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Citogenética y biologia de la reproduccion en Myrmecophagidae

(Xenarthra) de Argentina

La familia Mymercophagidae, constituida por cuatro especies, son mamiferos xenartros
con distribucion endémica del Neotropico. Al pertenecer esta familia a un grupo basal en
placentados, es de particular interés para el establecimiento de las relacionegitilsgené

en mamiferos. Como constituyente de nuestra fauna autdctona su biologia requiere ser
cuidadosamente analizada. Se caracterizé citogenética-molecularmente a 39 ejemplares
(20 machos y 19 hembras) dd&ymercophaga tridactyld2n=60 y NF=110-12) y 29
ejemplares (17 machos y 12 hembras)ldmandua tetradactyl@2n=54 y NF 108). Se
establecieron dos poblaciones cariologicas pard&ridactylay una paral. Tetradactyla

en su distribucién Argentina. El par 1 al igual que otros pares cromosdmicos, como los
sexuales, resultaron estar compartidos en la familia. Se describié también la morfologia de
los tractos reproductivos en machos y hembras. El tracto reproductor femenino, revelo
caracteristicas arcaicas (seno-urogenital) presentes en otras especies de Xenarthra. Los
machos délamandua tetradactylaresentaron inhibicion testicular, en relacion con una
variacion en el tamafio del tracto reproductor y se caracteriz6 morfométricamente el
espermatozoide. Tambien se determiné el ciclo hormonal en hembras de ambas especies

resultando poliéstricas anuales.

Palabras clave: Xenarthra; MymercophagidaeEvolucion Cromosémica; Biologia

Reproductiva; Morfologia Espermatica; Ciclo Estral.



Cytogenetics and reproductive biology in Myrmecophagidae (Xenarthra)

from Argentina

The four species of the Mymercophagidae family are Xenarthra mammals with endemic
distribution in the Neotropics. The basal status of this family, in the placental mammals,
makes them important for establishing phylogenetic relationships in mammals. Being part
of our native fauna makes it necessary for us to carefully analyze and reformulate again
their biology. 39 specimens (20 males and 19 femalelyaiercophaga tridactylé2n =

60 and NF = 110-12) and 29 individuals (17 males and 12 female$prmoanda
tetradactyla(2n = 54 and NF 108) were characterized cytogenetic and molecularly. Two
karyological populations dfi. tridactylaand one ofl. Tetradactylawvere established for

their Argentine distribution. The pair 1, as other pairs like the sex chromosomes, was
found to be shared in the family. The morphology of the reproductive tracts and hormone
cycle in females of both species, which were determined as annual polyestrous, were
described. The female reproductive tract showed archaic features (urogenital sinus)
present in other species of Xenarthra. The maleJamhandua Tetradactylahowed
testicular inhibition, correlated to a size variation of the reproductive tract and the

spermatozoon was morphometrically characterized.

Keywords: Xenarthra; Mymercophagidae; Chromosome Evolution; Reproductive

Biology; Sperm Morphology; Estrous cycle.
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1. Introduccioén

1.1. Los Xenarthra

1.1.1. El superorden Xenarthra

Los Xenarthra son uno de los grupos de mamiferos mas peculiares y
caracteristicos de la Region Neotropical. Su evolucion seguramente estuvo ligada a la
historia geoldgica de Sudamérica y han sido considerados representantes del stock
inicial de mamiferos en dicho continente (Patterson y Pascual).194d8 formas
actuales estan representados por los armadillos, los 0sos hormigueros y los perezosos.
Xenarthra junto con Euarchontoglires, Laurasiatheria y Afrotheria, es considerado uno
de los cuatro principales clados supraordinales de Eutheria.

A pesar del modesto numero de 31 especies vivas (Gardner 2008), este grupo
probablemente originario de Gondwana fue muy conspicuo en América del Sur desde
principios del terciario, Ca. 65 Ma, hasta finales del Cenozoico, con mas de 200
géneros descritos extinguidos. Durante este tiempo América del Sur fue esencialmente
una masa de tierra aislada, lo que permiti6 el desarrollo de variadas formas de
Xenarthra que ocuparon ditintos nichos ecoldgicos resultando muy diversos en este
periodo de "espléndido aislamiento” (Simpson 1980). Una disminucion importante en
su diversidad tuvo lugar durante la extincion masiva, al final del Pleistoceno, hace
unos 10.000 afios (Delsuc et al. 2004) Entre los numerosos fosiles de Xenarthra,
algunos de proporciones gigantes juegan un papel importante en la historia de la
biologia, como el perezoso gigamegatherium americanumescrito por Cuvier en

1798 y los ejemplares recolectados por Darwin entre 1832 y 1833 durante su visita a
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América del Sur en su famoso viaje a bordo del Beagle HSM.

El superorden Xenarthra, en la actualidsel encuentra representado por 31
especies divididas en dos ordenegSingulata con los armadillos (familia
Dasypodidae) Yilosaque posee a su vez dos subordeRbsgllophagarepresentado
por los perezosos (familias Bradypodidae y Megalonychidaégrnmilingua por los
mirmecéfagos (familias Myrmecophagidae y Cyclopedidae) (Anderson y Handley

2001; Gaudin 2004) (Figura 1).

2=

Suborden ;
Vermilingua
T e .+ Suborden

B #Phyllophaga

< B b
”

.Orden Orden
Pilosa

Fpgura 1: Relaciones en Xenarthra.

* - 7 Yo - , . “ - 7z .
Con el fin de hacer mas facil la lectura de esta tesismos el término “mirmecofagos para integrar
los 0sos hormigueros, 0sos meleros y hormigueros pigmeos.
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Cingulata esta representado plais 21 especies de armadillos en solo la familia
Dasypodidae, la mas especiosa entre Xenarthra (Gardner 2008). Esta familia reune
algunos taxones ampliamente distribuidos, como el armadillo de 9 bBadgpus
novemcinctus/ especies endémicas que se encuentran entre los mamiferos mas raros
conocidos, como los pichiciegd@3alyptophractus retusug Chlamyphorus truncatus
(Svartman 2012).

Pilosa se divide en 2 subdrdenes. El primero de ellos, Vermilingua, retne a los
“0s09, con 2 familias existentes: la familia Cyclopedidae monoespecifica, representado
por el hormiguero pigmeo u o0so hormiguero sedd3iclopes didactylus y
Myrmecophagidae que reune al oso hormiguero gigdgtenecophaga tridactylg en
la actualidad dos especies reconocidas del géhamandua T. mexicana(con tres
subespecies) V. tetradactylalcon 4 subespecies) (Gardner 2008).

El segundo suborden de Pilosa, reune las familias Bradypodidae, con 4 especies
de perezosos de 3 dedos del genBradypus Bradypus tridactylus, Bradypus
torquatus, Bradypus variegatus y Bradypus pygmagudegalonychidae con dos
especies de perezosos de dos de@bs)oepus hoffmanni C. didactylus Bradypus
variegatus puede tener hasta siete subespecig3. ynoffmannihasta 5, ademas se
encuentran descritas 2 poblaciones separadas que son probablemente distintas
subespecies (Aguiar y Fonseca 200&ardner 2008). El perezoso de collar
torquatus endémico de una franja costera de Bosque Atlantico en el sureste de Brasil,
esta categorizado como vulnerable (UICN 2011), y se ha sugerido a base de datos
morfolégicos y moleculares que se asigne a un género difeodeppus torquatus
(Wetzel y Avila-Pires 1980; Barros et al. 2003; Gardner 2008; Moraes-Barros et al.

