas andlises de anatomia interna (A), morfologia externa (M) e

histologia testicular (H), visando testar as hipoteses propostas.

- Analises
Abordagem Espécie/Clado ———
Sexo A/M H
A Akodon cursor Norte (ACU-N) Q 5
3 12 5
A. cursor Sul (ACU-S) Q 7
3 7 5
A. cursor Interclado (ACU-E) Q 5
) 7 5
43 15
B A. cursor (ACU-N + ACU-S) Q 12
3 19 6
Akodon montensis (AMO) Q 12
38 13 5
Hibridos (HIB) Q 7
) 9 5

72 16
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RESULTADOS

Distincdo entre os grupos Norte, Sul e Interclado de A. cursor

Nas andlises de morfologia externa e anatomia interna ndo houve diferenca significativa
entre 0s sexos, permitindo o agrupamento dos exemplares em 3 grupos: individuos do clado
Norte (ACU-N), individuos do clado sul (ACU-S) e individuos gerados pelo cruzamento entre
individuos do clado norte e sul, chamados interclados (ACU-E).

Dentre as 23 medidas analisadas, quatro foram significativamente diferentes entre 0s
grupos ACU-N, ACU-S e ACU-E nas analises de variancia, sendo uma correspondente a
morfologia externa (comprimento corporal) e trés a anatomia interna (area total do estdmago,
area total e largura maxima do coracéo).

Considerando-se somente os agrupamentos ACU-N e ACU-S, observou-se outras sete
variaveis significativas distintas entre eles, o comprimento do corpo e altura do fundo do
estdbmago e comprimento longitudinal méaximo do coracdo, reforcando a distingdo entre os
grupos naturais, Norte e Sul, em A. cursor.

Em alguns casos, os individuos interclado apresentaram valores intermediarios entre
ACU-N e ACU-S e em outros casos maiores valores (61%) que ACU-N. Na maioria das
medidas tomadas, ACU-S foi 0 grupo que sempre apresentou os menores valores, salvo para o
comprimento da cauda, quando exibiu posi¢do intermediaria com ACU-E apresentando o maior
valor medio (Tabela 5.2).

Na analise discriminante, os dois primeiros componentes sumarizam aproximadamente
62,5% da variancia do conjunto de dados, sendo que o primeiro componente explica 53,3% da
variancia (Figura 5.2; Tabela 5.3).

As variaveis com maior poder discriminatério foram altura da orelha (ALO), largura
maxima do coracdo (CLM), altura do fundo do estdbmago (ESF) e largura média do rim
esquerdo (RELM). Verificou-se que ao longo do eixo funcdo discriminante 1 foi possivel
diferenciar A. cursor do clado Norte (ACU-N) dos demais do clado Sul (ACU-S) e interclado
(ACU-E), enquanto que ao longo da funcéo discriminante 2 distinguiu-se ACU-S de ACU-E
com alguns pontos de sobreposicéo.

Em 100% dos casos, exemplares de ACU-N foram classificados corretamente na andlise

discriminante, enquanto ACU-S e ACU-E apresentaram 90,0% e 80,0%, respectivamente de
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correlacBes assertivas. No total, 91,4% dos casos foram identificados corretamente na analise
discriminante.

Analisando qualitativamente cortes transversais dos tabulos seminiferos de exemplares
do clado Norte, clado Sul e interclado ndo foi possivel identificar diferencas estruturais entre 0s
grupos, e em todos os casos foi possivel verificar a presenca de espermatozoides no Iimen do
tubulo (Figura 5.3).

Tabela 5.2 — Varidveis anatdmicas e morfoldgicas entre os grupos de A. cursor clado Norte
(ACU-N), clado Sul (ACU-S) e interclado (ACU-E). Os valores de significancia na ANOVA

correspondem a andlise incluindo os trés grupos (superior) e entre paréntesis (inferior)

corresponde a analise dos grupos ACU-N e ACU-S.

Variaveis Grupos n Média Desvio Pad. : Minimo : Maximo ANOVAl
(p-valor)

Comp. corpo ACU-N 17 | 11452941 8,537547 100,000 130,000 0,032

(Cco) ACU-S 14+ 104,78571 11,150568 88,000 122,000 (0,010)
ACU-E 12 111,41667 10,317314 97,000 128,000

Comp. cauda ACU-N | 17 86,88235 18,767933 29,000 107,000 0,971

(CcA) ACU-S 12 87,07143 23,083342 23,000 112,000 (0,980)
ACU-E 11 88,58333 16,047987 49,000 109,000

Comp. pata ACU-N | 17 24,41176 1,003670 23,000 26,000 0,198

posterior ACU-S 14 24,71429 1,857565 19,000 26,000 (0,568)

sem unha(PSU) ACU-E 12 25,33333 0,984732 24,000 27,000

Comp. pata ACU-N | 17 11,47059 1,007326 10,000 13,000 0,205

anterior ACU-S 14 10,92857 0,730046 10,000 12,000 (0,104)

sem unha(ASU) ACU-E 12 11,25000 0,621582 11,000 13,000

Altura orelha ACU-N 17 16,76471 1,855041 14,000 20,000 0,494

(ALO) ACU-S 14 = 16,21429 1,717716 13,000 18,000 (0,402)
ACU-E 12 17,08333 2,108784 13,000 21,000

Estdmago — comp. ACU-N 17 21,29118 2,360812 18,319 27,114 0,060

corpo (ESC) ACU-S 14 18,96391 2,618615 13,933 23,225 (0,014)
ACU-E 11 20,87273 3,314596 16,703 26,224

Estdmago — curv. ACU-N 17 5,14212 2,035178 2,941 11,345 0,858

menor (ESCM) ACU-S 14 4,83979 0,794495 3,106 5,896 (0,605)
ACU-E 11 5,00282 1,205688 3,396 7,374

Estdmago — altura ACU-N | 17 11,17741 1,570167 8,167 14,407 0,071

fundo (ESF) ACU-S 14 9,83800 1,592682 7,453 13,005 (0,026)
ACU-E 11 10,98736 1,786916 8,400 15,039

Estdmago — érea ACU-N | 17 @ 266,48376 53,257294 185,963 = 414,219 0,041

total 2D (ESA) ACU-S 14 | 212,79857 60,891788 130,899 @ 328,978 (0,014)
ACU-E = 11 | 262,00091 69,405078 195,885 @ 423,873

Rim dir. — comp. ACU-N | 17 11,19888 0,855315 9,320 12,618 0,161

long. (RDLO) ACU-S 14 11,05214 1,106548 9,161 13,020 (0,680)
ACU-E 12 11,78908 1,091509 9,762 14,034

Rim direito — larg. ACU-N | 17 6,80929 0,610951 6,103 7,931 0,180

superior (RDLS) ACU-S 14 6,61136 0,919177 5,650 8,926 (0,479)
ACU-E 12 7,17292 0,754782 5,953 8,498
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Variaveis Grupos n Média Desvio Pad. : Minimo : Maximo ANOVAl
(p-valor)

Rim direito — larg. ACU-N | 17 6,63629 0,635146 5,772 7,643 0,147

média (RDLM) ACU-s 14 6,26543 0,937685 4,770 8,725 (0,201)
ACU-E 12 6,87117 0,8769477 5,809 8,380

Rim direito — larg. ACU-N | 17 6,99988 0,730631 5,919 8,161 0,231

inferior (RDLI) ACU-S | 14 6,78514 1,096557 5,066 9,329 (0,520)
ACU-E 12 7,36317 0,646330 6,286 8,307

Rim direito — &rea ACU-N | 17 70,08418 10,282401 51,064 83,710 0,192

total 2D (RDA) ACU-S | 14 67,26879 15,617774 45,704 102,450 (0,552)
ACU-E 12 76,57308 13,123903 53,923 100,867

Rim esq. — comp. ACU-N | 17 12,06818 0,979000 10,257 13,767 0,176

long. (RELO) ACU-S | 14 11,50079 1,134317 10,069 13,691 (0,146)
ACU-E 11 12,25718 1,080955 9,738 13,552

Rim esg. — larg. ACU-N | 17 6,87788 0,534566 5,846 7,757 0,238

superior (RELS) ACU-S | 14 6,86379 0,902525 5,723 9,083 (0,957)
ACU-E 11 7,34191 0,916834 5,119 8,723

Rim esq. — larg. ACU-N 17 6,45094 0,601180 5,156 7,497 0,458

média (RELM) ACU-S | 14 6,16886 0,799095 4,939 8,144 (0,271)
ACU-E 11 6,51245 0,891824 5,143 8,337

Rim esg. — larg. ACU-N | 17 6,52829 0,661872 5,570 8,033 0,163

inferior (RELI) ACU-S | 14 6,28243 0,898098 5,255 8,591 (0,388)
ACU-E 11 6,90636 0,847188 6,005 9,013

Rim esq. — area ACU-N | 17 74,15029 11,139779 52,138 97,913 0,150

total 2D (REA) ACU-S | 14 67,93036 15,280492 49,663 107,072 (0,201)
ACU-E 11 78,32609 13,308050 53,726 103,060

Coragdo — area ACU-N | 16 73,74356 16,590440 46,412 105,337 0,037

total 2D (CA) ACU-S | 14 59,32750 10,394241 45,739 81,873 (0,009)
ACU-E 12 69,45125 16,887176 46,371 112,245

Coragdo — larg. ACU-N | 16 8,26288 0,949138 6,475 9,762 0,026

Méxima (CLM) ACU-S | 14 7,39943 0,950629 6,146 9,281 (0,019)
ACU-E 12 8,38275 1,098261 6,213 10,374

Coracdo — comp. ACU-N 16 10,89181 1,332754 8,704 12,930 0,113

long. max. (CCM) ACU-S | 14 9,91029 0,922484 8,395 11,598 (0,028)
ACU-E 12 10,35450 1,464848 8,711 14,009

N° ramos ACU-N | 16 15,81250 3,816084 7,000 24,000 0,359

mesent. (MNR) ACU-S | 11 18,54545 6,361818 5,000 29,000 (0,175)
ACU-E 11 16,81818 4,308554 10,000 25,000

Tabela 5.3 — Porcentagem de classificacdo dos grupos na analise discriminante.

Grupo a que pertence o exemplar apés

analise discriminante

Classificagdo N
ACU-N  ACU-S ACU-E
ACU-N 17 100,0% -
ACU-S 14 - 90,0% 10,0%
ACU-E 12 - 20,0% 80,0%

91,4% do exemplares classificados corretamente
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Figura 5.2 — Valores da primeira funcdo discriminante versus escores da segunda funcdo

discriminante revelando o padrdo de diferenciacdo anatdbmica e morfoldgica entre

representantes dos clados Norte, Sul e interclado de A. cursor.

Figura 5.3 — Corte longitudinal de tdbulo seminifero de exemplares de A. cursor

representativos do clado Sul (a), do clado Norte (b) e interclado (c) e (d). As imagens mostram

a formacdao de espermatozoides na luz dos tdbulos em todas as formas. Barra = 100um.
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Distincdo entre os grupos A. cursor, A. montensis e seus hibridos

Dentre as 23 medidas analisadas (Tabela 5.4), 14 foram significativamente diferente
entre os grupos ACU, AMO e HIB: comprimento corporal (CCO), estomago (ESC, ESF e
ESA), rins (RELO, RELM, RELI, REA, RDLO, RDLS RDLI) e coragéo (CA, CLM e CCM).

Em relagdo aos valores médios das variaveis, ACU foi maior que AMO em 17 das 24
medidas realizadas (comprimento do corpo, cauda, patas posteriores, anteriores, todas as renais,
ramos mesenteriais, area e largura maxima do coracdo), enquanto AMO apresentou para 4

variaveis maiores valores que ACU (todas do estdmago e altura da orelha).

Os hibridos néo apresentaram padréo Unico, exibindo medidas maiores, intermediarias
ou menores que as obtidas para ACU. O teste de variancia feito com a retirada dos hibridos das
analises revelaram que de 14 o nimero de medidas significativas entre ACU e AMO baixou

para 11 (exclusdo de altura e area do estdmago e comprimento longitudinal dos rim direito).

Na analise discriminante os dois primeiros componentes sintetizam cerca de 63,5% da
variancia do conjunto de dados, sendo que o primeiro componente € responsavel por 52,5%
dessa variancia. As variaveis com maior poder discriminatério foram &rea total do estdmago
(ESA) e largura superior do rim direito (RDLS). Ao longo do eixo da primeira fungdo
discriminante verificou-se a distingéo entre A. montensis (AMO) e A. cursor (ACU). Ao longo
do eixo da segunda funcdo discriminante foi possivel distinguir os hibridos (HIB) das espécies
parentais ACU e AMO. Hibridos foram corretamente identificados em 100,0% dos casos nas
analises discriminantes, seguido por A. montensis (88,2%) e A. cursor (88,0%). Considerando
toda a amostragem 88,7% dos casos foram corretamente classificados (Figura 5.4; Tabela
5.5).

A histologia de testiculo de A. cursor e A. montensis revelou algumas células em
estagios diferentes da espermatogénese, com acimulo de espermatozoides no limen, enquanto
que nos hibridos, apesar de também se observar alguns estagios tipicos da espermatogénese,
ndo houve a formacdo do limen nem a formacdo de espermatozoides. Células fagocitarias
geralmente encontradas apenas no compartimento intersticial dos testiculos também estavam

presentes nos tdbulos seminiferos dos hibridos (Figura 5.5).
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Tabela 5.4 — Tamanho amostral, média, desvio padrdo, minimo, maximo e valores de
significancia da analise de variancia (ANOVA) indicando quais varidveis anatdmicas e/ou
morfologicas mostram-se significativamente diferentes entre A. cursor (ACU), A. montensis
(AMO) e seus hibridos (HIB). Para os dois valores de significancia na ANOVA: superior=3
grupos amostrais (ACU, AMO e HIB); inferior, entre paréntesis=2 grupos amostrais (ACU e
AMO).

Variaveis Grupos = N* Média Desvio Pad. : Minimo = Maximo ANOVAl
(p-valor)

Comp. corpo ACU 31 @ 110,12903 10,818940 88,000 130,000 0,004

(Cco) AMO 24 | 103,00000 8,687406 86,000 118,000 (0,016)
HIB 16 | 100,93750 8,201372 91,000 115,000

Comp. cauda ACU 31 86,96774 20,463763 23,000 112,000 0,781

(CCA) AMO 23 86,04348 8,471762 62,000 99,000 (0,839)
HIB 16 89,37500 5,512108 80,000 100,000

Comp. pata ACU 31 24,54839 1,433846 19,000 26,000 0,904

posterior AMO 25 24,52000 1,084743 21,000 26,000 (0,935)

sem unha(PSU) HIB 16 24,68750 0,873212 23,000 26,000

Comp. pata ACU 31 11,22581 0,920495 10,000 13,000 0,349

anterior AMO 24 10,87500 0,991814 9,000 13,000 (0,181)

sem unha(ASU) HIB 16 11,06250 0,573730 10,000 12,000

Altura orelha ACU 31 16,51613 1,786448 13,000 20,000 0,137

(ALO) AMO 25 16,84000 1,545962 13,000 19,000 (0,477)
HIB 16 15,81250 1,223043 14,000 18,000

Estbmago — comp. ACU 31 20,24015 2,707398 13,933 27,114 0,000

corpo (ESC) AMO 25 22,58860 3,083439 16,485 28,188 (0,004)
HIB 15 18,63760 3,103912 14,422 26,439

Estdmago — curv. ACU 31 5,00558 1,583023 2,941 11,345 0,172

menor (ESCM) AMO 25 5,34480 2,363571 3,113 7,457 (0,524)
HIB 15 4,16360 1,701583 1,136 14,444

Estdbmago — altura ACU 31 10,57252 1,695057 7,453 14,407 0,004

fundo (ESF) AMO 25 11,12532 1,777840 7,617 14,486 (0,240)
HIB 15 9,23913 1,430314 7,670 13,253

Estdbmago — area ACU 31 | 242,23884 62,104763 130,899 = 414,219 0,035

total 2D (ESA) AMO 25 | 272,72368 56,436003 169,228 = 369,120 (0,063)
HIB 15 | 222,82313 62,991030 147,232 375,375

Rim dir. — comp. ACU 31 11,13261 0,962431 9,161 13,020 0,016

long. (RDLO) AMO 25 10,87488 0,789755 9,423 12,372 (0,290)
HIB 14 10,25693 0,964748 8,623 11,628

Rim direito — larg. ACU 31 6,71990 0,758430 5,650 8,926 0,129

superior (RDLS) AMO 25 6,37440 0,725781 5,050 7,659 (0,081)
HIB 14 6,34171 0,732211 5,538 8,049

Rim direito — larg. ACU 31 6,46881 0,794582 4,770 8,725 0,039

média (RDLM) AMO 25 6,04112 0,646318 5,114 7,447 (0,038)
HIB 14 5,96093 0,652702 4,821 7,409

Rim direito — larg. ACU 31 6,90290 0,904192 5,066 9,329 0,012

inferior (RDLI) AMO 25 6,26988 0,582795 5,549 7,660 (0,004)
HIB 14 6,42150 0,811766 5,055 7,774

Rim direito — area ACU 30 68,86433 13,026384 45,704 102,450 0,039

total 2D (RDA) AMO 25 62,01156 11,899209 29,606 87,828 (0,048)
HIB 14 59,55921 12,515287 43,888 87,971




Cont. Tabela 5.4

155

Variaveis Grupos = N* Média Desvio Pad. : Minimo = Maximo ANOVAl
(p-valor)

Rim esg. — comp. ACU 31 11,81194 1,072900 10,069 13,767 0,002

long. (RELO) AMO 24 11,21258 0,847915 9,724 12,766 (0,029)
HIB 16 10,72175 0,948108 8,862 12,667

Rim esq. — larg. ACU 31 6,87152 0,710935 5,723 9,083 0,008

superior (RELS) AMO 24 6,31308 0,700238 5,150 7,730 (0,005)
HIB 16 6,38356 0,636188 5,210 7,362

Rim esq. — larg. ACU 31 6,32355 0,699876 4,939 8,144 0,146

média (RELM) AMO 24 6,12975 0,643488 4,999 7,624 (0,296)
HIB 16 5,94831 0,404774 5,000 6,744

Rim esq. — larg. ACU 31 6,41726 0,773710 5,255 8,591 0,288

inferior (RELI) AMO 24 6,20250 0,688079 4,850 7,908 (0,289)
HIB 16 6,09613 0,583572 5,161 7,326

Rim esq. — area ACU 31 71,34129 13,314091 49,663 107,072 0,022

total 2D (REA) AMO 24 65,01617 10,529106 52,919 91,604 (0,000)
HIB 16 61,57494 10,819981 43,762 78,923

Coracéo — area ACU 30 67,01607 15,630328 45,739 105,337 0,003

total 2D (CA) AMO 24 52,79875 10,668174 38,632 82,036 (0,000)
HIB 16 59,96463 17,426759 36,521 110,404

Coragéo — larg. ACU 30 10,43377 1,244291 8,395 12,930 0,000

Méaxima (CLM) AMO 24 6,95333 ,893805 5,819 9,582 (0,000)
HIB 16 7,43175 1,172531 5,681 10,568

Coragéo — comp. ACU 30 7,85993 1,031030 6,146 9,762 0,000

long. méx. (CCM) AMO 24 9,21737 0,985560 7,938 11,379 (0,000)
HIB 16 9,73400 1,377311 7,953 13,067

N° ramos ACU 27 16,92593 5,083351 5,000 29,000 0,508

mesent. (MNR) AMO 22 15,81818 3,064953 8,000 21,000 (0,374)
HIB 15 15,60000 3,202677 9,000 22,000

Tabela 5.5 — Classificacdo anterior das espécies parentais e hibridos, tamanho amostral e

porcentagem de casos agrupados corretamente na analise discriminante.

Grupo a que pertence o exemplar

Classificacéo N apos analise discriminante
ACU  AMO HIB
ACU 31 880%  4,0% 8,0%
AMO 25 - 882% 11,8%
HIB 16 - B 100,0%

90,9% do exemplares classificados corretamente
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Figura 5.4 — Valores da primeira funcdo discriminante versus escores da segunda funcao
discriminante revelando o padrdo de diferenciacdo anatdmica e morfoldgica entre as espécies

parentais A. cursor e A. montensis.

Figura 5.5 — Corte longitudinal de tibulo seminifero (TS). (a) A. cursor (b) A. montensis (c) e
(d) hibridos, com auséncia de espermatozoides e presenca e células fagocitarias (setas), sem
formacao de luz do tabulo. Barra = 100um em (a) e (b), 50 um em (c) e (d).
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DiscussAo

Distincdo molecular, morfoldgica e anatdbmica entre clados Norte e Sul de A. cursor: 2n=16

ndo esta associado a taxon distinto

A distingdo morfologica e anatbmica entre A. cursor dos clados Norte e Sul foi
marcante, revelando diferenca significativa para sete das 23 medidas analisadas. Para a maioria
das medidas, ACU-S apresentou menores valores que ACU-N. O grupo artificial ACU-E,
resultado de cruzamentos interclado mostrou padrdo variavel, com valores intermediarios ou
superiores aos observados em ACU-N, sendo essa utilma a condi¢cdo mais recorrente (61%).
Apesar disso, as analises discriminantes permitiram a correta distingdo de ACU-N em 100%
dos casos. Houve sobreposicdo na classificacdo de ACU-S e ACU-E na analise discriminante,

revelando maior similaridade dessas formas entre si do que com ACU-N.

Nenhuma alteracdo estrutural foi observada nos tibulos seminiferos dos exemplares de
A. cursor analisados, havendo acumulo de espermatozoides na luz do tabulo de todos ele. Esses
dados, aliados ao sucesso reprodutivo apresentado em cruzamentos experimentais realizados
com representantes dos clados Norte, Sul e Interclado (Cap. 2) indicam que 0s representantes
de todos os grupos sdo férteis, chegando os representantes interclado a alcancar 80% de sucesso

reprodutivo, o maior valor registrado em toda a amostragem.

Indicios de distincdo entre exemplares do clado Norte e Sul de A. cursor foram
observados utilizando-se dados de anatomia interna e morfologia externa, revelando que
exemplares do clado Norte apresentam maiores valores, para as variaveis consideradas, que 0s
do clado Sul. Estudo realizado por Geise et al. (2005) envolvendo 20 medidas cranianas e trés
variaveis corporeas revelaram que sete medidas cranianas e uma variavel corpérea foram
significativamente diferentes entre individuos das localidades de Lencois, BA e Turmalina, MG
(maiores valores), e os demais exemplares de A. cursor coletados em localidade do clado Sul.
Os exemplares de Lencdis e Turmalina foram utilizados em analises filogeograficas (Cap. 1) e
recuperados como sendo do clado Norte. Sendo assim, nossos resultados sdo concordantes com
aqueles descritos por Geise et al. (2005), que sugerem uma distin¢do entre populagdes dos
clados Norte e Sul de A. cursor para variaveis cranianas e de morfologia externa, dando suporte
a distingdo recuperada nas reconstrucdes filogeneéticas a partir de dados moleculares (Rieger et
al., 1995; Geise et al., 2001; Nogueira e Fagundes, 2008) (Figura 5.6).
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Rieger et al., (1995) e Geise et al. (2001) associaram a formacéo de dois agrupamentos
monofiléticos ao cariotipo dos exemplares analisados, sugerindo que individuos com 2n=16
fossem considerados como Akodon aff. cursor e que individuos com 2n=14/15 seriam
integrantes do clado Sul, designados como A. cursor. Estudos posteriores ja haviam proposto
que a distingdo entre clados Norte e Sul ndo estava associada ao cariétipo, uma vez que as trés
formas cariotipicas (2n=14, 15 e 16) estavam presentes nos dois agrupamentos monofiléticos

em A. cursor (Nogueira e Fagundes, 2008).

Aqui, todos os exemplares utilizados nas andalises de anatomia e morfologia dos
representantes do clado Norte apresentaram 2n=14, refutando inequivocamente a proposic¢ao de
gue 2n=16 esta associada exclusivamente ao clado Norte, e que seria um taxon distinto em A.

cursor, e que os cariétipos 2n=14 e 15 seriam restritos ao clado Sul.

Assim, nossos dados refutam a proposta de que ndo haja distingdo anatbmica e/ou
morfoldgica entre individuos dos clados Norte e Sul, e embora os resultados tenham mostrado
baixo numero de variaveis significativas, eles apontam para uma diferenciacdo entre essas
populacdes ao longo de um gradiente latitudinal, com maiores valores em populagdes ao norte.
Os individuos interclado, caso sejam formados em ambiente natural, tenderiam a ser indistintos
dos representantes do clado Sul, sendo necessario 0 mapeamento genético para identificar as

origens dos individuos.

Distincdo molecular, morfoldgica e cariotipica entre A. cursor e A. montensis: isolamento

reprodutivo

A anadlise de variancia entre A. cursor, A. montensis e seus hibridos apresentou
resultados conclusivos, com 14 medic¢des (das 23 realizadas) significativamente distintas entre
as formas parentais. De modo geral, A. cursor apresentou maiores valores para 15 variaveis
consideradas. Esses dados corroboram o observado por Geise et al. (2005), que utilizando 23
medidas cranianas e corporeas encontraram diferencas significativas entre A. cursor e A.
montensis em 19 delas, sendo que em todos 0s casos A. cursor apresentou maiores medidas de
A. montensis. Em 65% dos casos o0s hibridos apresentaram as menores dimensdes em relacao
aos grupos parentais e em 22% valores intermediarios. Em todos os testes realizados, de

cruzamentos experimentais e histologia de testiculos, os hibridos mostraram-se estéreis.
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Nossos resultados apresentam evidéncias complementares de dados anatdmicos,
morfologicos e histologicos que confirmam que A. cursor e A. montensis sdo distintos entre si.
Muito embora a distincdo morfoldgica entre A. cursor e A. montensis ndo seja facil, apenas
duas abordagens (anatdmica e craniana) tem permitido a identificacdo 100% eficaz e assertiva
dessas espécies sem o auxilio de informacGes genéticas. Um deles é referente a presenca de
vesicula biliar em A. cursor e a auséncia em A. montensis (Geise et al., 2004) e outro, recente,
registrou para A. cursor valores maiores que A. montensis dentre as varidveis consideradas nas
anélises de geometria morfométrica (Astua et al., 2015). Nos casos em que é possivel fazer a
distincdo parcial (ou total) A. cursor apresentou valores maiores para a maioria das variaveis

analisadas (Christoff, 1997, presente estudo).

2
N
12°0'S

X
;
b

14°0'S

16°0'S

N— - R
A —

S -

20°0'S

22°0'S

24°0'S

50°0'W 48°0'W 46°0'W 44°0'W 42°0'W 40°0'W 38°0'W

Figura 5.6 — Distribuicdo geografica dos exemplares de A. cursor utilizados exclusivamente no
presente estudo (pontos circulares, descritivo numérico) e no presente estudo e em Geise et al.,
2005 (quadrados, sendo G1, G3, G4 e G5 com numeracdo tal qual artigo — para demais
localidades vide o referido trabalho). 1=Una, BA; 2=Santa Teresa, ES; 3=Domingos Martins,
ES; 4=Castelo, ES; Gl=Lengois, BA; G3=Turmalina, MG; G4=Pau Brasil, BA; G5=Nova
Vigosa, BA. Em azul, localidades do clado Sul e em vermelho, localidades do caldo Norte.
Destaque para a localidade G4, cuja classificacdo foi revista (vide discussao).
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Mapeamento da quebra filogeogréafica entre clados Norte e Sul de A. cursor

A quebra filogeografica entre clados Norte e Sul esta compreendida entre as latitudes
16-18°S (Cap. 1), com representantes do clado Norte distribuidos a oeste de 42°0’W e do clado
Sul a leste, nesse intervalo latitudinal. Essa localizacdo € coincidente com o Vale do Rio
Jequitinhonha e vai ao encontro do propostos por Colombi et al. (2010) que sugeriram que a
quebra filogeografica estava localizada na costa leste no Brasil entre as latitudes 15-20°S, entre
0 norte do Espirito Santo e sul do Bahia. A separacdo de A. cursor em dois agrupamentos

também foi observado em dados morfoldgicos, cranianos e anatdmicos.

Geise et al. (2005) indicaram equivocadamente exemplares coletados em Pau Brasil,
BA como pertencentes ao clado Sul, uma vez que os exemplares possuiam 2n=14, e na ocasido,
0s autores consideravam exemplares com 2n=14 pertecentes ao clado sul. No entanto, esses
mesmos exemplares foram utilizados nas reconstrucdes filogenéticas apresentadas no Cap. 1 do
presente trabalho, tendo sido recuperados como clado Norte, esclarecendo a inconsisténcia
encontrada, e corroborando a hipdtese de que no intervalo entre 16-18°C o clado Sul ocupa a

posicao leste da coordenada 42°W (Figura 5.6).

As andlises filogenéticas em A. cursor baseadas em sequéncias dos genes Citocromo b e
Citocromo oxidase | e uma maior amostragem de populac¢des localizadas entre as latitudes 15-
20°S mostraram uma divergéncia genética interclado foi de 2,4% e 4,4% para Cit-b e COI,
respectivamente. Considerando-se que entre as latitudes 16°-18°C, ao sul da Bahia e norte de
Minas Gerais, estd localizado o Vale do Rio Jequitinhonha, dividido, conforme altitude e
vegetacdo prevalecente em Alto, Médio e Baixo Jequitinhonha.