2011).
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1.1.2. De lo®dentados a los Xenarthra

Entendeda posicion filogenética de los Xenarthra resulta fundamental para

explicarla diversidad y peculiaridad de su biologia.

Cuando Linneaus (1758) sistematiz6 los mamifeeasocho 6rdenes; los
mirmecoéfagos y los perezosos se encontraban junto a los elefantes y los pangolines
en el Orden Bruta. Los armadillos, en cambio, en conjunto con los cerdos
hormigueros, comadrejas y algunos insectivoersgel orden Bestiae. Edentati fue
utilizado como 6rden por primera vez por Vibg Azyr, en 1792; pero en realidad el
primero en utilizar el término Edentata como 6rden fue Cuvier en 1798.

Los xenartros sudamericanos poseen una curiosa combinacion de caracteres que
determinaron que, desde épocas remotas se los considerase mamiferos anémalos de
posicion relativamente independiente dentro del conjunto de la clase Mammalia,
incluidos dentro de una subclase particular compartida con taxones presuntamente
emparentados, como los pangolines y los avpidos. Ameghino (1908) sostuvo que
los desdentados, como los pangolines juntamente con los monotremas y los cetaceos
formaba un grupo particular, los “Homalodonta”, originando, segun €l directamente de
una cepa reptiliana a través de un grupo hipotékiclos “Archaecopelta”; también
Parker (1886) sugirid que estuvieron conectados por su origen con los monotremas.
Basicamente, se reconoce que el grupo posee una serie de caracteristicas de orden
anatomico Yy fisiologico interpretadas como muy primitivas para los mamiferos euterios,

al punto que se los ha considerado como una cohorte aparte: los Paratheria (Thomas
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1887; Carlini yScillato Yané 1996). Pero por su anatomia y fisiologia reproductiva, los
desdentados son verdaderos placentarios comprendidos dentro de los Eutheria.

Si bienla palabra“Xenartha” fue utilizada por Gillen 1872 como un adjetivo,
el primero en utilizar Xenarthra como un taxon formas Cope en 1889.
Simpson (1945) divideel orden Edentateen dos subordenes: Palaenodonta y
Xenarthra, designando dos infradrdenes para Xenarthra: Pilosa (cubiertos de pelos) y
Cingulata (con caparazon).

En 1985, Glass propone que todos los edentados vivientes y fosiles estan
caracterizados por una vértebra xenartra, las que le dieron al orden el nombre de
Xenarthra (Cope 1889) por sus tipicas apdfisis accesorias (xenartrales) en las vertebras
lumbares, aveces también en las dorsales (Gaudin y Biewener 1992) (Figura 2). Esto
determina la presencia de una, dos o tres paréscdeas articulares suplementarias
en las caras anteriores y posteriores de las régagastertebras (Gaudin y Biewener
1992). Consecuentemente, dada homogeneidad taxonOmicala restriccion
zoogeografica, el habitat esencialmente neotropical y la disponibilidad de este hombre
en funcibn de una Unica caracteristica esqueléts@apropuso la utilizacion de

Xenarthra como nombre ordinal (Glass 1985).

16



Zigapofisis

procesos
xenartrales

Figura 2: Apdfisis accesorias xenartrales que dan origen al nombre Xenarthra.

Los mamiferos del superorden Xenarthra retuvieron un numero de caracteres
primitivos presentando su propias apomorfias, (McKenna 1975). Es por esto que, el
grupo combin6 numerosas especializaciones inusuales y bizarras, exhibiendo un amplio
espectro de morfologias y ecologias. Entre ellas un gran nimero de modificaciones
inusuales del esqueleto, que incluyen la fusidn de las apdfisis transversas de las
vértebras caudales con el Isquion, la presencia de una espina escapular secundaria, la
presencia de osificaciones dérmicas y la reduccion o simplificacion de la denticion
(Engelman 1985).

A pesar de la diversidad de formas de vida, existe gran evidencia que los
Xenarthra son un grupo monofilétidde Jong et al. (1985), estudiando aminoéacidos
de la proteina cristalina del cristalino, propusieron un origen monofilético para los
perezosos Yy los 0sos hormigueros asignandole también una posicioral barskn
dentro de Eutheria. Por otra parte Sarich (1985), midiendo distancias inmunolégicas,
observé quda albimina de los perezosos, 0sos hormigueros y armadillos era muy
diferente entre ellos, sugiriendo una separacién de 75 a 80 millones de afios entre

los linajes principales de xenartros vivientes. Este origen monofilético fue
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profundizadaoa posterioricon la inclusion de nuevos caracteres (Gaudin 1995; 1999;
2004; Gaudiretal. 1996; McDonald 2008, b; Roseetal. 2005).

Ya en el afio 2001 Murphy et al., secuenciando 18 genes de 64 especies,
ampliaronel estudio filogenético molecular y lograron definir 4 grandes clados para
los Eutheria: Afrotheria, Euarchontoglires, Laurasiatheria y Xenarthra. La discusion
sobre cudles el grupo basal de los mamiferos placentarios todavia permanece sin
resolverse; siendo Afrotheria, Xenarthra, o ambos formando un clado heemano
Eutheria denominado Paratheria. Celnadvenimiento de los estudios de filogen
molecular, se sumaron nuevas evidencias a las anteriores, sostdaiemdstencia
de un ancestro comun para el grupo, y una posicion basal para Xenarthra dentro de
los mamiferos euteriofDe Jonget al. 1985; Sarich 1985; Madsest al. 2001,
Murphy et al. 2001) Sin embargo, aun existen muchos interrogantes en torno al origen
y evolucién de los principales linajes del grupo. Esta incégnita se extiende tanto a sus
centros de dispersion, como a cudl o cudles fueron los linajes basales o ancestrales
(Carlini y Scillato Yané 2004). Particularmente, estas cuestiones resultan importantes

para determinar el origen y comprender la evoluciéon de las formas vivientes.

La monofilia de Xenarthra, y de cada uno de sus 5 reconocidas familias actuales
esta bien apoyado por estudios moleculares (Murphy et al. 2081 Belsuc et al.
2001 2002; 2011; Barros et al. 2003; Moller-Krull et al. 2007). Estimaciones, de los
datos moleculares, sugieren que el grupo se originé alrededor de 105 millones de afios
(Delsuc et al. 2004; Springer et al. 2004; Delsuc y Douzery 2008) y su radiacién se
llevé a cabo probablemente durante la transicién Cretacico/Terciario. EI grupo mas
basal de Xenarthra, los armadillos, divergian en torno a 70 millones de afios, seguida
por la division entre los 0sos hormigueros y los perezosos alrededor de 60 millones de

afos. La divisiéon entre los dos linajes de osos hormigueros se estimé en 40 millones de
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afnos, y los de los 2 géneros vivientes de perezosos, que se asignan a familias separadas,
en torno a 20 millones de afios. Se atribuyé un papel importante a los cambios
paleoambientales en la diversificacion de Xenarthra (Delsuc et al. 2004; Delsuc y
Douzery 2008; 2009)En el 2004, Delsuc et al. indicaron ademas, que los érdenes
Xenarthra y Afrotheria podrian tener un antecesor caahfinal del Cretacico, cuando

Africa, América del Sur, Antartida y Australia estaban conectadas en un antiguo
supercontinente denominado Gondwana. A partir de estas nuevas relaciones
filogenético-moleculares, Gardnem el afio 2005, elevéel statustaxonémico de
Xenarthra a superorden, y de esta forma Pilosa y Cingulata adquiriestatuside

orden.