O tempo estimado para a diferenciacdo entre A. cursor e A. montensis é de
aproximadamente 1,75Ma (Coyner et al., 2013). Nesse estudo os autores identificaram ambos
clados em A. cursor, cujo tempo de diferenciacdo foi estimado em 1Ma. Assim, 0 Rio
Jeuitinhonha ndo pode ser indicado como responsavel pela diversificacdo dentro de A. cursor
(barreira por rios), mas que no atual cenario esteja contribuindo como barreira secundaria ao

fluxo génico entre os clado Norte e Sul.

Expansdo populacional ao Sul contribuindo para a distincdo dos clados
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Em ambos os clados foram recuperados exemplares com 2n=14, 15 e 16. No entanto, no
clado Norte predominam as formas cariotipicas 2n=16, principalmente no extremo Norte (entre
as latitudes 7-10°S e longitudes 35-36°W), enquanto no clado Sul as formas 2n=14 e 2n=15 séo
mais abundantes. A historia demogréafica das populacdes (Cap.1) indica que no Norte ha
equilibrio populacional, contrastante com a expansao observada no grupo Sul.

Considerando as hipdteses biogeograficas mais amplamente aceitas para explicar a
distribuicdo da diversidade, verifica-se que a distribuicdo das populagdes isoladas da Paraiba e
Pernambuco é coincidente com o reflgio de Pernambuco proposto por Carnaval e Moritz
(2008), enquanto os clados Norte e Sul mantem-se separados atualmente em parte por
diferencas atitudinais e pelo Rio Jequitinhonha (teorias da diversificacdo por gradientes
ecologicos, tectonismo e rios como barreira).

Uma possivel rota de expansao para as populacdes Sul seria pela plataforma continental,
conforme hipotese da Mata Atlantida de Leite et al. (2016).

Logo, acreditamos que mais de um processo esteja envolvido na diversificacdo e
distribuicdo atual de A. cursor. Nesse cendario, surgem alguns questionamentos: haveria
isolamento reprodutivo entre exemplares dos clados Norte e Sul de A. cursor? O caribtipo
estaria exercendo algum papel nessa diversificacdo, ja que formas distintas estdo sendo fixadas
em cada um desses grupos (2n=14 no Sul e 2n=16 no Norte)? Cruzamentos experimentais
envolvendo espécimes de clados e caridtipos distintos lancariam luz a essas questdes,
especialmente se comparados a hibridos, reconhecidamente, interespecificos. Tal enfoque foi
abordado no presente trabalho (Cap. 2).

Fixacdo de 2n=16 ao Norte e 2n=14 ao Sul

As formas 2n=14 e 2n=16 de A. cursor intercruzaram indistintamente, porém,
exemplares com a condicdo heterozigota 2n=15 apresentam fertilidade reduzida, sendo a
frequéncia de sucesso reprodutivo maior quando um parental 2n=15 teve como parceiro
exemplar com 2n=14, do que com 2n=16.

Dados de cruzamento (Cap. 2) sugerem que espécimes 2n=15 desempenham papel
incipiente de hibrido, com reducg&o da fertilidade ou fertilidade associada ao sexo do parental e
mecanismos de isolamento reprodutivo pre-zigoticos que favorecem a formacao de descendente

quando essa forma heterozigota combina-se com 2n=14 em detrimento de 2n=16.
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Nos cruzamentos envolvendo individuos de A. cursor de clados distintos, os
descendentes (ACU-E) formaram um grupo intermediario em relacdo aos dois grupos parentais,
seja nos dados morfologicos e anatdmicos, porém ndo sinalizam quaisquer indicios de
isolamento reprodutivo ou reducéo da fertilidade entre populagdes dos clados Norte e Sul.

Em cenério no qual uma populacdo apresentasse maior frequéncia de individuos com
2n=16 (como ocorre no clado Norte), a forma heterozigota tenderia a ndo aumentar sua
frequéncia, podendo desaparecer da populacdo. Esse cenario de exclusividade/predominancia
da forma 2n=16 ja é observado nas popula¢es do extremo norte da distribuicdo da espécie na
Paraiba, no Pernambuco e na Bahia (Lencois).

Na producéo de hibridos entre A. cursor e A. montensis, algumas formas cariotipicas das
espécies parentais nao geraram hibridos, como fémeas 2n=15 e 2n=23 e ambos 0s sexos da
forma 2n=25. Os cariotipos basicos para as duas espécies 2n=24 e 2n=16 apresentam o maior
sucesso reprodutivo, enquanto o cariétipo derivado de A. cursor (2n=14) apresentou 0 menor
sucesso. Esses achados indicam que o cariotipo tem desempenhado um papel fundamental na
efetividade dos mecanismos de isolamento reprodutivo entre as espécies (Nogueira, presente
estudo).

Um comparativo entre os parametros morfolégicos, moleculares, reprodutivos e
cariotipicos analisados em A. cursor e em hibridos entre essa espécie e A. montensis
encontram-se sumarizados para melhor contextualizacdo na Tabela 5.6.

Segundo os pressupostos de King (1987) rearranjos cromossdmicos complexos como 0s
observados para formar o cari6tipo 2n=15 podem gerar prejuizo meiético (heterose negativa)
devido a formacdo de gametas desbalanceados e individuos menos adaptados. Os dados
existentes de analises meidticas e do complexo sinaptonémico indicam a formacao balanceada
de gametas n=7 e n=8 (Yonenaga-Yassuda, 1979) e que esse rearranjo ndo gera prejuizos para
0s portadores do mesmo.

Nossos dados mostram que individuos 2n=15 tém o potencial de recuperar 0s trés
nameros diploides. Todavia, 0s cruzamentos com maior sucesso sao aqueles envolvendo
parentais 2n=15 e 2n=14 em detrimento de outras combina¢fes (15x15 ou 15x16), o que
promoveria aumento na frequéncia da forma 2n=14 do que 2n=16 onde ocorrem individuos
com 2n=15. Esse cenério é observado em Una (Bahia) e demais populagdes do clado Sul.

Outro dado importante aqui observado é que com o passar das geracGes, nos

cruzamentos em cativeiro, o sucesso reprodutivo de individuos intraclado e dos individuos com
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2n=15 reduz gradualmente quanto maior o nivel da geragdo F (F;> F, > F3). Esses achados
poderiam ser explicados pela endogamia imposta pelos cruzamentos intraclado em cativeiro.
Em alguns casos, a endogamia pode levar a depressdo endogamica, caracterizada pela perda de
vigor na descendéncia ocasionado pelo aparecimento de genes detrimentais e letais em
condigdo homozigota nos descendentes. Algumas ma-formacdes ou doengas foram observadas
nos exemplares gerados em cativeiro (Cap. 3), podendo ser reflexo de tal processo.

Em contrapartida, cruzamentos interclado mostraram sucesso reprodutivo igual ou
maior ao apresentado entre individuos que participaram de cruzamentos intraclado, o que
poderia ser explicado por uma recuperacdo da variabilidade genética nesses descendentes,
conferindo-lhes maior sucesso reprodutivo.

Muito embora nao haja indicios de isolamento reprodutivo completo entre individuos do
Norte e Sul, observa-se um padréo favorecendo a fixacdo de 2n=14 ao Sul, com tendéncia ao
desaparecimento de 2n=16. Ao mesmo tempo, nas populacdes do Norte hd uma tendéncia a
fixacdo do cariotipo com 2n=16, e desaparecimento do 2n=14. A fertilidade reduzida em
exemplares 2n=15 impde um padrdo de reducdo gradativa da frequéncia desses exemplares em
condicBes naturais e consequente predominio do caridtipo 2n=14 ao Sul. Deste modo, 0
cariotipo tem desempenhado um papel fundamental na definicdo dos clados Norte e Sul.

Esse cenario ja é observado quanto a frequéncia dos cari6tipos no norte e sul. Fagundes
et al. (1998) compilaram os dados da literatura e verificaram que no extremo Nordeste (Paraiba
e Pernambuco) apenas a forma 2n=16 foi registrada (Maia e Langguth, 1981; Rieger et al.,
1995; Oliveira e Langguth, 2004; Souza et al., 2004). Para as populacfes da Bahia distribuidas
entre as latitudes 12°-16°S, houve registros de ocorréncia das formas 2n=16 (44,0%), 15
(50,5%) e 14 (5,5%) em simpatria em Una (Fagundes et al., 1998). Mais de 10 anos depois, a
frequéncia dos exemplares coletados variou, mostrando 2n=16 (90,1%) e 2n=15 (8,9%) em
simpatria na localidade de Lenc6is (Pereira e Geise, 2007), e 2n=14 o cari6tipo predominante
(85,0%), seguido por 2n=15 (10,0%) e 2n=16 (5,0%) (vide ,Cap 2), similar a frequéncia dos
cariotipos observados nas populagdes ao sul.

A forma 2n=14 ¢ exclusiva nas popula¢des do Espirito Santo (ES) e predominante nas
populacbes de Minas Gerais (MG) e Rio de Janeiro (RJ), contando com poucos registros de
simpatria com 2n=16 em MG (Manduca, 2008; Colombi, 2010) e com 2n=15 no RJ
(Yonenaga-Yassuda, 1979). Porém, dados atuais ndo registraram a ocorréncia de 2n=15 no

norte e leste da distribuicdo do clado Sul (ES e RJ), ficando restrita as regides a oeste e sul da
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distribuicdo. Em S&o Paulo e Parana tem-se registro das trés formas cariotipicas em simpatria,
porém com predominancia de 2n=14 (Fagundes et al., 1998; Shalqueiro e Nascimento, 1996).

A selecdo natural pode agir de trés maneiras sobre um carater: selecdo direcional,
estabilizadora ou disruptiva (Ridley, 2006). Em um cenério de selecdo direcional que
favorecesse a forma 2n=14 ao Sul em detrimento das formas 2n=15 e 2n=16, esse caribtipo,
mais adaptado seria herdado aumentando sua frequéncia nas populacdes por conferir maior
fitness aos individuos que tivessem 2n=14. De forma analoga, 0 mesmo ocorreria com 0
cariétipo 2n=16. Em um caso de sele¢do estabilizadora a forma 2n=15 seria a mais frequente
por ser a intermediaria ja que a selegdo atuaria favorecendo a sua aptiddo em detrimento das
formas extremas (2n=14 e 2n=16). Como a frequéncia de 2n=15 ndo é a predominante nas
populacdes do clado Norte ou clado Sul, verifica-se que esse ndo parece ser o tipo de selecdo
atuante em A. cursor. A selecdo disruptiva ocorre quando ambos os extremos sdo favorecidos
em relacdo aos tipos intermediarios, e no caso de A. cursor, caracterizado pela heterose
negativa da forma heterozigota 2n=15, que é, de certa forma, evidenciada em A. cursor, dado a
reducdo da fertilidade dos individuos 2n=15.

Assim, considerando-se A. cursor como um todo pode-se verificar a acdo da selecéo
disruptiva, imposta por um valor adaptativo distinto de cada cari6tipo em cada regido, com a
fixacdo de 2n=16 ao Norte e 2n=14 ao Sul, muito embora dentro desses agrupamentos ainda

ocorram, em baixa frequéncia, outras formas cariotipicas.



Tabela 5.6 — Parametros comparativos entre individuos com 2n=15 e interclados de A. cursor e hibridos entre A. cursor e A. montensis, e

avaliacdo do status atual de cada uma dessas variantes.

. A. cursor
HIBRIDO
Abordagem . 2n=15 INTERCLADO
(A. cursor x A. montensis)
(2n=14 x 2n=16) (clado Norte x clado Sul)

Cariotipica 2n=19 ou 2n=20 — lotes haploides de ACU + ACU 1. 2n=15 — lotes haploides de 2n=14 e 2n=16 1. Sem distindo cariotipica (Nogueira e

(Yonenaga et al., 1975) (Fagundes et al., 1997a) Fagundes, 2008; presente estudo — Cap. 1)

Molecular . Agrupados com os demais ACU ou AMO em 1. Sem distingilo em relagdo as formas e S -

analise de Cit-b, conforme genoma materno homomorficas; presente nos clados Norte e Sul 1. ?;;tlngaoo ?ﬁ;e?,ii- na éji'\&/;;rr'béur:g?; geog;z{:g:

(Yonenaga et al., em preparagdo) (Nogueira e Fagundes, 2008; presente estudo — - P % ¢ p ' 24 49 % (N gen
Cap. 1) intraespecifica de 2,4 e 4,0% (Nogueira e

' Fagundes, 2008; presente estudo — Cap. 1)
Morfolégica . Distingdo total — geometria morfométrica de cranio 1. Sem registros; 1. Distingdo parcial — morfometria craniana e

(considerando os parentais)

e mandibula (Astua et al., 2015);

. Distingdo pouco expressiva: 1 de 5 caracteres

externos analisados (presente estudo — Cap. 5)

. Presenca (ACU)/auséncia (AMO) de vesicula biliar

(Geise et al., 2004);

. Distincdo parcial em analise de anatomia interna:

13 del18 medidas (presente estudo — Cap. 5)

2. Estudo em andamento
3. Presenca de vesicula biliar (Geise et al., 2004);
4, Estudo em andamento

variagdes corporais (Geise et al., 2005)
2. Distingdo pouco expressiva: 1 de 5 caracteres
externos analisados (presente estudo — Cap. 5)
3. Presenca de vesicula biliar (Geise et al., 2004);
4. Distingdo pouco expressiva em andlise de
anatomia interna: 3 del8 medidas (presente
estudo — Cap. 5)

Reprodutiva

. Estéril (Yonenaga et al., 1975; presente estudo —

Cap.4)

. Comportamento receptivo a outro hibrido e as

espécies parentais (presente estudo — Cap.3)

. Maior frequéncia de sucesso reprodutivo com a

combinagdo @ 2n=24 x & 2n=16 (presente estudo
—Cap 4)

. Auséncia de espermatozoides no tubulo seminifero,

que apresenta desorganizacao estrutural (Yonenaga
et al., 1975; presente estudo — Cap. 4 e 5)

1. Fertilidade reduzida (presente estudo — Cap. 2)

2. Comportamento agressivo fatal da mée com os
filhotes, filhotes entre si e dos filhotes para com
a mée (presente estudo — Cap.3)

3. Maior frequéncia de sucesso reprodutivo
quando combinado a parental 2n=14 (presente
estudo — Cap. 2)

4. Sem registros (projeto em andamento)

1. Feértil (presente estudo — Cap. 2)

2. Comportamento receptivo aos exemplares dos
clados Norte e Sul (comportamento agressivo
em exemplares do clado Sul)

3. Maior frequéncia de sucesso reprodutivo
quando descendentes intercruzavam (presente
estudo — Cap. 2)

4. Presenca de espermatozoides no
seminifero (presente estudo — Cap. 5)
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Akodon cursor: diversificacdo e especiacao

Akodon cursor tem sido um excelente modelo para estudos que requerem uma ampla
discussdo sobre a aplicacdo dos Conceitos de Espécie, dada suas particularidades geograficas,
morfologicas, citogenéticas, filogenéticas e comportamentais.

Conceitos envolvendo isolamento reprodutivo se baseiam no fato de que espécies sdo
delimitadas pelo comportamento reprodutivo dos organismos e ndo pela decisdo de quem as
classifica. Aqui estdo incluidos os Conceitos Bioldgico (Dobzhansky, 1935) e Genotipico
(Mallet, 1995). Segundo Mayr espécies bioldgicas “sdo grupos de populagdes naturais, efetiva
ou potencialmente intercruzantes, que sao isolados reprodutivamente de outros grupos com as
mesmas caracteristicas” ¢ para Mallet espécies “sdo agrupamentos de entidades bioldgicas,
monotipicas ou politipicas, identificaveis pela morfologia e/ou genética, formando grupo de
individuos que tem pouco ou nenhum intermedidrio quando em contato”.

Dentre 0s pontos positivos do conceito Bioldgico de Espécies, a espécie é tratada como
uma unidade real e sua existéncia pode ser testada através de observacdo/experimentacéo.
Assim, a realizacdo de cruzamentos experimentais em A. cursor entre individuos real e/ou
potencialmente intercruzantes permite considerar que: 1) a obtencdo de exemplares interclado
com capacidade reprodutiva normal € indicativo de que representantes dos clados Norte e Sul
pertencem a uma unica espécie; 2) exemplares 2n=14 e 2n=16 sdo intercruzantes, mas
descendentes deles gerados (2n=15) apresentam capacidade reprodutiva reduzida,
principalmente quando intercruzam entre si ou com exemplares com 2n=16.

Assim, a fixagdo preferencial da forma 2n=16 ao norte e da 2n=14 ao sul sugere um
mecanismo incipiente de isolamento reprodutivo entre elas, resultando em processo
especiativo. No entanto, no presente momento exemplares com 2n=14, 15 e 16 ainda podem ser
considerados como variantes da mesma espécie, a luz do conceito Bioldgico de Espécie.

Considerando o conceito Genotipico, verifica-se que embora as formas extremas (Norte
e Sul, 2n=14 e 2n=16) possam ser identificaveis pela genética, eles ainda sdo capazes de gerar
intermediarios, mas com niveis altos de hibridizacdo, 0 que vai de encontro a premissa do
Conceito e sustenta a aceitagdo de A. cursor como uma Unica espécie.

Defini¢des de filoespécies perpassam por conceitos diferentes desenvolvidos a partir do
advento das analises filogenéticas. Dentre 0s conceitos propostos destacam-se Hennigiano
(Hennig, 1966, 1950), Autapomorfico (Nelson e Platnick, 1981; Wheeler e Platnick, 2000),
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Diagnostico (Eldredge and Cracraft 1980; Cracraft, 1983) e Monofilético (Mishler and Brandon
1987; Mishler e Theriot, 2000).

Segundo o conceito Hennigiano espécie € uma “comunidade tocogenética que surge
quando uma espécie é dissolvida em duas novas espécies-filhas, na qual a espécie ancestral
(comum as espécies-filhas) se extingue”. Trata-se de aplicar ao Conceito Bioldgico uma
perspectiva temporal ja que assume que espécies s6 podem ser interpretadas genealogicamente
e que uma descontinuidade reprodutivo entre linhagens corresponde a uma descontinuidade
entre espécies distintas. No presente estudo, nenhum dos casos observados em A. cursor se
aplica, muito embora o caridtipo intermediario possa vir a assumir uma condicdo de
esterilidade capaz de levar ao isolamento as formas homomorficas 2n=14 e 2n=16.

Para o conceito Autapomorfico espécie € “a menor agregag¢ao de populagdes (sexuais)
ou linhagens (assexuais) diagnosticadas por uma combinagdo Unica de estados de carater”. Por
considerar caracteres apomorficos e plesiomérficos ndo se adequa ao monofiletismo, levando
em conta a teoria cladistica mas ndo o seu método. Por reconhecer as espécies a priori a partir
de uma lista de caracteres, tende a ser considerado falho na identificacdo de espécies ainda em
suas premissas e, portanto, pouco contribui na discussao do que seria uma espécie valida em A,
cursor.

Espécie no conceito Diagndstico € “o menor agrupamento diagnosticavel de organismos
individuais nos quais existe um padrdo de ancestralidade e descendéncia, que em conjunto
passam a constituir unidades diagnosticas basais”. ESse conceito apresenta como ponto
negativo a dificuldade de se estabelecer limites minimo e méaximo de diagnose entre 0s
individuos podendo levar a uma arbitrariedade da escolha. Por exemplo, poderia aqui
considerar que, dentro do clado Norte, populacbes da Paraiba/Pernambuco que apresentam
2n=16 como cari6tipo exclusivo fossem diagnosticadas como uma espécie, ou ainda, sob uma
segunda Otica que todo o clado Norte fosse uma espécie ja que foi recuperado como
monofilético (Cap. 1).

O conceito Monofilético preconiza que espécie é “o taxon menos inclusivo reconhecido
em uma classificacdo filogenética formal”. Ora, para aceitacdo dessa defini¢do seria necessario
um critério adicional de classificacdo ja que a monofilia se aplica para qualquer categoria
taxonémica. Logo, como identificar qual agrupamento monofilético seria o0 correspondente a

uma espécie seria uma questdo a invesigar. No caso de A. cursor, por exemplo, poderia se
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assumir como espécie os agrupamentos Norte e Sul como espécies distintas, ou ainda todos o0s
exemplares analisados em conjunto como uma s6 espécie (Cap. 2). Assim, usando-se esse
conceito como base, a interpretacdo pode ser diferente conforme quem a analisa.

Conceitos evolutivos reconhecem que um taxon corresponde a um segmento indivisivel
de uma arvore evolutiva, sendo as linhagens o alvo da abordagem desenvolvida por Simpson
(1961), Wiley (1978) e De Queiroz (1998), dentre outros, em seus respectivos conceitos.

Para Simpson espécie é “uma linhagem que se desenvolve com destino evolutivo
unificado ¢ tendéncias proprias”, enquanto para Wiley € “uma linhagem de populagtes
ancestral-descendente que mantém a sua identidade de outras linhagens e que tem
independéncia evolutiva e tendéncias historicas”. No primeiro caso 0 conceito nao tras consigo
um critério para aplicabilidade, dificultando a classificacdo das espécies, enquanto o segundo
conceito também ndo apresenta método préprio, dependendo de outras ciéncias para reconhecer
0 evento especiativo capaz de distinguir as espécies. Assim, dependendo do método, pode-se
chegar a resultados distintos do que seria uma espécie valida. Por exemplo, se fossem utilizados
apenas dados cariotipicos desvinculados da variavel geogréfica, poder-se-ia assumir que A.
cursor € uma espécie com amplo polimorfismo cariotipico e de ampla distribuicdo geografica.
No entanto, aliando o componente geografico e os resultados de cruzamentos experimentais
entre essas formas verifica-se que a selecdo natural age de forma distinta em relacdo aos
cariotipos, o que pode vir a ser fonte de isolamento reprodutivo entre as populaces Norte e
Sul.

No conceito de Linhagem Geral proposto por De Queiroz ele considera espécies “uma
linhagem de metapopulagdes evoluindo separadamente”, sendo linhagem uma série de
ancestrais-descendentes e metapopulacdo equivalente a populacdo inclusiva composta de
subpopulacdes conectadas. O autor se destaca nesse cenario pois diferencia Conceito de
Espécie (linhagens de metapopulacfes evoluindo separadamente) dos critérios operacionais
(linhas de evidéncia) que sao utilizados para sua aplicacdo empirica (De Queiroz, 2007).

Assim, por exemplo, se 0 conceito a se testar € o morfoldgico, diferencas estabelecidas
a partir de morfometria geométrica (Astua et al., 2015) poderiam se alinhar em SC7 (Figura
5.7a), por exemplo, ponto em que a distingdo de duas espécies como A. cursor e A. montensis,
que se divergiram a cerca de 1,75 Ma (Coyner et al, 2013), seria possivel. No entanto, esse

mesmo carater se analisado dentro de A. cursor poderia ndo ser tdo eficaz, estando
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compreendido entre os pontos SC2 e SC3, por exemplo, j& que o tempo de divergéncia entre 0s
clados Norte e Sul é estimado em aproximadamente 1Ma (Smith e Patton, 2007). Porém, se em
um intervalo de diversificacdo semelhante ao recuperado entre A. cursor e A. montensis fosse
possivel notar para A. cursor com a completa distincdo dos clados Norte e Sul, esses dois
clados poderiam ser reconhecidos como espécies distintas.

Considerando todo o historico entre essas espécies-irmas de diferenciacdo cariotipica e
molecular, mas de diferenciacédo sutil do ponto de vista morfologico e reprodutivo (formacao de
hibridos, embora estéreis) ndo é improvavel um cenario em que A. cursor esteja passando por
um processo especiativo, ainda insipiente, carecendo de pelo menos mais 1 Ma para se
consolidar. Essa premissa ainda € reforcada pelo fato de que, em um intervalo de tempo
extremamente reduzido, considerando a escala geoldgica, ja se pode observar a alteracdo das
frequéncias cariotipicas em populacdes de Una, BA. Considerando que o cari6tipo pode estar
atuando como deflagrador e mantenedor da diferenciagcdo em A. cursor (Figura 5.7b — ponto
E) pode-se, de fato, vir a haver um acumulo de diferencas capazes de se considerar o
surgimento de duas novas espécies a partir dos agrupamentos Norte e Sul.

Em outra interpretacdo, poder-se-ia imaginar que dentro de A. cursor, anélises
moleculares consistem em critérios alinhados com SC4, onde ja é possivel identificar a
distingdo entre os clados Norte e Sul, mas a divergéncia genética encontrada, apesar de ser alta,
ainda ndo pode ser interpretada como interespecifica (Figura 5.7a).

No processo de especiacao alopétrica o deflagrador da diversificacdo é o surgimento de
uma barreira geografica (soerguimento de montanhas, fragmentacdo do héabitat, mudanca de
curso de um rio, etc.) causando o isolamento das populacdes, que passam a sofrer pressdes
seletivas distintas (selecdo estabilizadora) vindo a desenvolver caracteristicas novas (molecular,
morfolégica, anatdmica, cariotipica) que atuaria como barreira intrinseca de isolamento
reprodutivo (Mayr, 1942, 1963). Esse tipo de especiacdo estaria atuando sobre as populac6es
isoladas da Paraiba e Pernambuco, que embora ainda consideradas do clado Norte, nao
apresentam contato com as demais populagoes, sendo separadas por extensas areas abertas. Ali
atuariam pressoes seletivas supostamente distintas das demais que ainda mantem contato entre

Si.
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2 Species
Duas espécies
A I A R —_—————_L
Gray Zone
(1 vs. 2 species)
N7 Especiacdo
E
1 Species

Uma espécie

(@) (b)

Figura 5.7 — Diagramas representativos de linhagens evolutivas (a) adaptacdo de De Queiroz,
2007. Gradacdo em escalas de cinza representam as linhagens filhas divergindo ao longo do
tempo e as linhas horizontais SC (critérios de espécie) 1 a 9 representam o tempo em que cada
forma adquirem propriedades diferentes (ou seja, quando se tornam feneticamente
distinguiveis, diagnosticaveis, reciprocamente monofiléticas, reprodutivamente incompativeis,
ecologicamente distintas, etc... conforme conceito adotado). (b) eventos deflagradores (E) do

processo de especiacdo (alopatrica, simpatrica e parapatrica).

A especiacdo simpatrica é o processo de surgimento de novas espécies que acontece
dentro de populacGes espacialmente contiguas (Smith, 1962, 1978). Para que a especiacdo seja
considerada simpatrica quatro critérios precisam ser atendidos para que ela de fato ocorra: 1) as
novas espéecies devem se distribuir por areas sobrepostas; 2) a especiacdo deve ser completa
(conceito bioldgico e evolutivo de espécie); 3) devem ser, necessariamente, espécies-irmas ou
monofiléticas; 4) a histéria evolutiva, biogeografica, deve evidenciar que a especiacao
alopatrica é improvavel (Bolnick and Fitzpatrick, 2007). Dois tipos de especiacdo simpatrica

que atendem a esses critérios tem sido observados na natureza, selecdo disruptiva e alteracdes
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cromossomicas. O primeiro caso ocorre quando fortes pressoes seletivas fazem com que uma
determinada populacdo se adapte a dois ou mais regimes ambientais diferentes (ou nichos),
gerando isolamento progressivo das subpopulacdes e, por fim, resultando em especiacdo
(Ruefler et al., 2006), como por exemplos, radiacdo adaptativa em ilhas oceanicas e lagos
isolados.

A maioria dos modelos de especiacdo simpatrica supde que a selecdo natural primeiro
estabelece um polimorfismo, para depois favorecer o isolamento pré-zigotico entre as formas
polimérficas (Ridley, 2006). Poderia ser esse o caso do polimorfismo cariotipico em A. cursor.
Estudos apontaram que a forma 2n=16 com pares 2 e 4 submeta e metacéntricos é a condic¢éo
ancestral da espécie (Fagundes et al., 2007a), que teria, em um processo de radiacdo adaptativa,
se espalhado por toda a costa leste brasileira. A partir desse ponto, rearranjos cromossémicos
responsaveis pelo surgimento da forma 2n=15 e das condi¢fes heteromorficas dos pares 2 e 4
poderiam ter surgido em populagdes distintas ao longo da area de distribuicdo. Essas formas
heterozigotas, cruzando entre si, recuperariam a forma 2n=14, com pares 2, 4 e 6 acrocéntricos,
dando origem ao polimorfismo hoje encontrado em A. cursor. O menor sucesso reprodutivo das
formas 2n=15 x 2n=16 beneficia a formacao e fixacdo do 2n=14 ao sul. Por outro lado, nossos
estudos mostraram que a variagdo cariotipica que antes parecia ser parte de um todo ja tende a
sofrer pressdes seletivas levando a fixacdo de formas cariotipicas diferentes nos clados Norte e
Sul.

De uma particularidade da especiacdo simpatrica, surge a definicdo de especiacdo
estasipatrica, na qual 0s rearranjos cromossdmicos seriam 0s responsaveis por desempenhar um
papel fundamental no processo de isolamento reprodutivo entre as populacdes (White, 1978).
Nesse sentido, rearranjos cromossdémicos podem agir como mecanismo de isolamento pés-
copula, prevenindo a formacéo de hibridos ou comprometendo a fertilidade ou viabilidade dos
mesmos. Nossos dados revelam a reducdo de fertilidade em exemplares 2n=15 e um certo grau
de isolamento reprodutivo pré-zigotico entre as formas 2n=15 e 2n=16.