El fosil mas antiguo registrado de Xenarthra esta representado por escudos de
armadillo del Paleoceno tardio de Brasil y data de aproximadamente 58 millones de
afos (Bergqvist et al. 2004), lo que deja un intervalo de casi 50 millones de afios entre
el origen estimado de Xenarthra basado en datos moleculares y su aparicion en el
registro fésil. Esto coincide con la observacion de que Xenarthra representa un enigma
paleontoldgico y biogeografico que solo sera resuelto ante el hallazgo deesnayor

mas antiguos fésiles (Delsuc y Douzery 2008).

En la actualidad, el érden es considerado en si mismo uno de los cuatro grandes
clados de mamiferos placentarios. Sin embaygorigen y relaciones con los restantes
Eutheria siguen siendo objeto de un debate aun no resuelto tanto desde un punto de
vista anatémico y paleontolégico (Rose y Emry 1993; Carlini y Scillato Yané 1996;
Gaudin 1998, 2004) como también desde otro evolutivo y molecular (Murphy et al.

2001; Kriegs et al. 2006; Nikolaev et al. 2007).
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1.1.3. Biologiade Xenarthra

1.1.3.1. Las vértebras xenartras

Las vértebras son estructuras 6seas que junto con el craneo forman el esqueleto
axial, caracteristica sinapomorfica del subfilo Vertebrata, en el cual los xenartros asi
como otros mamiferos, aves, reptiles, anfibios y peces estan inclHidizsacter mas
conspicuo que agrupa a los Xenarthrdaepresencia de articulaciones extras en las
vértebras (articulaciones xenartrales intervertebralegura 2), de ahi el nombre
Xenarthra (xenos= extrafio, y arthros= articulacion) (Glass 1985; Engelmann 1985;
Pattersoret al. 1992; Gaudin 1999). Estas articulaciones confieren resistencia y mayor
flexibilidad al esqueleto axial, que jurddas extremidades anteriores fuertes y robustas
gue terminan en garras, facilitan tareas de gran desgaste del esqueleto como es la
excavacion en armadillos, desgarrar termiteros en los 0sos hormigueros y rotacion del

cuerpo de hasta 180° en los perezosos arboricolas (Mendel 1985).

1.1.3.2. Temperatura corporal y metabolismo

Los xenartros tienen un metabolismo basal bajo, alta conductividad térmica y una
temperatura corporal que varia entre 34,1 °C y 35,5 °C, (Roig 1971; McNab 1985).
Estos niveles pueden estar asociados a los habitos fosoriales (armadillos) y arboricolas
(perezosos y algunos 0s0s); o al consumo de alimentos de bajo potencial calérico, como
hojas, hormigas y termitas (McNab 1985). Es conocido lgudieta presenta bajo
contenido de calorias debido a que esta constituida por componentes indigeribles

(armadillos y 0s0s), y en algunos casos contiene componentes letales que requieren un
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metabolismo de bajo rango para asegurar niveles adecuados de detoxificacion quimica
(perezosos y posiblemente hormigueros) (Montgomery 188%0). Este bajo
metabolismo es importante en su rol con el establecimiento de largos periodos
gestacionales, intenso cuidado materno con la descendencia, y un reducido niamero de
crias por camada en general (Montgomery 1985a).

De todas las especies de xenartros vivientes, los mirmecoéfagos y perezosos se
encuentran limitados a regiones tropicales de América (Nowak 1999), mientras que los
armadillos se encuentran representados tangrné@mbientes de climas rigurosos como

los del sur de América del Sur y centro-sur de América del Norte (Nowak 1999).

1.1.3.3. Estado de conservacion

Dada la degradacion del habitat debido al desmonte en Sudamérica, muchas
especiesde mamiferos encuentran comprometida su supervivencia. No hacen
excepcion a esto los Xenarthra, algunos de cuyos principales representantes se
encuentran amenazados, como el oso hormigudtgrnjecophaga tridactyla
Miranda y Medri 2010), el quirquincho andinGH{aetophractus natiohio el tatu
carreta Priodontes maximysSuperina y Abba 2010). En la actualidad la gran
mayoria de los Xenarthra son cazados como recurso alimenticio, atropellados por
vehiculos o perseguidos para ser usados como mascotak) pgae en muchas
regiones de América del Sur sus poblaciones corren riesgo de extinciones locales (Abba

et al. 2007; Abba et al. 2008; Abba y Superina 2010).

1.1.3.4. Enfermedades y parasitos
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Los xenartros son susceptibles a numerosas enfermedades, por lo que se han
convertido en interesantes modelos experimentales en la investigacion biomé&dica, lo
armadillos del génerbasypusaun hoyconstituyen el inico modelo experimental para
el estudio de la infeccion causada por el bacilo de Hadgoobacterium leprae)
(McDonough 1997) y a su vez como otros animales de vida libre, son reservorios de
algunas zoonosis.

Las especies del orden pilosa son hospedadores y/o reservorios natarales
algunos hongos patégenos dermatdéfitos, como por ejemPracoccidiodes
brasiliensis (agente etioldogico dela Paracoccidiomicosis o Blastomicosis
sudamericana, micosis sistémica, que afecta principalmente los 6rganos linfaticos y
los pulmones (Bagagét al. 1998; Corredoet al. 2005)). También se han evidenciado
bacterias trasportadas por garrapatas parasitarias de estas especisremdemrsi
(Hubaleky Rudolf 2011) y se han reportado parasitos hemoflageladdsreandua
mexicanacomo Tripanosoma rangeliy en otras especies del genéfamandua,
Tripanosoma legerly Tripanosoma myrmecophagas Myrmecophaga tridactyla
(Vallejo et al. 2008 Por ultimo, y no menos importante, algunas especies han sido
detectadas como reservorios de virus. Se destacarBugviruscomo el virus
Oropouche que causa unanfermedad febril en humanos con picos epidémicos
reconocidos cada vemés frecuentemente en la Amazonia, especialmente brasilera. En
Vermilinguas han sido detectados varibsgavirus como el virus de la encefalitis
VenezolanaMayaro virus virus de la fiebre amarilla, virus de la encefalitis Sin
Louis, virus dellehus. También se han detectadkhlebovirus virus Anhanga virus
Itaporangay virus Punta Torg y de la clase Orbivirus el virlBhanguinola Ademas
se ha encontrado el virBradypus-4aun no clasificada su procedencia (Seymour

1985).
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1.2. Los Vermilinguas

El suborden Vermilingua esta constituido por dos familias, Myrmecophagidae, y
Cyclopedidae. La primera representada con dos géneros, el yfgmarecophagaon
una sola especi®). tridactyla(oso hormiguero), y el génef@manduaconstituido por
dos especiedamandua tetradactyl@gso meleroy Tamandua mexican@so melerq)
A la familia Cyclopedidae pertenece el géné&lgclopes,con una Unica especie,
Cyclopes didactylugoso hormiguero de dos dedos, hormiguero pigmeo o serafin de

platanar) (Wilson y Reeder 2005) (Figuja 3

M hagid
ymercophagidae ramandua

Vermilingua Myrmecophaga

Cyclopedidae
Cyclopes

80 60 40 20 0

TIEMPO (Ma)