Havendo rearranjos cromossdmicos, grande bloco de genes parece protegido de
recombinagdo, caracterizando “ilhas genomicas de diferencia¢do” (Nosil et al., 2009), que
tendem a diminuir a ocorréncia de fluxo entre esses genes, consistindo em importante barreira
(Kawakami et al., 2011).
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Os dados de anatomia e morfologia também apontam para essa distin¢cdo geografica
(presente estudo, Geise et al. 2005), muito embora ndo se possa afirmar que haja distin¢éo
morfologica ou anatémica relacionada ao cariétipo. O mesmo ndo ocorre nas analises de
histologia de testiculo, que revelaram padrdo reprodutivo normalizado em descendentes
interclado, mas compromentimento e esterilidade em exemplares 2n=15 (Yonenaga et al.,
1975). Essa esterilidade também ¢é verificada em fémeas, que apenas em combinagdes
intraclado com machos 2n=14 foram capazes de gerar descendentes, revelando um padrao de
isolamento reprodutivo associado & condigdo heterozigota ainda mais eficiente que o que ocorre
nos machos, que ainda mantém um padrdo de sucesso reprodutivo mais elevado e que permitiu
a formacéo descendentes com fémeas 2n=14 de clado distinto.

Segundo White (1978), a estasipatria por si somente € suficiente para favorecer a
diferenciacdo de espécies a partir dos rearranjos observados. No entanto, estudos posteriores
revelaram a dificuldade de rearranjos distintos serem fixados e virem a ser agentes de
especiacdo em simpatria, sendo necessario o surgimento de barreiras geograficas no processo
de diversificacdo.

Em A. cursor observou-se um sinal genético de expansdo populacional coincidente com
as areas limites das quebra geogréfica (sul Bahia em direcdo ao sul), reveladas pelas anélises
populacionais de DNA mitocondrial (Cap 1). Os testes de Neutralidade (D de Tajima e Fs de
Fu) e os testes de distribuicdo mismatch detectaram sinais de crescimento populacional nas
populagdes do clado Sul. Considerando o tempo de divergéncia entre os dois clados de A.
cursor, estimado em 1.0 Ma (Smith e Patton, 2007), essas mudancas demogréficas podem

coincidir com os ciclos glacial-interglacial do Pleistoceno.

Nesse periodo, segundo a proposta de Leite et al. (2016) teria havido uma expanséo de
ambientes favordveis ao desenvolvimento de florestas coincidente com a distribuicdo da
plataforma continental, sendo acompanhado por expansdo populacional de espécies de
marsupiais e roedores. Como a plataforma continental é mais extensa (a partir da costa) entre as
latitudes 18-26°S (coincidente com a area ocupada por populacbes do clado Sul), pode-se
considerar que as populacGes do clado Sul tiveram condigdes ambientais para a expanséo.
Nesse processo poderia ter havido o surgimento de 2n=15 (ou 2n=14) e o favorecimento da
fixacdo do cariétipo 2n=14, atualmente o Unico encontrado em popula¢des do norte do clado

sul, a leste (Rio de Janeiro e Espirito Santo).
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Com o final da glaciagdo e imersdo da plataforma continental individuos com o
rearranjo em homozigose (2n=14) estariam em contato mais recorrente com sua espécie-irma
A. montensis, da qual apresentaria, nesse cenario, maior divergéncia, comprovada em nossos
estudos pela maior dificuldade de se gerar hibridos na combinacdo 2n=24x2n=14 quando
comparado a 2n=24x2n=16, muito embora haja predominancia da forma 2n=14 ao sul, em &rea

de ocupacdo de A. montensis.

Como a expanséo populacional ocorre ao sul, se nessas populagdes tiverem ocorrido 0s
rearranjos que deram origem as forma 2n=15 e 2n=14, pode-se imaginar o porqué dessas
formas cariotipicas serem menos frequentes ao Norte, com exce¢do de Una, localizada no sul
da Bahia, que possivelmente esteve em contato secundario com essas populacdes quando da
expansdo pela plataforma continental e interligacdo do leste pelas terras baixas entre Espirito
Santo e Bahia. No sul, a condi¢do 2n=15 ainda apresenta frequéncia mais elevada pois tem

frequéncia de sucesso reprodutivo elevada quando em contato com 2n=14 (Cap. 2).

Por fim, A. cursor é uma espécie modelo com caracteristicas complexas e intrigantes
para estudos evolutivos, trazendo uma ampla discussdo sobre os processos determinantes dos
padrGes de diversificacdo na Mata Atlantica e sobre as discussfes interminaveis sobre a
aplicabilidade dos conceitos de espécie. O uso de critérios morfoldgicos e de monofilia
reciproca apontam distincdo Norte e Sul, no entanto, sem sinais de isolamento reprodutivo
entre os intermediarios (interclado). Entre 2n=14 e 2n=16 verifica-se comprometimento
reprodutivo do intermediario (2n=15), indicando um processo incipiente de especiacao
estasipatrica, com o favorecimento de fixacdo da forma 2n=16 ao Norte e de 2n=14 ao Sul da

distribuicéo atual.
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Tendo em vista os resultados alcangados, a variacéo e diversificacdo em A. cursor pode

ser assim compreendida:

1)

2)

3)

4)

5)

Dados moleculares e de morfologia/antatomia permitem identificar a estruturacdo das
populacbes em clados Norte e Sul, com querbra filogeografica entre as latitudes 16-18°S
(norte do Espirito Santo e sul da Bahia), coincidente com o Vale do Jequitinhonha e
sofrendo influencia da altitude, do rio e da vegetacdo predominante.

A diversificacdo encontrada néo esta relacionada a cariétipos exclusivos, muito embora
haja predominancia da forma 2n=16 ao Norte e 2n=14 ao Sul.

N&o ha isolamento reprodutivo entre representantes dos clados Norte e Sul, unidos em
cativeiro, e os descendentes gerados (interclado) apresentam sucesso reprodutivo alto.
Individuos com 2n=15 apresentam reducdo de fertilidade, principalmente quando a
fémea é portadora do rearranjo e quando combinado com parental 2n=16 e 2n=15.
Combingdes 2n=14 x 2n=15 sdo que apresentaram maior sucesso reprodutivo. Assim,
individuos heterozigotos embora sejam férteis, desempenham papel incipiente de hibrido
entre as formas homomaorficas, 2n=14 e 2n=16.

Hibridos entre A. cursor e A. montensis sdo estéreis e mais facilmente gerados a partir da
combinacdo fémea 2n=24 e macho 2n=16, muito embora a introgressao seja
bidirecional. Logo, esses hibridos diferem, quanto a fertilidade, dos supostos hibridos de
A. cursor caracterizados pela condi¢do geogréafica (interclado) e cariotipica (2n=15)

intermediaria.

Assim, 0 uso de critérios morfolégicos e de monofilia reciproca apontam distin¢ao

Norte e Sul, no entanto, sem sinais de isolamento reprodutivo. Entre 2n=14 e 2n=16 verifica-se

comprometimento reprodutivo do intermediario (2n=15), indicando um processo incipiente de

especiacdo estasipatrica, com o favorecimento de fixacdo da forma 2n=16 ao Norte e de 2n=14

ao Sul da distribuicéo atual.
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ANEXO 1

Espécimes de A. cursor utilizados nos estudos moleculares a partir sequéncias do gene
Citocromo b e Citocromo oxidase I. Em ordem: Estado brasileiro (maiusculo, em negrito),
numero total de espécimes amostrados para aquele Estado (entre parénteses, em negrito),
municipio (em negrito, numero corresponde as localidades amostradas na Figura 1), localidade
(em italico), coordenadas geogréficas (entre parénteses), nuimero de identificagdo dos

espéecimes.

PARAIBA (n=8) - 1. Cruz do Espirito Santo (-35.07, -7.12): PHA554, 555, 556, 557, 560,
563, 571, 572.

PERNAMBUCO (n=19) - 2. Camaragibe (-34.98, -7.97): PHA257, 266, 270, 272, 277, 278,
292, 294, 295, 296, 307, 402, 403, 405, 406, 642, 643. 3. Jaqueira, RPPN Frei Caneca (-
35.83, -8.72): PHA 396, 414.

BAHIA (n=71) - 4. Andarai, Fazenda Santa Rita (-41,26, -12,80): CTA1156, 1157. 5. Cairu,
Fazenda Subauna (-39.04, -13.49): RM168, 173. 6. lIhéus, Fazenda Santa Maria (-39.17, -
14.70): LG173. 7. Lencois, Chapada Diamantina, Remanso (-41.35, -12.60): CD 01, 05, 25,
27, 30, 62, 66, 94, 102, 103, 110, 124, Chapada Diamantina, Morro da Torre da Telebahia
(-41.40, -12.55): 137, 141, 157, 164, 167, 178, 219, 242. 8. Pau Brasil, Fazenda Agua Santa
(-39,37, -15,45): LG190, 191, 192, 196, 200. 9. Porto Seguro, PARNA do Paul Brasil (-
45.26, -16.51): RM220. 10. Teixeira de Freitas, Fazenda Alcoprado (-39.74, -17.54):
RM205, 208. 11. Una (-39.07, -15.30): CIT818, 858, 870, 878, 879, 880, 881, 883, 884,
887, 921, 926, 927, 929, 930, 931, 933, 934, 1020, 1021, 1022, 1023, LGA3991, 4022,
4029, 4031; Fazenda Jueirana: CC13, RM50, 54, 56, 61, 70, 74, 81, 87, 95, 98; Estacdo
Experimental Lemos Maia (-39,00, -15,35): CTA958.

MINAS GERAIS (n=63) - 12. Araponga, Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (-42.45, -
20.72): GL123. 13. Caeté (-43.67, -19.90): BM145. 14. Capitdo Andrade (-41.86, -19.07):
LBCE5552. 15. Conceicdo do Mato Dentro (-43,43, -19,03): BG17, DG155. 16.
Diamantina, Campo Triste, PARNA Sempre Vivas (-43.75, -18.09): DG125, MCN-M2797.
17. Fervedouro (-42.28, -20.73): BRG12, 13, 17, 111, 123, 124, 128, 134, CTA897, 1068,
1071. 18. Gréao Mogol (-42.81, -16.62): MCN-M2601. 19. Itabira, Ipoema (-43.27, -19.61):
AK1413, DG188, 199, EC23, 31, KRTP38. 20. Joaima, Fazenda AngaPehy (-41.25, -
16.72): LGAT4, 477, 485, 497, 500, 501, 503, 506, 521, 524, 526, 527. 21. José Gongalves
de Minas, entorno UHE Irapé (-42,81, -16.62) : DG161. 22. Leme do Prado (-42.69, -
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17.08): MCN-M1969. 23.Marliéria, Parque Estadual do Rio Doce (-42.65, -19.72):
CTA950, 956, 1120, 1124, 1126, 1134. 24.Simao Pereira, Sitio Maglandia (-43.32, -21.97):
BPRO7, LG20, 29, 55, 56, 63. 25. Simonésia, Estacdo Biologica Mata do Sossego (-42.00, -
20.13): CTA977. 26.Turmalina, Estacdo Ecologica Acaua (-42.77, -17.13): CTA937, 944,
1110, 1114. 27. Vicosa, Mata do Paraiso, Estacdo de Pesquisa, Treinamento e Educacéo
Ambiental da Universidade Federal de Vigosa (-42.88, -20.75): VI12, 13, 19, 21; GL155,
160, 161. 28. Virginopolis (-42.70, -18.82): AK1440.

ESPIRITO SANTO (n=101) - 29. Aguia Branca, Fazenda Zequinha Manduca (-40.82, -
18.87): LGA1517, 1527, 1546, 1550, 1553, 1554. 30. Cariacica, Reserva Bioldgica de Duas
Bocas (-40.42, -20.27): LGA325, 327, 328, 2198. 31. Castelo, Parque Estadual Forno
Grande (-41.18, -20.60): LGA934, 935, 936, 993, 995, 996. 32. Domingos Martins, Parque
Estadual de Pedra Azul (-40.67, -20.37): LGA956, 957, 960, 961, 962, 963, 964, 965, 976,
983, 1759. 33. Governador Lindenberg (-40.47, -19.27): LGA1121, 1123, 1125. 34.
Ibitirama, Parque Nacional do Capara0, Posto Santa Marta (-41.72, -20.48): LGA1187,
1193, 1203, 1206, 1207, 1211, 1217, 1218, 1219, 1220, 1221, 1222, 1223, 1231, 1234. 35.
Irupi, Parque Nacional do Caparad, Posto Pedra Roxa (-42.75, -20.37): LGA1556, 1558,
1559, 1560, 1561, 1562, 1563, 1564, 1579, 1580, 1583, 1584, 1586. 36. Santa Teresa,
Estacdo Bioldgica Santa Lucia (-40.60, -19.92): LGA37, 38, 42, 50, 159, 2339. 37.
Sooretama, Reserva Bioldgica de Sooretama (-40.00, -18.78): LGA 3915. 38. Viana (-
40.45, -20.38): LGA1509, 1510, 1764, 1765, 1767, 1827, 1829, 1980, 1981, 1982, 1983,
1984, 1986, 1988, 1989, 1990, 1991, 1992, 1993, 1994, 1994, 1997, 1999, 2000, 2001,
2004, 2005, 2007, 2008, 2009, 2010, 2011, 2012, 2013, 2014, 2143, 2144.

RIO DE JANEIRO (n=108) - 39. Angra dos Reis, Aldeia Sapucai, Bracui (-44.38, -22.88):
AACS6, 19, LBCE1315, 1316, 1318; Mambucada (-44.51, -23,02): MAMY. 40. Cachoeiras
de Macacu, Reserva de Guapiacgu (-42.73, -22.42): HGB-REGUAL1, 2, 17 ; Propriedade Sr.
Edimar (-42.83, -22.53): FI39; Fragmento 8 (-42.80, -22.52): FS6-9, 6-13, 6-37; Sitio
Rosimery (-42.87, -22.48): FS11-12, 11-30, 11-40, 11-47, FS14-5, 14-39, 14-41, 14-43;
Fragmento 9 (-42.78, -22.52): FS12-2, 12-14, 12-32, FS16-7, 16-25, 16-40; Fazenda Pica
Pau Amarelo (-42.75, -22.52): FS13-15, FS17-17, 17-20, 17-44, 17-47 ; Sitio Quatro
Irméos, Bairro Quizamba (-42.85, -22.60): FS16-37. 41. Cambuci, Fazenda Sambura (-
41.87, -21.48): RB-M-3-08, 3-19, 3-35, 3-54, 3-55, 3-67, 3-68. 42. Guapimirim, Fazenda
Chorona (-42.95, -22.55): FS4-3, 4-4, 4-6, 4-8, 4-20, 4-25, 4-31, 4-33, 4-41, 4-43, 4-45, 4-
61, 4-81; Fazendas Consorciadas (-42.90, -22.55): FS5-22, 5-36, 5-58, 5-69, 8-79, 17-1, 17-
08, 17-13, 17-14; Fazenda Iguacu (-42.88, -22.52): FS5-57, 5-59; Centro de Primatologia
da FEEMA (-42.97, -22.63): HGB405. 43. Itatiaia, Parque Nacional de Itatiaia (-44.60, -
22.45): HGB-CFVC1], 2, 3, 6; Piscina Maromba (-44.62, -22.43): HGBDB21, 22, 23. 44.
Macaé, Glicério (-42.05, -22.23): GL3, 4, 5, 36. 45. Mangaratiba, Fazenda Bom Jardim (-
44.10, -22.92): RB-M-88. 46. Mendes, Fazenda S&o José das Paineiras (-43.73, -22.53):
LG8. 47. Nova Friburgo, (-42.53, -22.28): LBCE1365, 1367, 1368. 48. Paracambi (-43.71,
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-22.61): LBCE734, 735, 736. 49. Paraty, Tarituba (-44.58, -23.03): LGP69, 75. 50.
Pinheiral (-44.02, -22.52): CEG70, 75, 77, 78. 51. Resende, Serrinha (-44.53, -22.32):
HGB59, 60, 61, 67, 68. 52. Rio Bonito, Catimbau Grande (-42.67, -22.77): LG10, 12. 53.
Rio de Janeiro, Parque Estadual da Pedra Branca (-43.22, -22.85): LBCE4132, 4133,
4139. 54. Silva Jardim (-42.39, -22.65): LBCE2358. 55. Sumidouro, Vale do Pamparrao
(-42.65, -22.03): SU9, LBCE212, 214, 217. 56. Teresopolis (-42.97, -22.41): LBCE491,
492, 544,

SAO PAULO (n=32) - 57. Bananal, Estacdo Ecoldgica do Bananal (-44.37, -22.80):
EEB665. 58. Boracéia (-48.75, -22.17): CIT309. 59. Cananéia, Ariri (-48.03, -25.20):
CIT306, 310, 311, 314; Ilha do Cardoso (-47.93, -25.17): HBO1, CIT785, 786. 60. Iguape (-
4755, -24.72): CIT172, 173, 176, 219, 222, 223, 224, 248, 264, 267, 268, 285, 287, 288. 61.
Juquitiba (-47.05, -23.97): CIT256, 257, 259. 62. Sete Barras, Fazenda Intervales (-47.85,
-24.38): CIT10, 19, 20. 63. Ubatuba, Parque Estadual da Serra do Mar, Picinguaba (-
44.83, -23.37): CIT134, 135, 146, LG64.
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Relacdo de exemplares de A. cursor utilizados para os estudos moleculares a partir dos

genes mitocondriais Citocromo b (Cit-b) e Citocromo Oxidase | (COI). As localidades

correspondem as detalhadas no Anexo 1. 2n=ndmero diploide. ND=2n ndo determinado,

“H” e “h” referem-se ao codigo do haplétipo de COIl e Cit-b, respectivamente.

. . Haplétipos
Estado Local. Espécime 2n Col  Cith
PB 1 PHA 554, 556, 560 / PHA 752 16 / ND H70 h112
PHA 555, 557, 563 16 H71 h113
PHA 571 16 H71 h114
Subtotal PB 01 08 16
PE 2 PHA 257 16 H72 h115
PHA 266, 270, 277, 278, 292, 23:;3, 296 / PHA 294, 402, 405, 642, 16/ ND 172 h116
PHA 272 16 H72 h117
PHA 307 ND H71 h118
PHA 403 ND H72 h119
PHA 406 16 H72 h120
3 PHA 396 ND H71 h118
PHA 414 16 H74 h116
Subtotal PE 02 19 16
BA 4 CTA 1156 ND H2 h2
4 CTA 1157 ND H2 h9
5 RM 168, 173 ND H1 h1
6 LG 173 16 H5 h10
CD 01, 05, 25, 62, 103, 110, 137, 141, 157, 164, 167, 178, 219,
7 2451 CD107 16/15 H2 h2
CD 27 16 H2 h3
CD 30 16 H2 h4
CD 66, 94 16 H3 h4
CD 124 16 H2 h5
8 LG 190, 192, 200 14 H1 h1
LG 191, 196 14 H6 h10
9 RM 220 ND H8 h12
10 RM 205 ND H9 h13
RM 208 ND H10 h14
CIT 818, 878, 879, 883, 921, 927, 1021, 1022, 1023 / CIT870,
11 880, 884, 929, 931, 934 / CIT881, 933, LGA3991, 4029, 4031 / 16/15/14/ND H1 h1
CC13, RM54, 56, 61, 70, 74, 81, 98
CIT 858 ND - h1
CIT 887 16 H1 h6
CIT 930 16 H1 h8
CIT 1020 / CI1T926 / LGA4022 / CTA958 16/ 15/ 14/ ND H4 h7
RM 50 ND H7 -
RM 87 ND H1 h11
RM 95 ND H8 h12
Subtotal BA 08 71 14, 15, 16
MG 12 GL 123 ND H61 h9s
13 BM 145 ND H10 h73
14 LBCE 5552 ND H64 h32
15 BG 17 ND H10 h72
DG 155 ND H58 h93
16 DG 125 ND H43 h92
17 BRG 12, 17, 124 ND H51 h75
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Cont. Anexo 2

Estado Local. Espécime 2n Col Cith
MG 17 BRG 13 ND H21 h76
BRG 111 ND H52 h77
BRG 123 ND H21 h78
BRG 128 ND H30 h79
BRG 134 ND H12 h8o
CTA 897 ND H24 hs1
CTA 1068 ND H55 h86
CTA 1071 ND H56 h87
18 MCN-M 2601 ND H53 h82
19 Ak 1413 ND HO h13
DG 188 ND H14 ho4
DG 199 ND H59 h95
EC 23 ND H14 ho6
EC 31 ND H60 h97
KRTP 38 ND H63 h28
20 LG 474, 503 14 HO h103
LG 477,501, 526 14 HO h13
LG 485 14 H66 h104
LG 497, 521 14 HO h105
LG 500, 524 14 H8 h106
LG 506 14 HO h107
LG 527 14 H67 h108
21 DG 161 ND H53 h82
22 MCN_M 1969 ND H25 -
23 CTA 950 ND - hs4
CTA 956, 1124 14 H21 h28
CTA 1120 14 H57 h89
CTA 1126 ND H24 hoo
CTA 1134 16 H13 ho1
24 BPR 07, LG 63 14 H50 h74
LG 20, 55 14 H42 h85
LG 29 14 H21 h102
LG 56 14 H65 h25
25 CTA 977 ND H54 h85
26 CTA 937/ CTA1110 14/ ND H53 h82
CTA 944 16 H7 h83
CTA 1114 ND H53 h8s
27 GL 155 ND H18 h99
GL 160 ND H13 h100
GL 161 ND H62 h101
Vi 12 14 H68 h109
Vi 13 14 H62 h110
Vi 19 14 H69 h111
Vi 21 14 H30 h37
28 Ak 1440 ND H8 h43
SubtotalMG 17 63 14,16
ES 29 LGA 1517 14 H8 h43
LGA 1527 14 H33 h44
LGA 1546, 1550 14 H34 h45
LGA 1553 14 H35 h45
LGA 1554 14 H36 h46
30 LGA 325 14 H14 h18
LGA 327 14 H15 h19
LGA 328 14 H16 h20
LGA 2198 14 H49 h36
31 LGA 934 14 H13 h21
LGA 935 14 H13 h22
LGA 936 14 H17 h23
LGA 993 14 H26 h32

LGA 995, 996 14 H27 h33




Cont. Anexo 2

188

L . Hapldtipos
Estado Local. Espécime 2n col Cith
ES 32 LGA 956 14 H16 h24
LGA 957 14 H18 h25
LGA 960 14 H19 h26
LGA 961 14 H20 h27
LGA 962 14 H21 h28

LGA 963 14 H22 h29

LGA 964 14 H23 h30

LGA 965 ND H24 h31

LGA 976 14 H16 h20

LGA 983 14 H25 -

LGA 1759 14 H42 h57

33 LGA 1121 14 H28 h34
LGA 1123 14 H10 h35

LGA 1125 14 H8 -
34 LGA 1187 14 H29 h36
LGA 1193 14 H13 h22
LGA 1203, 1207, 1217, 1218, 1220 / LGA 1222 14/ ND H18 h25
LGA 1206, 1231 14 H30 h37
34 LGA 1211 14 H18 h21
LGA 1219 14 H18 h38
LGA 1221 ND H18 h39
LGA 1223 ND H18 h40
LGA 1234 14 H31 h41
35 LGA 1556 14 H37 ha7
LGA 1558 14 H27 h48
LGA 1559 14 H38 h49
LGA 1560 14 H30 h37
LGA 1561, 1584 14 H39 h50
LGA 1562 14 H31 h41
LGA 1563 14 H40 h51
LGA 1564 14 H38 h52
LGA 1579 14 H14 h53
LGA 1580 14 H21 h54
LGA 1583 14 H41 h55

LGA 1586 14 H16 h56

36 LGA 37, 38, 42 14 H11 h15
LGA 50 14 H12 h16

LGA 159 14 H13 h17

LGA 2339 14 H13 h70

37 LGA 3915 14 H9 h71
38 LGA 1509, 1510 14 H32 h42
LGA 1764 14 H43 h58

LGA 1765, 1767 14 H23 h59

LGA 1827, 1999, 2000, 2001, 2008 14 H44 h60

LGA 1829 14 H45 h33

LGA 1980, 1989, 2014 14 H18 h61

LGA 1981, 1992, 2005, 2010, 2011, 2143, 2144 | LGA 2007 14/ ND H46 h62

LGA 1982 14 H47 h63

LGA 1983, 1990, 1991, 2004 14 H47 h25

LGA 1984, 1988, 1994, 2013 14 H21 h64

LGA 1986 14 H44 h65

LGA 1993 14 H21 h66

LGA 1997 14 H13 h67

LGA 2009 14 H48 h68

LGA 2012 14 H46 h69

Subtotal ES 10 101 14
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Cont. Anexo 2

, . Haplétipos
Estado Local. Espécime 2n col Cith
RJ 39 AAC 06 14 H75  hi21
AAC 19 14 H76  hi122
LBCE 1315 ND H94  hibs
LBCE 1316 ND H102  h159
LBCE 1318 ND H79  hi22
MAM 07 14 H18  hi62
40 FI 39 14 H79 h126
FS 06-09, 17-20, 17-47 14 H84 h135
FS 06-13 14 H79 h136
FS 06-37 14 H85 h137
FS11-12 14 H86 h139
FS 11-30 14 H73 h25
FS11-40 14 H13 h140
FS 11-47, 14-39, 14-41 14 H87 h141
FS 14-05 14 H87 .
FS 12-02, 16-07, 16-25, 16-40 14 H88 h142
FS 12-14, 13-15 14 H13 h133
FS12-32 14 H13 h143
FS 14-43 14 - h32
FS 16-37 14 H89 h25
FS17-17 14 Ho1 h145
FS17-44 14 H84 h23
HGB REGUA 01, 17 14 H90 h154
HGB REGUA 02 14 H18 h145
41 RBM 3-08 ND H104 h164
RBM 3-19, 3-55 14 H13 h165
RBM 3-35 14 H11 h166
RBM 3-54, 3-68 14 H43 h167
RBM 3-67 14 H11 h168
42 FS 04-03, 04-04 14 H50 h127
FS 04-06 14 H80 h128
FS 04-08, 04-81 14 H50 h32
42 FS 04-20 14 H81 h129
FS 04-25 14 H50 h130
FS 04-31 14 H18 h131
FS 04-33 14 H73 h25
FS 04-41 14 H82 h132
FS 04-43 14 H50 -
74 FS 04-45, 05-22, 05-36, 05-58, 05-59, 17-01, 17-14 14 H13 h133
FS 04-61 14 H82 h132
FS 05-57 14 H83 h28
FS 05-69 14 H13 h134
FS 08-79 14 H13 h138
FS 17-08 14 H79 h25
FS17-13 14 H90 h144
HGB 405 14 H18 h146
43 HGB CFVC 01 14 H95 -
HGB CFVC 02 14 H13 h150
HGB CFVC 03 14 Ho8 h151
HGB CFVC 06 14 H97 h149
HGB DB 21 14 H21 h152
HGB DB 22 14 H21 h153
HGB DB 23 14 H18 h21
44 GL 03 14 H77 h32
GL 04 14 H92 h25
GL 05 14 H93 -
GL 36 14 H13 h32
45 RB-M 088 14 H84 h163
46 LG 08 14 H21 -

47 LBCE 1365, 1367, 1368 ND H73 h25
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Cont. Anexo 2

, . Haplétipos
Estado Local. Espécime 2n col Cith
RJ 48 LBCE 734 ND H100 h156
LBCE735 ND H21 h152
LBCE 736 ND H101 h157
49 LGP 69 14 H94 h148
LGP 75 14 H97 h32
50 CEG 70, 75 14 H77 h123
CEG 77 14 H78 h124
CEG 78 14 H18 h125
51 HGB 59 14 H94 h147
HGB 60 14 H21 h148
HGB 61 14 H95 h32
HGB 67 14 H96 h32
HGB 68 14 H97 h149
52 LG 10 14 H13 -
LG 12 14 H73 h25
53 LBCE 4132, 4133, 4139 ND H103 h161
54 LBCE 2358 ND H13 h160
55 LBCE 212, 217 ND H79 h25
LBCE 214 ND H77 h32
SU 09 14 - h32
56 LBCE 491, 492 ND H73 h25
LBCE 544 ND H99 h155
Subtotal RJ 18 108 14
SP 57 EEB 665 14 H50 h180
58 CIT 309 14 H113 h21
59 CIT 306 15 H82 h176
CIT 310 16 H109 h177
CIT 311 15 H77 -
CIT 314 15 H114 h178
CIT 785, 786 / HB 01 14/15 H115 h179
60 CIT 172 14 H107 h170
CIT 173 15 H108 h171
CIT 176, 219 14 H109 h172
CIT 222/ CIT 268 15/ 14 H110 h173
CIT 267/ CIT 223, 264, 285 / CIT 248, 288 16/15/14 H111 h173
CIT 287 14 H112 h173
61 CIT 256, 259 14 H18 h174
CIT 257 14 H18 h175
62 CIT 10, 20 14 H105 h169
CIT 19 14 H76 h32
63 CIT 134, 135, 146 14 H106 h21
LG 064 14 H50 h182
Subtotal SP 07 32 14,15, 16

Total 63 403 14,15, 16 115 182
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ANEXO 3

Matrizes de A. cursor e A. montensis utilizadas nos cruzamentos experimentais. Em ordem:
Estado brasileiro (mailUsculo, em negrito), nimero total de especimes amostrados para aquele
Estado (entre parénteses, em negrito), municipio (em negrito), localidade (em italico),
coordenadas geogréaficas (entre parénteses), numero diploide (em negrito), ndmero de

identificacdo dos espécimes.