Figura 3: Suborden Vermilingua con las dos familias y los tres géneros que lo representan.
Antigua filogenia realizada en base al tipo de albumina, modificada de Sarich y Cronin (1976)

1.2.1. Familia Myrmecophagidae

Los myrmecophagidos unicos miembros del superorden realmente desprovistos de

dientes, poseen un craneo largo y tubular y una lengua larga y vermiforme que le
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permiten alimentarse con facilidad de hormigas y termitas, las cuales constituyen su
dieta casi exclusiva (Montgomery 1985; Redford 1985), poseen ademas un pelaje

denso, orejas pequefas y cola larga (Nowak)1999

1.2.1.1.Myrmecophga tridactyla (Oso hormiguero)

El oso hormigueroMyrmecophaga tridactylgLinnaeus 1758), es por tamafio la
especie mas grande del orden Xenarthra, con una longitud de f§2® se incrementa
entre 60 a 90 cm con la cola y pesa entre 28 y 60 Kg (Wetzel 1985; Nowak 1999). Las
patas delanteras son robustas y potentes con cinco dedos, incluyendo tres garras con
forma de gancho, de ahi su nombre, por lo cual camina sobre los nudillos (Figura 4)
Los miembros posteriores tienen cinco garras de menor tamafio lo que permite al animal
apoyar su pie en forma completa, ya que son plantigrados. El pelaje es largo duro y
grisaceo, salpicado de blanco y negro con una banda ancha que se extiende desde la
garganta formando una punta triangular en el hombro bordeada finamente con blanco a
lo largo de su longitud, las patas delanteras son en su mayoria de pelaje blanco mientras

que las traseras negras (Nowak 1999; Medri et al. 2003).
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En general es un animal solitario, excepto por la relacibn que mantienen las
madres con sus crias, que es de aproximadamente un afio (Shaw et; d198BBEnN
el noroeste Argentino, la época de reproduccién abarca los meses entre septiembre y
marzo, el largo de gestacion es entre 180 + 10 dias, con una camada constituida en
general por una sola cria, con un peso al nacimiento de 1,1 + 0.5 Kg (Byrne 1962;
Hardin 1976; Massoia 1980). Es una especie territorial chorse-rangesntre 9 y 25
km? (Neris et al. 2002). Parera et al. (2002) han sugerido para Argentimanenrange
entre 3 a 90 kf Los territorios se pueden superponer pero los individuos mantienen su

distancia el uno del otro en forma permanente (Parera et a). 2002
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Distribucioén

El oso hormiguero habita desde Honduras, en Centroamérica, hasta la region del
Gran Chaco en Bolivia, Paraguay y norte de Argentina (Miranda y Medri 2010) (Figura
5).

Los habitats en donde se localizan son diversos, encontrandose en el bosque
hamedo tropical, bosque seco, pastizales abiertos, sab&naegion del Gran Chaco
(Merritt 2008). Su hébitat mas tipico es el de los pastizales abiertos y sabanas arboladas
tropicales y subtropicales, con abundancia de estructuras coloniales de insectos sociales
denominados “tacurtes”. También se halla en los bosques, pero es altamente
dependiente de la presencia de colonias de insectos accesibles al nivel del suelo (Parera

et al. 2002).
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=T
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L BOLIVIA \)

Figura 5: Distribucién geografica dél. tridactyla
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En Argentina (Figura 6), en el limite meridional de su distribucion, se encuentra
en las provincias de Misiones, Formosa, centro y norte de Chaco, este de Salta, este de
Jujuy y norte de Santiago del Estero, marcando como limite mas austral
aproximadamente los 27°S, correspondiente al limite autral de la provincia de Misiones
(Fonseca y Aguiar 2004).

En nuestro pais su distribucién ha ido disminuyendo con el correr de la dltima
centuria (Chébez 1994). Antiguamente la distribucién en Argentinsl. deidactyla
abarcaba, ademas de las zonas actuales, parte de la provincia de Corrientes y norte de
Santa Fe, donde en la actualidad se la considera extinto (Chébez 1994). Es importante
destacar que en estos momentos en Corrientes, especificamente sterdssde Iberd,
hay un proyecto ereintroduccionde la especie, denominado “oso hormiguero gigante”

(Jimenéz Pérez 2006).
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Figura 6: Distribucion actual d&. tridactylaen Argentina (Fonseca y Aguiar 2004)
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Estado de conservacion d#. tridactyla

A nivel mundial segun la IUCNRed List of Threatened Specigs estado de
conservaciores “vulnerable” (Miranda y Medri 2010), y también esta incluido en el
Apéndice 1l de CITES -Convencidén sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres-, categoria que incluye comercio internacional
regulado (UNEP-WCMC 2007). En Argentina, su estado de conservacion es menos
auspicioso, una primera categorizacion producto del consenso de la Sociedad Argentina
para el Estudio de los Mamiferos (SAREM), ubica a la especie tAmenazada de
extincion” (Reca et al. 1996), y actualmente lo considera “En peligro” en el “Libro
Rojo, MamiferosAmenazados de la Argentina” (Diaz y Ojeda 2000; 2012). Se trata por
lo tanto, de una especie prioritaria para desarrollar planes de conservaciory (Goin
Davis 1999); haciéndose asi necesario poseer un solido conocimiento biolégico de esta

especie.

1.2.1.2.Tamandua tetradactyla (Oso Melero)

El oso melerpTamandua tetradactyléLinnaeus 1758), se caracteriza por exhibir
una coloracién dorada y negra, con estiend color dispuesto en forma de "chaleco”
(Nowak 1999; Eisenberg 1989) (Figura 7). Pose un tamafio que varia da47cm
de longitud cabeza-cuerpo que se incrementa, por su cola prénsil, entre 40,2ma 67,2
y un pesade entre 3,4 y 7 Kg (Eisenberg 1989; Nowak 1999). Esta especie presenta
habitos tanto diurnos como nocturnos conhome rangede aproximadamente 3,75
km2 (Wetzel 1985; Montgomery 1985; Nowak 1999). En la regién de simpatria con
individuos deT. mexicanaexhiben un alto grado de variacion en la conformacion del

“chaleco”.
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Figura 7: Ejemplar deT. tetradactylaFoto gentileza Peréz Jimeno G.

Las hembras dan a luz una sola cria después de un periodo de gestaciéon de 4 a 5
meses, aunque ocasionalmente se ha reportado la presencia de gemelos. El periodo de
gestacion es de alrededor de 160 dias (Merritt 1975; Redford y Eisenberg 1892). Lo
juveniles son llevados sobre la espalda de la madre durante varios meses, e incluso
hasta un afio (Parera 2002), durante el cual las crias empiezan a comer la misma dieta
que utiliza su madre e incluso pueden adoptar sus preferencias dietarias (Redford y

Eisenberg 1992).
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Distribucidn geografica
Tamandua tetradactylase encuentra al este de los Andes de Colombia,
Venezuela, la isla de Trinidad, y las Guyanas (Guyana Francesa, Guyana y Suriname

al sur su distribucion llega hasta el norte de Uruguay y el norte de Argentina (Figura 8).

Figura 8: Distribucion geogréfica d€. tetradactylgMiranda y Medri 2010).