Akodon cursor

BAHIA (n=20) — 1. Una (-39.07, -15.25) : 2n=14 — LGA 4021, 4022, 4023, 4024, 4025, 4026,
4027, 4028, 4029, 4030, 4031, 4033, 4034, 4337, 4339, 4351, 4352; 2n=15 — LGA 4338,
4358; 2n=16 — LGA 4032.

ESPIRITO SANTO (n=13) — 2. Castelo, Parque Estadual da Fonte Grande (-41.08, -20.52):
2n=14 — LGA 4245, 4260, 4261, 4262 3. Domingos Martins, Panelas (-40.66, -20.36):
2n=14 — LGA 4401; Rio Ponte (-40.83, -20.18) : 2n=14 — 4451, 4452, 4453, 4471, 4472 4.
Guarapari, Rio da Prata (-40.51, -20.66 ): 2n=14 — LGA 4509; 5. Santa Teresa, Estac¢éo
BiolGgica Santa Lucia (-40.60, -19.92): 2n=14 — LGA 4480, 4481.

Akodon montensis

MINAS GERAIS (n=6) — 6. Luminéarias Fazenda Pedra do Navio (-44.79, -21.57): 2n=24
LGA 4538, 4539 4547, 4561, 4552, 4567.

SAO PAULO (n=24) — 7. Iguape (-47.55, -24.72): 2n=24 LGA 4150, 4190; 8. llha
Comprida, (-47.90, -25.02): 2n=25 LGA 4395; 2n=24 — LGA 4197, 4201, 4203, 4207,
4360, 4362, 4366, 4369, 4370, 4371, 4386, 4387, 4396, 4398, 4399, 4410, 4411, 4412;
2n=25 LGA 4364, 4365, 4397.
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ANEXO 4

Exemplares de Akodon cursor utilizados como matriz nos cruzamentos em cativeiro. Em
ordem: numero de tombo, localidade de coleta, sexo, numero diploide (2n), status, tempo de
permanéncia dos individuos em cativeiro (em dezembro/15), nimero de cruzamentos dos quais

participou (até agosto/15) e tempo de cativeiro ao ter a ultima ninhada.

Espéci p - N° de Tempo de cativeiro no
Specime Origem Sexo  2n Status érmanencia cruzamentos Gltimo cruzamento
(LGA) em cativeiro 2 - b

que participou com ninhada
4021 RPPN Nova 3 14 morte natural 19 meses 4 18 meses
4022 Angélica, Una ) 14 morte para procedimento 2 meses 1 2 meses
4023 (Bahia) 3 14 vivo 31 meses 2 2 meses
4024 Q 14 viva 31 meses 10 18 meses®
4025 ) 14 morte por debilidade 19 meses 4 17 meses
4026 3 14 vivo 31 meses 2 9 meses
4027 3 14 morte natural 5 meses 0 --
4028 3 14 vivo 31 meses 4 12 meses®
4029 Q 14 morte para procedimento 3 meses 1 2 meses
4030 Q 14 morte por debilidade 18 meses 6 12 meses®
4031 Q 14 morte para procedimento 3 meses 1 --
4032 3 16  morte natural 25 meses 16 24 meses
4033 3 14 Vivo 31 meses 3 17 meses
4034 3 14 Vivo 31 meses 2 16 meses
4337 3 14 morte para procedimento 19 meses 7 13 meses
4338 3 15 Vivo 20 meses 13 13 meses
4339 3 14 morte para procedimento 19 meses 6 13 meses
4351 Q 14 morte para procedimento 19 meses 5 5 meses®
4352 Q 14 morte para procedimento 19 meses 7 4 meses®
4358 3 15 Vivo 20 meses 5 7 meses
4245 PE Fonte Grande, Q 14 Viva 21 meses 9 17 meses
4260 Castelo (ES) 3 14 morte natural 2 meses 1 -
4261 3 14 Vivo 16 meses 10 11 meses
4262 3 14 morte natural 16 meses 6 5 meses”
4401 mﬁ:ﬁ (g‘s’r)“' 2 14 Vivo 18 meses 13 16 meses”
4451 Rio Ponte, Q 14 Vivo 15 meses 8 10 meses
4452 Domingos Martins Q 14 Vivo 15 meses 6 9 meses
4453 (ES) Q 14  morte natural 3 meses 3 3 meses
4471° 3 14 Vivo 14 meses 6 6 meses
4472 3 14 morte em cruzamento 6 meses 5 6 meses
4480 EB Santa Lucia, Q 14 morte natural 5 meses 2 --
4481 Santa Teresa (ES) Q 14  morte natural 5 meses 3 4 meses

Rio da Prata,

4509 3 14 morte em cruzamento 8 meses 5 10 meses

Guarapari (ES)

33 exemplares 14 vivos; 2-31 meses 2-18 meses

a = descendente de LGA 4453, capturada prenhe.
b = houveram cruzamentos posteriores, mas sem descendentes.



193

ANEXO 5

Cruzamentos intra e interespecificos realizados em cativeiro entre individuos de Akodon
cursor, A. montensis e seus hibridos. Em A. cursor foram considerados exemplares dos clados
Norte (N) e Sul (S) e seus descendentes interclado (E). Na ordem: nimero do cruzamento,
parentais com namero diploide (2n), tempo gestacional (em dias), quantidade de individuos que
nasceram e sobreviveram ao periodo de lactacdo, sexo e 2n dos descendentes. Somente para A.
cursor: LGAN=matriz clado Norte, LGAS=matriz clado Sul; LGANNSSSNNS—qagcendente

F1(cinza claro), F2(preto) ou F3(cinza escuro) atuando como parental.

Grupo Cruz Parentais Gest. Descendentes
P Q 2n ) 2n (dias) Nasc. Sobrev. Sexo 2n
ACU-N x ACU-N N1 4030 14 4022 14 22 3 3 Q 14
(matriz x matriz) 3 14
3 14
N2 4029 14 4023 14 22 2 0
N3 4031 14 4026 14 - 0
N4 4024 14 4021 14 21 5 3 3 14
3 14
Q 14
N5 4030 14 4032 16 26 3 3 d 15
1) 15
Q 15
N6 4024 14 4032 16 25 3 3 d 15
IS 15
Q 15
N7 4030 14 4034 14 24 4 4 d 14
Q 14
Q 14
Q 14
N8 4024 14 4025 14 - 0
N9 4030 14 4028 14 24 4 4 Q 14
3 14
3 14
a 14
N10 4024 14 4033 14 23 5 5 g 14
3 14
Q 14
3 14
3 14
N1l 4030 14 4033 14 27 2 2 d 14
Q 14
N12 4351 14 4032 16 - 0
N13 4352 14 4034 14 26 2 0
N14 4024 14 4032 16 - 0
N15 4351 14 4339 14 25 2 2 Q n/d
Q 13
N16 4352 14 4337 14 0
N17 4351 14 4338 15 0
N18 4024 14 4339 14 0
N19 4352 14 4032 16 0
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Grupo Cruz Parentais Gest. Descendentes

P 2n 4 2n (dias) Nasc. Sobrev. Sexo 2n

ACU-N x ACU-N N20 4074 NN 14 4032 16 25 2 2 Q 15

(ComFy) a3 15

N21 4079 M 14 4032 16 25 1 0

N22 4074 NN 14 4025 14 - 0

N23 4219 NN 14 4026 14 25 4 3 Q 14

3 14

3 14

N24 4220NN 14 4025 14 25 5 4 Q 14

Q 14

3 14

3 14

N25 4221 ™ 14 4021 14 24 4 4 3 14

Q 14

3 14

g 14

N26 4084 ™N 15 4028 14 23 4 4 Q 14

Q 15

Q 14

g 14
N27 4074 ™ 14 4023 14 - 0

N28 APPIINR 14 4028 14 26 2 2 d 14

Q 14

N29 4220 ™" 14 4032 16 23 6 1 ? 15
N30 4084NN 15 4032 16 - 0
N31 4217 ™ 15 4338 15 - 0
N32 4084 M5 4338 15 - 0

N33 4221 ™ 14 4032 16 24 3 3 3 15

3 15

3.1
N34 4217 ™ 15 4032 16 - 0
N35 4084NN 15 4338 15 - 0
N36 4084 ™ 15 4358 15 - 0
N37 4084 ™M 15 4032 16 - 0
N38 4084NN 15 4338 15 - 0
N39 4420 ™" 14 4338 15 - 0
N40 4352 14 4083 "N 15 - 0
N41 4351 14 4083 VN 15 - 0

N42 4084 ™" 15 4078 MY 14 23 4 4 Q 14

Q 14

3 n/d

3.1
N43 4079™N 4 407N T g - 0
N44 4217 ™ 15 4218 ™" 14 - 0
N45 4217™N 15 4075 NN g - 0
N46 4217 ™ 15 4083 ™™ 15 - 0
N47 4084MN 15 4216MN 15 - 0
N48 4217™N 15 4083 ™" 15 - 0

N49 4220™N 14 4215 15 24 5 5 3 15

3 n/d

3 n/d

3 14

3 15
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Grupo Cruz Parentais Gest. Descendentes
b Q 2n 4 2n (dias) Nasc. Sobrev. Sexo 2n
ACU-N x ACU-N 14 4337 14 - 0
(ComF,eFy) 14 4338 15 25 2 2 o 14
Q 15
14 4358 15 25 1 1 Q n/d
14 4025 14 26 2 2 Q 14
I3 14
14 4358 15 24 4 4 Q 14
a3 n/d
1) n/d
....................................... g .14
N55 14 4033 14 28 5 5 d 14
I3 14
I3 14
a 14
a 14
14 4028 14 - 0 0
14 4339 14 26 4 4 Q 14
Q 14
I3 14
I3 14
14 4337 14 - 0
15 4338 15 - 0
15 4338 15 24 2 2 Q 16
IS 15
14 4032 16 23 6 0
14 4338 15 24 3 3 Q 14
IS n/d
3 n/d
15 4338 15 - 0
14 4032 16 23 6 3 Q 15
Q 15
3 15
14 4337 14 - 0
4339 14 - 0
4358 15 - 0
14 - 0
4078™ 14 - 0
4215NN 15 - 0
........... 4216 e 15 - O
15 - 0
14 27 1 1 d 14
14 - 0
..................... 15 - O
VVVVVVVVVV 15 - 0
""" nid 25 2 2 e 14
3 14
- 0
- 0
- 0
- 0
25 4 4 d 14
Q 14
Q 14
Q 14
matriz x matriz 19 35 29 178 /129
Com F, 30 40 32 208 /129
ComF,e F; 33 42 33 185 /15
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Grupo Cruz Parentais Gest. Descendentes
P Q 2n 38 2n (dias) Nasc. Sobrev. Sexo 2n
ACU-S x ACU-S S1 4245 14 4401 14 25 3 3 a 14
(matriz x matriz) Q 14
Q 14
S2 4245 14 4261 14 23 1 1 d 14
S3 4453 14 4401 14 28 6 5 Q 14
Q 14
3 14
g 14
3 14
S4 4451 14 4401 14 - 0
S5 4452 14 4262 14 - 0
S6 4481 14 4401 14 25 4 4 9 14
3 14
3 14
3 14
Y4 4480 14 4471 14 - 0
S8 4481 14 4472 14 . 0
S9 4452 14 4401 14 23 4 4 d 14
Q 14
Q 14
Q 14
S10 4245 14 4509 14 — 0
S11 4451 14 4262 14 . 0
S12 4481 14 4471 14 - 0
S13 4245 14 4472 14 23 4 3 o 14
3 14
a 14
S14 4451 14 4401 14 26 3 3 g 14
g 14
3 14
s15 4452 14 4261 14 25 4 4 9 14
Q 14
3 14
3 14
S16 4245 14 4471 14 23 2 2 Q 14
3 14
S17 4451 14 4509 14 - 0
S18 4452 14 4472 14 24 5 5 Q 14
Q 14
s 14
g 14
3 14
S19 4451 14 4261 14 28 3 3 Q 14
3 14
..... g 4
ACU-S x ACU-S S20 4445 58 14 4262 14 . 0
(ComFy) s21 4446%° 14 4509 14 - 0
S22 44455 14 4261 14 . 0
S23 4446> 14 4472 14 -- 0
S24 4445 14 4471 14 - 0
S25 44455 14 4261 14 . 0
S26 44465 14 4401 14 25 4 4 Q 14
Q 14
3 14
a 14
S27 4653 14 4401 14 23 7 7 3 14
3 14
Q 14
Q 14
Q 14
Q 14
Q 14
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Grupo Cruz Parentais Gest. Descendentes
P 2n 38 2n (dias) Nasc. Sobrev. Sexo 2n
ACU-S x ACU-S S28 4446 >° 14 4509 14 - 0
(Com Fy) — Cont. S29 444555 14 4401 14 - 0
S30 4609 > 14 4509 14 - 0
S31 4781 14 4471 14 - 0
S32 4480 14 4506 >° 14 - 0
S33 4245 14 4506 14 . 0
S34 4505 5% 14 45035 14 - 0
S35 4446 14 4506 14 - 0
S36 4504 5% 14 46105 14 - 0
S37 45055 14 4611%° 14 25 3 0
S38 46095 14 45065 14 - 0
S39 46535 14 46105 14 24 3 3 Q 14
3 14
J 14
S40 4781 14 47785 14 0
S41 4609 % 14 4776 14 - 0
S42 444555 14 477758 14 0
matriz X matriz 19 39 37 223 /159
Com F; 23 17 14 64 /89
INTERCLADO El 4024N 14 4401° 14 26 5 5 J 14
matrizes Norte 3 14
e Sul a 14
Q 14
Q 14
E2 4024N 14 4260° 14 -- 0
E3 40248 14 4261° 14 24 2 2 Q 14
s 14
E4 4030" 14 4262° 14 -- 0
E5 4352N 14 4471° 14 - 0
E6 435N 14 4509° 14 -- 0
E7 4245° 14 40210 14 27 2 2 Q 14
s 14
E8 4453° 14 4032 16 - 0
E9 4245° 14 4338" 15 24 2 1 Q
E10 4451° 14 4032 16 -- 0
E1l 4453° 14 4358" 15 26 4 4 Q 15
Q 14
Q n/d
& 15
INTERCLADO E12 4451° 14 4083 " 15 - 0
Com F; Norte E13 407481 4261° 14 - 0
e matriz Sul E14 4079 ™N 14 4262° 14 - 0
E15 4221 14 4261° 14 25 4 4 4 14
3 14
g 14
3 14
E16 40791y 4401° 14 - 0
E17 4217™N 15 4401° 14 - 0
E18 4609 ° 14 4337N 14 - 0
INTERCLADO E19 44525 14 15 23 3 3 Q nid
Com F,/ F3Norte 3 n/d
e matriz Sul a 14
n/d - 0
15 . 0
n/d - 0
14 28 4 4 a 14
Q 14
Q 14
Q 14
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Grupo Cruz Parentais Gest. Descendentes
P i 2n 38 2n (dias) Nasc. Sobrev. Sexo 2n
INTERCLADO E24 4406 "N 14 4261° 14 25 5 5 Q 14
Com F,/ F;Norte Q 14
e matriz Sul — Cont. Q 14
Q 14
3 14
14 4472° 14 -- 0
15 4509° 14 - 0
15 7 444458 1g - 0
n/d 4506 % 14 - 0
14 4508 5° 14 - 0
INTERCLADO 14 4021N 14 24 5 5 e} 14
ComF, 3 14
Interclado 3 14
a 14
a 14
E3l 4613 14 43378 14 24 5 4 Q 14
Q 14
Q 14
3 14
E32 443N 14 43378 14 23 5 5 Q 14
Q 14
Q 14
Q 14
3 14
E33 4615 n/d 4339N 14 - 0
E34 4024" 147 4614™ 14 - 0
E35 4351N 14 4605 14 - 0
E36 4527 14 4509° 14 26 6 6 Q 14
3 14
3 14
3 14
3 14
3 14
E37 4606™ 14 4261° 14 26 5 5 g 14
3 14
Q 14
Q 14
Q 14
E38 4451° 14 4636>" - 0
E39 443N 14 4430% 14 28 2 2 g 14
3 14
E40 4433% 14 44318 14 28 5 5 Q 14
Q 14
3 14
a 14
J 14
E4l 4529" 14 4431 14 23 4 4 a 14
Q 14
Q 14
Q 14
E42 4613%S 14 4605 14 24 2 1 K| 14
E43 443N 14 4418%N 14 25 4 4 Q 14
Q 14
3 14
a3 14
E44 4628 14 4636 15 23 4 4 e nid
IS n/d
IS n/d
3 n/d
E45 4608 14 4616>" 14 -- 0
E46 4635N° n/d 46325 14 - 0
E47 4615M n/d 4614 14 - 0
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Grupo

Cruz

Parentais

2n 4

2n

Gest.
(dias)

Descendentes

Nasc.

Sobrev.

Sexo

INTERCLADO
ComF;

Interclado — Cont.

E48

4623N

INTERCLADO
Com Fz/ F3
Interclado

E49

..... Ao

..... 1go

14 46165

n/d

24

3

3

4517 NSXSN

14 433N

15

24

14 4339N

14

23

14 4401°

E52

4245°

14

26

14

E53

N 4405MN

4452°

14

14 4430%

E55

4606 N

14

25

14 4619 NN

E56

4607 NS

24

14 4620 "N

E57

4629

24

On Oy O340 103 0 HO 40 +0i03 Oy Cu HOHO 0O +0 0 +0 Oni - HO 40 Ox O3 +0i03 Ou +0 +0 40104 Oy Ou +O +0i03 Oy Oy

14

E58

4630

14

E59

4433 NS

14

E60

4526

14

E61

4528

[FHeHeHe]

14 4524 VNS

E62

4432

14 ISR

4527

24

14 IS

4633 >N
4518 NoON

4517 NSSN

25

......... LR 4621

14 4430

26

4522 VNS

26

H+Oi03 Oni {08 +0 4008 HO+OHO Oy Oy Oy O4i0s+0 +0O
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Grupo Cruz Parentais Gest. Descendentes
P Q 2n 38 2n (dias) Nasc. Sobrev. Sexo 2n
INTERCLADO E67 4618 V5N 14 4523 VNS 14 26 4 4 Q 14
Com Fz/ F3 9 14
Interclado — Cont. 3 14
................................................................. g 14
E68 14 14 25 3 2 Q 14
4 14
Matrizes Norte e Sul 11 15 14 067 /089
ComF;NouS 7 4 4 043
ComF,eF; Nou$S 11 12 12 0473 /082
Com F; Interclado 19 50 48 283/209
Com F; Interclado 20 61 58 273 /319
A. montensis AMO1 4190 24 4150 24 -- 0
(matriz x matriz) AMO2 4207 24 4150 24 24 4 4 Q 24
Q 24
Q 24
3 24
AMO3 4398 4150 24 -- 0
AMO4 4197 24 4203 24 25 2 2 Q 24
Q 24
AMOS5 4207 24 4201 24 - 0
AMOG6 4197 24 4201 24 23 4 3 Q 24
3 24
3 24
AMO7 4197 24 4150 24 26 3 3 3 24
3 24
1) 24
AMOS8 4396 24 4366 24 27 3 3 Q 24
Q 24
3 24
AMO9 4364 25 4387 24 23 3 3 Q 24
1) 24
3 25
AMO10 4395 23 4362 24 24 3 3 Q 23
Q n/d
3 24
AMO11 4397 25 4365 25 25 4 4 Q 25
Q 25
3 24
3 25
AMO12 4398 24 4369 24 - 0
AMO13 4396 24 4387 24 25 3 3 3 24
3 24
3 24
AMO14 4364 25 4399 24 23 3 3 Q 25
Q n/d
3 n/d
AMO15 4410 24 4369 24 -- 0
AMO16 4411 24 4370 24 - 0
AMO17 4412 24 4371 24 25 4 4 Q 24
Q 24
3 24
3 24
AMO18 4398 24 4386 24 - 0
AMO19 4398 24 4201 24 22 3 3 Q 24
Q 24
Q 24
AMO20 4410 24 4370 24 -- 0
AMO21 4411 24 4369 24 25 3 3 Q 24
Q 24
3 24
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Grupo Cruz Parentais Gest. Descendentes
P Q 2n 4 2n (dias) Nasc. Sobrev. Sexo 2n
A. montensis AMO22 4360 24 4386 24 25 4 4 Q 24
(matriz x matriz) 3 24
- Cont. IS 24
a 24
AMO23 4197 24 4362 24 26 1 1 Q 24
AMO24 4207 24 4365 25 - 0
AMO25 4360 24 4369 24 - 0
AMO26 4364 25 4370 24 25 3 2 Q nid
a 24
AMO27 4412 24 4567 24 26 3 3 Q 24
3 24
a4 24
AMO28 4411 24 4538 24 - 0
AMO29 4395 23 4538 24 - 0
AMO30 4396 24 4561 24 - 0
AMO31 4397 25 4567 24 - 0
AMO32 4552 24 4399 24 26 3 2 Q 24
3 24
AMO33 4539 24 4371 24 23 4 4 o 24
Q 24
3 24
a 24
AMO34 4547 24 4399 24 23 4 4 Q 24
Q 24
a3 24
3 24
AMO35 4552 24 4387 24 -- 0
TOTAL AMO-M 35 22-27 64 61 304 /319
A. montensis AMO36 4242 24 4201 24 - 0
(Com Fy) AMO37 4242 24 4370 24 - 0
AMO38 4272 24 4371 24 - 0
AMO39 4272 24 4399 24 - 0
AMO40 4272 24 4201 24 26 1 1 Q 24
AMO41 4449 25 4362 24 - 0
AMO42 4478 24 4369 24 23 3 2 4 24
4 24
AMO43 4585 24 4371 24 - 0
AMO44 4439 24 4399 24 - 0
AMO45 4197 24 4274 24 - 0
AMO46 4207 24 4460 24 - 0
AMO47 4360 24 4593 24 23 3 3 Q 24
a 24
4 24
AMO48 4364 25 4463 25 - 0
AMO49 4395 23 4476 24 25 5 5 Q 23
Q n/d
Q n/d
Q 23
4 24
AMO50 4397 25 4590 24 - 0
AMO51 4410 24 4461 25 - 0
AMO52 4411 24 4592 24 25 1 0
AMO53 4243 24 4273 24 - 0
AMO54 4449 25 4274 24 - 0
AMO55 4464 25 4592 24 23 5 4 Q n/d
4 n/d
4 n/d
3 n/d
AMO56 4415 24 4590 24 - 0
AMO57 4440 23 4476 24 - 0
AMO58 4439 24 4463 25 - 0
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Grupo Cruz Parentais Gest. Descendentes
P Q 2n 4 2n (dias) Nasc. Sobrev. Sexo 2n
A. montensis AMO59 4435 24 4461 25 -- 0
(ComFy) - Cont.  AMOG0 4243 24 4463 25 - 0
AMO61 4435 24 4561 24 - 0
AMO62 4539 24 4637 24 - 0
AMO63 4547 24 4642 24 - 0
AMO64 4412 24 4641 24 - 0
AMO65 4585 24 4637 24 - 0
AMO66 4638 24 4593 24 23 5 4 Q 24
Q 24
3 24
3 24
TOTAL AMO-F; 31 23-26 23 19 103 /99
TOTAL AMO 87

ACU-N x AMO HIB1 4030 14 4150 24 23 1 1 3
HIB2 4024 14 4150 24 - 0
HIB3 4351 14 4150 24 - 0
HiB4 4352 14 4201 24 27 2 1 e 19
HIBS 4030 14 4201 24 - 0
HIB6 4024 14 4387 24 - 0
HIB7 4351 14 4274 24 - 0
HIBS 4357 14 4463 25 - 0
HIBY 4074 14 4150 24 - 0
HIB10 4074 14 4203 24 - 0
HIB11 4079 14 4201 24 - 0
HIB12 4220 14 4201 24 27 1 0
HIB13 4221 14 4369 24 = 0
HiB14 4238 14 4399 24 - 0
HIB15 4220 14 4362 24 26 2 2 g 19
3 19
HIB16 4221 14 4365 25 - 0
HIB17 4238 14 4369 24 - 0
HIB18 4265 14 4370 24 - 0
HIB19 4268 14 4371 24 - 0
HIB20 4269 14 4386 24 26 1 1 g 19
HIB21 4405 14 4538 24 - 0
HIB22 4268 14 4476 24 - 0
HIB23 4269 14 4590 24 - 0
HIB24 4406 14 4592 24 z 0
HIB25 4408 14 4593 24 - 0
HIB26 4406 14 4592 24 z 0
HIB27 4269 14 4274 24 - 0
HIB28 4473 14 4399 24 24 3 3 8 19
Q 19
Q n/d
HIB29 4084 15 4201 24 - 0
HIB30 4217 15 4203 24 z 0
HIB31 4084 15 4460 24 - 0
HIB32 4407 15 4567 24 z 0
AMO x ACU-N HIB33 4207 24 4023 14 26 1 1 e 19
HIB34 4360 24 4337 14 = 0
HIB35 4197 24 4023 14 - 0
HIB36 4207 24 4025 14 - 0
HIB37 4197 24 4032 16 28 2 2 g 20
3 20
HIB38 4207 24 4032 16 - 0
HIB39 4207 24 4083 15 26 2 2 e nid
3 20
HIB40 4360 24 4215 15 - 0
HiB41 4395 23 4216 15 - 0
HIB42 4395 23 4215 15 - 0
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Grupo Cruz Parentais Gest. Descendentes
P Q 2n 4 2n (dias) Nasc. Sobrev. Sexo 2n
AMO x ACU-N HIB43 4397 25 4216 15 - 0
- Cont. HIB44 4360 24 4215 15 28 2 2 Q 20
Q n/d
HIB45 4396 24 4083 15 - 0
HIB46 4364 25 4223 15 - 0
HIB47 4395 23 4216 15 - 0
HIB49 4242 24 4026 14 28 3 3 Q 19
Q 19
Q 19
HIB50 4243 24 4023 14 - 0
HIB51 4243 24 4026 14 - 0
HIB55 4585 24 4339 14 - 0
HIB57 4754 24 4337 14 - 0
HIB53 4585 24 4338 15 - 0
HIB54 4638 24 4338 15 - 0
HIB56 4439 24 4358 15 25 1 0
HIB48 4243 24 4032 16 26 3 3 Q 20
a 20
a 20
HIB52 4478 24 4032 16 26 4 4 Q 20
a 20
a 20
3 20
HIB58 4809 24 4215 15 - 0
HIB59 4478 24 4270 ND - 0
AMO x ACU-S HIB60 4398 24 4261 14 - 0
HIB61 4197 24 4401 14 27 3 2 Q 19
3 19
HIB62 4398 24 4261 14 - 0
HIB63 4397 25 4509 14 - 0
HIB64 4197 24 4262 14 24 3 3 Q 19
Q 19
3 19
HIB65 4397 25 4506 14 - 0
HIB66 4364 25 4610 14 - 0
HIB67 4410 24 4506 14 26 1 0
HIB68 4411 24 4610 14 21 4 4 Q 19
Q 19
3 19
a 19
HIB69 4412 24 4611 14 - 0
HIB70 4243 24 4261 14 - 0
HIB71 4242 24 4471 14 - 0
HIB72 4272 24 4472 14 - 0
HIB73 4435 24 4401 14 - 0
HIB74 4808 24 4261 14 - 0
HIB75 4802 n/d 4471 14 - 0
HIB76 4801 24 4509 14 - 0
HIB77 4439 24 4609 14 - 0
HIB78 4440 23 4506 14 - 0
HIB79 4449 25 4610 14 - 0
HIB8O 4464 25 4611 14 - 0
TOTAL HIB 21-28 39
Intercruzameno INT1 4287 19 4275 19 - 0
(hibrido x hibrido) INT2 4287 19 4402 20 - 0
INT3 4425 20 4275 19 - 0
INT4 4443 19 4403 20 - 0
INT5 4459 19 4424 20 - 0
INT6 4467 n/d 4468 19 - 0
INT7 4287 19 4424 20 - 0
INT8 4443 19 4275 19 - 0
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Grupo Cruz Parentais Gest. Descendentes

P Q 2n 4 2n (dias) Nasc. Sobrev. Sexo 2n
Intercruzameno INT9 4514 19 4402 20 -- 0
(hibrido x hibrido) INT10 4736 19 4468 19 - 0
- Cont. INT11 4459 19 4275 19 - 0
INT12 4742 n/d 4823 20 - 0
INT13 4738 n/d 4824 20 -- 0
INT14 4287 19 4402 20 -- 0
INT15 4443 19 4424 20 - 0
INT16 4514 19 4468 19 -- 0
INT17 4736 19 4403 20 - 0
Retrocruzamento RET1 4030 14 4275 19 -- 0

(hibrido x espécie RET2 _

parental) 4420 14 4424 20 0
RET3 4433 14 4423 20 - 0
RET4 4197 24 4402 20 -- 0
RET5 4197 24 4403 20 -- 0
RET6 4287 19 4023 14 -- 0
RET7 4738 n/d 4215 15 -- 0
RET8 4467 n/d 4401 14 -- 0
RET9 4459 19 4401 14 -- 0
RET10 4425 20 4429 14 -- 0
RET11 4443 n/d 4201 24 -- 0
RET12 4742 n/d 4399 n/d -- 0
TOTAL RET 12 -- 0

TOTAL 367 21-28 441 395 209 3 /186 @