La distribucion sefialada en la Argentina comprende las provincias de Corrientes,
Chaco, Formosa, Jujuy, Misiones, Salta, Santa Fe, Santiago del Estero, Tucuman y
Catamarca (Julia et al. 1994; DiaB&quez 2002; Vizcaino et al. 2006hébez 2009).

En el 2009 Torres et al. proponen una ampliaciorliiohe austral debido a registros
en la Prov. de Cdordoba, ampliando la distribucion conocida de esta especie unos 280

km hacia el sur.
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Figura 9: Distribucion geogréfica en Argentina dietetradactylgTorres et al. 2009)

Estado de Conservacion

La pérdida de su hébitat, los incendios forestales y accidentes en carreteras
representan una amenaza importante en algunas areas de su distribucién. En algunas
partes es cazado por su carne, por perros domeésticos, o indebidamente es utilizado como
mascota (Aguiar y Fonseca 2008; Noss et al. 2008); ademas esta especie es copfundida,
por lo tanto perseguid con el “Pombero o Pomberito” personaje multifacético de la

mitologia guarani.

... “durante sus andanzas nocturnas despierta a las mujeres con el suave y
escalofriante roce de sus manos, especialmente a aquellas que en verano duermen al
sereno. A veces las secuestra y las posee, y después de saciarse las deja ir, generalmente

embarazadas, en cuyo caso el hijo nace@ parecido al Pombero” ...
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Actualmentese la considera “Potencialmente Vulnerable” en el “Libro Rojo,

Mamiferos Amenazados deAagentina” (Diaz y Ojeda 2012).

1.2.1.3.Tamandua mexicana

Tamandua mexicangsaussure 1860), se distribuye desde el sur de México hasta
la regidén peruana de los cordillera de los Andes (Eisenberg 1989) siendo de menor
tamafio en relacion &. tetradactla, con un tamafio aproximado de 56 cm cabeza-
cuerpo, 54 cm de cola, y su peso entre 3,2 a 5,4 Kg (Eisenberg 1989). El caracter
distintivo entre las dos especies del génEamanduaes el niumero de foramenes
infraorbitarios dificil de determinar en el animal vivo. Su biologia es muy similar a la

de su especie hermanaTdetradactyla anteriormente descripta.

1.2.1.4.Cyclopes didactylus (hormiguero pigmeo)

El hormiguero pigmeoCyclopes didactylugLinnaeus 1758), es el mas pequefio
de los “osos hormigueros”, el tamafio del cuerpo es 15 a 17 cm, mas 18-20 cm de cola,
la cual tiene un extremo prénsil (Eisenberg 1989, Nowak 1%9pelaje es fino,
debido a esta caracteristica en inglés se lo denomsitiay anteater” (hormiguero
sedoso), es de color marrén en el dorso y grisaceo en la region vehtratico es
pequefio en relacién al tamafio del cuerpo (Eisenberg 1989; Nowak 1999). El pequefio
tamafio y su cola prensil favorecen mayormente una especializacion de tipo de vida

arborea, con incursiones raras en el suelo (Eisenberg 1989). El area de distribucion
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geografica se extiende desde el sur de México hasta la selva amazdnica en Brasil,
también se encuentra en zonas de la costa atlantica en fragmentos de bosque ubicados
en algunos estados de la regién Nordeste de Brasil (Bloch et al. 1976; Eisenbgrg 1989

Al igual que otras especies de la famil@, didactyluspresenta habitos solitarios
excepto durante el periodo de apareamiento. Sus habitos son nogtperazanecen

en los arboles durante el dildch et al. 1976; Eisenberg 1989; Nowak 1999

1.3. Citogenética

1.3.1. Rearreglos cromosomicos y especiacion

Desde que Sutton (1902) y Boveri (1904) propusieron los cromosomas como
portadores del material hereditario, numerosas evidencias han demostrado que el
namero, la estructura y la arquitectura cromosémica tienen un significado funcional en
el mantenimiento de la integridad gendmica y en el aislamiento reproductivo de las
especies (White 1977; Karlin y Nevo 1986; King 1993). El estudio de los cromosomas
permite definir especies ya que, cada una de éstas se encuentra determinada por un
cariotipo especie especifico (White 1973). Entre especies relacionadas, los cariotipos
pueden diferenciarssdo por rearreglos cromosémicos (White 1973). Estas similitudes
y diferencias pueden ser aclaradas mediante el andlisis del origen de lasist&raster
cromosémicas de cada especie (Jackson 1971). Los rearreglos cromosOmicos
(inversiones, translocaciones, fusiones y fisiones, entre otros) contribuyen a la
reorganizacion del genoma de mamiferos, generando nuevas formas cromosémicas,
fuente de variabilidad sobre la que puede actuar la seleccion natural (King 1993;

Robinson y Ruiz Herrera 2010).
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Los rearreglos cromosémicos, involucran autosomas y cromosomas sexuales,
pudiendo o né tener efecto visible en el fenotipo y pudiendo o ndé ser factor
determinante para la nueva especie. Ciertos tipos de cambios cromosomicos Unicos
pueden promover la especiacion en el momento dado en que interfieren con la fertilidad
de los individuos (Redi y Capanna 1988). Los portadores del rearreglo cromosomico al
ser heterocigotos para la anomalia citogenética, no tendrian una meiosis normal y
provocarian la formacién de gametos anormales (Redi y Capanna 1988).

Con el fin de establecer implicancias evolutivdas relaciones de los
organismos, pueden ser redefinidas a partir de la informacion brindada por los
cromosomas, comparando los cariotipos de especies relacionadas entre si (Reig 1984).
A su vez, la identificacion precisa de los cromosomas o de los segmentos cromosémicos
que participan en los reordenamientos, permite la diferenciacion de las egpecies
variaciones especie-especificas.

Es importante distinguir los tipos de variaciones cromosdmicas en una especie
considerando los polimorfismos cromosdémicos intrapoblacionales, producto de
alteraciones o rearreglos estructurales, que pueden existir en un estado “flotante” en las
poblaciones (Bianchi et al. 1979). Los hibridos cariol6gicos intraespecificos son
producidos cuando se superponen dos poblaciones cariotipicamente diferentes, donde
los rearreglos cromosdémicos, estdn ausentes en una poblacién, pero se encuentran
fuertemente fijjados en otra, siendo los hibridos resultantes heterocitogotas para
determinados rearreglos (Bianchi et al. 1979).

La fijacion de un rearreglo cromosémico depende de las caracteristicas y del
tamafio de la poblacién en la cual se origina el cambio cromosdémico. Un cariotipo es
adaptativo cuando la seleccién favorece la incorporacion de esta nueva forma

cromosomicaBickham y Baker 1979 ElI mecanismo principal a través del rearreglo
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cromosomico involucrado en el proceso evolutivo en una especie es dependiente
principalmente de la posibilidad de fijacion de dicho rearreglo.

Los datos cromosomicos han sido utilizados en distintos taxones como
marcadores filogenéticoya que se heredan como caracteres mendelianos (Sankoff
2003; Dobignyet al. 2004; Stanyoret al. 2008).El patrén de bandas G revela una
sucesion de bandas claras y oscuraslargo de los cromosomas. Akd,comparacion
de los patrones de bandas G entre los cariotipaiferentes especie® puede utilizar
para relacionar grupos hermanos entre los diferentes taxones (RitakcHi985). Los
cromosomas, como otro tipo de datos o caracteresepaedanalizados y comparados
por tamafio, morfologia y patréon de bandas, colaborando en resolver dudas entre
cariotipos y ancestralidades (Dobigetyal. 2004).

Los estudios citogenéticos en animales silvestres, especialmente aquellos en
peligro de extincién, son herramientas valiosas para los ecologistas. Permite la
identificacibn de rearreglos genéticos tales como deleciones, translocaciones e
inversiones, cuya fijacidbn génica podrian ser atribuidos por ejemplo a la endegamia
poblaciones pequefiaSi estos animales se mantuvieranlamrmismo area y se los
intentaa reproducir, podria ponge en peligro la descendencia. La gestion de la
reproducciéon de los animales silvestres, por ejemplo en la conservacion ex-situ, obliga
a conocer legenotipo y el cariograma de los individuos a reproducir para gaee est
patrimonio genético se conserye la reproduccidbn no se vea amenazada por la
hibridacion, falta de segregacion u otros factores que parecian que pueden reducir la
viabilidad de la poblacion.

La citogenética tradicional y molecular ayuda a hacer posghlearacterizacion

genética respetando asi la identidad de los cariotipos a reproducir.
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1.3.2. Citogenética en Xenartrha

El primer estudio citogenético en Xenarthra fue realizado, en 1964 por Saez et al.
quienes describieron el cariotipo & hybriduscon un 2n=64 con presencia de 32
bivalentes en la meiosis. Este estudio describié también, diferencias entre dos especies
de armadillos del génemMasypus(D. hybridusy D. septemcinctys que involucraban
pares metacéntricos medianos y acrocéntricos pequefios. En 1969, Benirschke et al. (en
su libro “Comparative Mammalian Cytogenetics”) informo6 el cariotipo de otras 5
especies de armadillo®. hybridus D. novemcinctus(ambos 2n=64)Euphractus
sexcinctus(2n=58), Chaetophractusillosus (2n=60) yCabassous centrali§2n=62).
También, en el mismo afio, Corin-Frederic describieron, en machos del perezoso
Choleopus hoffman2n=49), una traslocacion entre cromosomas sexuales (cromosoma
Y) y autosémicos, y en hembras refirieron un mecanismo de determinacion del sexo de
tipo X0 y no del tipo de XY como el resto de los mamiferos. Posteriormente fueron
realizados varios trabajos donde se describieron cariotipicamente varias de las especies
de armadillos Tolypeutes matacu$2n=38) y Zaedyuspichiy (2n=62) (Meritt y
Benirschke 1973);E. sexcinctus(2n=58), Ch. villosus (2n=60), D. novemcinctus
(2n=62),D. hybridus(2n=60)y Z. pichiy (2n=62) (Jorge et al. 197%7¢Chlamyphorus
truncatus(2n = 58) (Jorge et al. 1982Barroso y Seunanez (1991) confirmaron los
datos de Benirschke et al. (1969) y de Jorge et al. (1985a) en armadillos del genero
Dasypus Euphractusy CabassousEn 1985 Jorge et al. describieron especies de
perezosos de la familBradipodidae y Jorge et al. (1985a) y Jorge (2000) analizaron el
cariotipo del oso hormiguero sedo§yrlopes didactylug2n = 64.

De esta manera la constitucion cariotipica de los Xenarthra presenta una variacion

en un rango de 2n=38 a un 2n= 64 cromosomas. De las 31 especies conocidas de
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Xenarthra en 46 19 se conocen el cariotipo, en 14 a nivel alfa y solamente en 5 a

nivel gama (Benirschke et al. 1969; Jorge et al. 1977; Jorge 1982; Jorge et al.1985).

1.3.2 Citogenética en Myrmecophagidae

El cariotipo déV. tridactylay T. tetradactylafue descripto originalmente, sin las
figuras ni representaciones de los cromosomas, por Hsu (1965) en los cuadernos
“Mammalian chromosome and somatic cell gefietin el suborden Vermilingua los
cariotipos varian entre un 2n=54 y un 2n=64 (Hsu 1965; Jorge et al. 1977; Dobigny et
al. 2005; Pereira et al. 200Mecanismos de fusion-fision y translocaiones reciprocas,
fueron propuestas por Pereira et al. (9Q@aFa explicar la variabilidad observada entre
M. tridactylay T. tetradactyla Sin embargo, no se utilizaron técnicas de bandeos y/o
figuras meioticas esenciales para este tipo de demostracién. Debido a esto, ain no se
han determinado las relaciones cromosomicas inter-especificas e intergenéricas entre
ellos. En parte, esto puede ser debido a la complejidad citogenética de la Familia, pero
fundamentalmente es por la vulnerabilidad de las especiémpdaibilidad de obtener
muestras (Corin-Frederic 1969; Jorge 1981; Jorge et al.1985; Dobigny et al. 2005). Es
importante destacar que no existen en la literatura trabajos de figuras meiéticas que
permitan identificar los cromosomas sexuales como tampoco las caracteristicas de los

cromosomas autosomicos para estas especies.
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1.4. Reproduccion

1.4.1. Morfologia del tracto reproductor

El sistema reproductor en Xenarthra exhibe varias caracteristicas peculiares. Los
machos se caracterizan por presentar testiculos internos (Kaudern 1914; Grassé 1955);
variacion del tamafio testicular e inhibicion testicular estacional, demostrada en especies
de armadillos (McCusker 1985; Torres et al. 1983; Luaces et al. 2012); ademas de
distintivos espermatozoides en su forma y dimensicdéscé et al. 1998). Asimismo,
en hembras de armadillos se describieron foliculos poliovulares, y en casi todas las
especies un seno urogenital (Cética et al. 2005). Las hembras de armadillosrdel géne
Dasypus se caracterizan por presentar retraso de implantacion (Fernandez 1909),
diapausa embrionaria (Talmage y Buchanan 1954; Storrs et al. 1989) y poliembrionia
(Ferndndez 1909; Talmage y Buchanan 1954; Galbreath 1985; Loughry et al. 1998).

Aunque los primeros estudios anatémicos del sistema genital en
Myrmecophagidae se llevaron a cabo hace unos 100 afios (Kaudern 1914; Grassé 1955),
los datos histolégicos son todavia escasos. Algunos temas importantes, como los
detalles histoldgicos de las glandulas anexas, génadas y los conductos, siguen siendo
desconocidos. Ningun trabajo se ha centrado en la morfologia funcional de los 6rganos
reproductores y no se sabe nada acerca de las funciones y el comportamiento de los
tejidos eréctiles. Probablemente debido a los testiculos internos, inusuales entre los
mamiferos, no se conocen estudios sobre gllbs la estructura fina de las células del
epitelio seminifero, encontrandoseosin trabajo con medidas pero sin ilustraciones de

la morfologia espermatica (Hay et al., 1994) gargetradactyla
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Las diferencias morfologicas entre los espermatozoides son importantes ya que
estan muy vinculadas a la evolucion de los sistemas reproductores. No obstante, la
naturaleza del trayecto que los gametos masculinos deben recorrer, es determinante en
la existencia de barreras reproductivas. El espermatozoide debe realizar un largo
recorrido que va desde el testiculo, donde son producidos, hasta el sitio de la
fecundacion, donde podran interactuar con el ovocito. Biolégicamente hablando, este
trayecto (i.e. tracto reproductor masculino + femenino), es por demas diverso entre
especies, siendo fundamental su descripcidon morfologica para poder delimitar posibles
mecanismos precigoéticos de aislamiento reproductivo entre especies, razas cariotipicas
0 subespecies. Asimismo, es de especial ayuda en zooldgicos y lugares de reproduccion
asistida para la aplicacion de protocolos de biotecnologia reproductiva en programas

relacionados a manejo y conservacion de fauna silvestre.

1.4.2. Ciclo reproductivo

Los xenartros hasta ahora descriptos, a diferencia de otros glepesmiferos
placentarios, no poseen una vagina verdadera sino un senouroffeéiich et al.
2005). La presencia de un seno urogenital imposibilita esteidiazlo reproductivo en
estos animales, a través de la citologia vaginal exfoliativa. Aesideterminaciones
hormonales de esteroides heces fueron un método apropiado para este tipo de
estudios (Hay et al. 1994).El ciclo reproductivo fue descrito en especimenes en
cautiverio de Myrmecophaga tridactylay Tamandua tetradactylaa través
determinacion del perfil de hormonas sexuales y en estos se demostré que las hembras

son poliéstricas con un ciclo de aproximadamente 45 dias de duracidn en
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tetradactyla(Hay et al. 1994; Kusuda et al. 2011) y aproximadamente 51 dids en
tridactyla (Patzl et al. 1998). En machos, Grassé (1955) describié variaciones en el

tamanfo del tracto reproductor que las atribuia a los periodos de celo.
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Obijetivos e hipotesis de trabajo
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2. Objetivos e hipotesis de trabajo

2.1. Objetivos generales

Determinar a través dea |caracterizacion citogenétida correcta posicion
filogenética de las especidd. tridactyla y T. tetradactyla pertenecientes a la
distribucion argentina de Myrmecophagidaeel arbol de los Xenarthra; y asignar
los individuos portadores de rearreglos cromosomicos un rol (subfertilidad,
infertilidad o normalidad). Profundizan la morfometria y ubicacion de los 6rganos
reproductivos, de ambos sexos, permitiendo avanzar en el conocimiento de la biologia

reproductiva de estas especies.

2.2. Objetivos particulares

I. Citogenética clasica y molecular en Myrmecophagidae:

a. Caracterizar, a través de la citogenética clasica y molecular, individuos
pertenecientea las especieM. tridactylay T. tetradactyla; identificando si existiera,

los distintos cariogramas (variaciones cariotipicas) para cada una de las especies.

b. Obtener los cromosomas compartidos por las dos especies de la Flia

Myrmecophagidae.

Il. Biologia Reproductiva:
a. Tracto reproductivestudiar el aparato reproductor en Myrmecophagidae
mediante estudios anatdmicos e histologicos (mediante microscopia Optica y

electronica).
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b. Ciclo reproductivo en hembras: esclarecer mediante el estudio de los
valores hormonales de esteroides en materia fecal, el ciclo reproductivo en hembras de

Myrmecophagidae en Argentina.

2.3. Hipotesis de trabajo

La especiacion en Myrmecophagidae es prevalentemente cariotipica con
mecanismos de inversiones, translocaciones robertsonianas, translocaciones reciprocas,

y fusiones.

El superérden Xenarthra retuvo un gran niamero de caracteres primitivos y carece
de nuevos rasgos presentes en los mamiferos placentarios. La identificacion de
caracteres citogenéticos y reproductivos en Myrmecophagidae permitird esclarecer las
relaciones intergenéricas entre las especies de esta familia y a su vez con alies espe

del superorden Xenarthra.
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3. Materiales y Métodos

Se estudiaron un total de 68 ejemplares de Myrmecophagidae: 39 correspondieron
a la especieM. tridactyla (n=20 machos y n=19 hembras) y 29 a la espdcie
tetradactyla(n =17 machos y n=12 hembras).

Se obtuvieron muestras de sangre periférica en 37 individuds tlielactyla, en
condiciones de esterilidad. En un individuo machdavddridactyla muerto por causas
naturales se trabajo también material testicular para el estudio de la meiosis. Ademas se
obtuvo el tracto reproductor en formol al 10% de 2 individuos machbt tledactyla
procedentes de la localidad de Gral. Pizarro de la Provincia de Salta.

Se obtuvieron muestras de sangre periférica en 22 individuds te¢&radactyla
en condiciones de esterilidad. En ejemplares adultos, 4 machos y 5 hembras, muertos
por causas naturales o encontrados atropellados, se obtuvieron los tractos reproductores
para el estudio deu morfologia. La tablavl-VII del anexo resume la informacién

detallada de las especies estudiadas, numero de ejemplares, sexo, procedencia.

3.1. Citogenética

3.1.1. Linea Somatica

3.1.1.4. Extraccionde sangre

Los animales fueron inmovilizados por sus respectivos cuidadores y anestesiados
por profesionales veterinarios segun los procedimientos habituales de cada institucion.
Las muestras fueron obtenidas de ejemplares alojados en diferentes Zoologicos, centros
de crias y lugares de reinsercion de Fauna. La extraccion de sangracaefifé
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realizadaen condiciones de esterilidad, segun normas ICLW&national Council of
Laboratory Animaly respetando los protocolos indicadwsla guia parael cuidado y

uso de animales experimentalgSafiadian Council on Animal Carel993). La
muestra fue rotulada asignando de manera secuencial un numero que, por
convencion, fue par paralas hembras e impar para los machos.

El transporte de las muestralslaboratorio fue realizaden todos los casos por
via terrestre a 4°@J cual no demoré mas de 72 hs.

En el laboratorio, las muestras obtenidssregistraron individualmente en el
protocolo experimental, adjuntando los datos georeferenciales de las locatidades
proveniencia, el nimero dadbanimal y las condiciones del mismo (medidas, peso y
estado reproductivo), datos de las condiciones en las cuales se ekaliltivo y los
laboratorios donde se derivaron las muestras para otro tipo de estudios (parasitologicos,

virolégicos y hormonales).

3.1.1.2. Cultivode sangre

La obtencion de cromosomas ldelinea somaticae realizo a través del cultivo
de linfocitos de sangre periférica, siguiendo la técnica de Moorhead(&9&0) con
modificaciones para las especies estudio. Dadda alta variabilidaden nimeroy
férmula leucocitaria segula localidad de proveniencia, fue necesario establecer un
namero estandar de linfocitos a cultivar. Por esto, para cada indised@alizd un
recuento de linfocitos panm®, utilizando una camara de Neubauesl wélculo de la
férmula leucocitaria en frotis de sangre. El nimero de leucocitos totales y el porcentaje
de cada uno de los elementos blancos obtenidos fueron ingresadasprotocolo
especifico de hematologia. Una vez contabilizada la cantiddihfocitos por cada

100 células blancasse procedié a calcular el valor da cantidad de leucocitos
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necesarios a sembran el cultivo, concentrando o diluyendte modo de obtenela
concentracion adecuada de linfocitos pok de cultivo (i.e. dentro del rango 6°10

- 1,2.16 linfocitos/mL de cultivo).

Los cultivosserealizaron empleando los medios RPMI 1640 y MEM Gibco a pH
6,8-7, suplementados con suero fetal bovino Natocor o Bioser (10-15%), y antibiotico
Roche (penicilina 10Ul /mL- estreptomicina 10mg/nmL fitohemoaglutinina Sigma
(400pug/mL) y L-glutamina Sigma (30mg/mLA este mediose le agrego el
volumen de fraccibn blanca necesario para lodgaarconcentracion adecuada de

linfocitos y se incubénestufa a 34 °© C por 72-96 horas.

3.1.1.3. Sacrificio del cultivo

El tiempo parael sacrificio del cultivo fue determinado evaluando a partir de
las 48 hs el indice blastico (IB, i.e. cantidad de linfoblastos sbbotal delinfocitos)
del cultivo. Cuandel IB alcanzdé o fue superior a 50%,cultivo fue sacrificado 24 hs
més tarde (72 hsle cultivo), delo contrario se procedi6 al sacrificio a las 96 hs. Para
el sacrificio, la muestrae traté con un antimittico para deteredrciclo celularen
estado de metafase, colchicina Sigma (concentracion final 1 pg/mL de cults®), y
continuod la incubacion durante 2-3 horas a 3&€xentrifugé durante5 minutos a 800
rpm, descartandosel sobrenadante. Al botdon celulae le agregd, sin burbujear,
solucion hipoténica de KCI 0,075 M a 34°Csg mantuvo ala misma temperatura
por espacio de 15-20 minutos. Para descdatazolucion hipotdnica, se centrifugd
durante otros 5 minutos a 800 rpm, agregandose luego suavemente y por lassparedes
fijador frio (3-metanol: 1-Ac. acético)Se dejé en hielo hastael momento erel cual

se alcanz6 la fijacion de todel boton quese manifestd conel cambio desu
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coloracién. Por ultimo, fueron realizadas cinco o mas series de lavados con fijador

fresco y frio.

3.1.1.4. Preparaciorde los extendidos

Una vez finalizados los lavadosse tomaron portaobjetos previamente
seleccionados y tratadaSe colocaron sobre una capa de hielo durante unos minutos
hasta que estuvieron totalmente empafiaddsretirar los portaobjetos del hielo,
aprovechandel efecto dda pared fria que di alta condensaciéte agua, utilizando
una pipeta Pastese dejaron caede 3 a 5 gotas de suspension sobre el portaobjetos,

logrando queellasseabran y cubraia totalidad dda superficie.

A continuaciénse secaroral calor del mechero, sin pasar paidlama (Claussen

etal. 2002) y se colorearon con carbol-fucsina (Carr y Walter 1961).

3.1.1.5. Observacion y seleccion de las metafases

Las metafases fueron seleccionadasin microscopio Optico (LeitbM RB),
con el objetivo de 10X. Una vez seleccionadas las metafases, fueron ingresadas sus
coordenadas en protocolen 5 de ellasse dibujaron yse contaron sus cromosomas.
Por cada numero distinto encontrade,agrego al recuento efectuado 5 metafases
mas hasta llegar a completar un maximo de 25 metafakesjmero de mayor

frecuencia fue asignan@bindividuo como numero diploide.

3.1.1.6. Bandas G

Las bandas G fueron realizadas segun el protocolo de Seabright (1971)

modificado. Los preparadase incubaron 5 a 10 miren PBS (buffer fosfato salino)
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1X a temperatura ambient&e trataron con tripsina Gibcal 0,1% en PBS 1X,
duranteel tiempo necesario, seg@h material a bandeage lavaron los preparados en

PBS 1X para detendat accion dda tripsina yse colorearon en el colorante de Giemsa

al 3% a pH 6,8. Fueron contadas y analizadas al menos 25 metafases por espécimen

bandeado.

3.1.1.7. Técnicagde Bandeo C

Se utilizo la técnicade Sumner (1972), con modificaciones. Los preparados
seleccionados pda morfologia de sus metafases, fueron incubados 20 anikiCl
0.2 N a temperatura ambiente. Posteriormesée trataron con una solucién
sobresaturada de Ba(OH) 50°C durante 40-60 segundosejincubaron durante una
hora en una solucién 2xSSC (solucion salina concentrada, ver anexo) a 60 °C. Se
colorearonen el colorante de Giemsal 3% a pH 6,8 por un tiempo de 15 a 60

minutos.

3.1.1.8. Técnica para la deteccion y ubicacion del NOR

Se utilizé la técnica de Howell y Black (1980) con modificaciones. Se colocaron
sobreel preparado 3 gotas de gelatina Sigma y 2 de nitrato de plata Carlo Huba (30
y 20uL respectivamente), soble gota asi formadae coloco el cubreobjetos limpio.
Se calentoel preparado sobre una placa caliente, sin sobrepasar los 40°C, controlando
al microscopio hasta alcanzéa tincion deseada. Para levantar el cubreobjs®s

sumergicel preparad@nagua destilada.
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3.1.1.9. Captura y procesamientale las imagenes con microscopide campo

claro

A partir de las metafases dibujadas, se seleccionaron las mas representativas en
namero y morfologia yse fotografiaron 3 por cada individuo y 3 por cada tipo de
bandas Para ello fue utilizado un microscopio Leitz DMRBaycamara digital Leica

DFC 300 FX.

3.1.1.10. Medidas y confeccion del ideograma

Individualizados los cromosomas y caracterizadamorfologia, se procedio
al armado del cariotipo. Segun convencion (Leearal. 1964), se utiliz6 como
criterio: primero el tamafio y luegola morfologia, dada poda posicion del
centromero. Para comparar estandarizadamente los cariotipos de distintas especies o
taxones en estudio, se utilizaron tres indices que permiten obtener informacion
carioldgica basica: indice centromérid€ ), posicién del centrémeren relacional
brazo “p”; la relacion de brazoRB), determinada a partir da relacion entreel
brazo corto y el brazo largo; y la proporcién del largo total del complemento
haploide que corresponde a cada cromoso%hT(), teniendoen cuenta, o no

segun acuerdo, el cromosoma X, y en ningun ebsmmosom&’ .

IC=p/C C = largo del cromosoma;
RB =p/q p = brazo corto;
g = brazo largo %LT =C x100LT;

LT = largo total del complemento haploide

A base de los valores obtenidos parta relacion de brazos e indice
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centromeérico, se utilizaron como referentes garasignacion cromosomica de una

determinada morfologia los siguientes intervalesalores especificos:

Morfologia IC
Metacéntrico (M) 0,5-0,375
Submetacéntrico

0,375-0,125
(SM)

Acroceéntrico (A) 0,125-0,00

Tabla 1: Clasificacibnmorfolégica de los cromosomas segun Levan efl#l64)

La confeccion del ideograma se realiz6 a partir de cromosomés mésma
elongacion y cota misma ampliacién fotografican tres células por cada individuo
seleccionad@5 machos y 5 hembrasye midié el complemento haploide de cada una
de las metafases cam programa de edicion de imagenes Adobe Photoshop CS5.1,
se sumaron todos los elementos de cada uno de los sets haploides autosémitos mas
cromosoma X y se consideré esa medtld00% del contenido total cromosémico.
Mediante una regla de tres simpke obtuvo el porcentaje de cada uno de los
cromosomagn relacién al complemento haploide, Bemisma manerae obtuvo el
porcentaje de cada uno de los brazos. Finalmente se promediaron los largos
cromosOmicos para cada elemento, somlesviacion estandar, y esto fue trasladado

un grafico dondel cero correspondidla region centromeérica.

3.12. Linea germinal

Dada la dificultad de obtencion de muestras de estas especies so0lo se pudo obtener

material testicular en condiciones Optimas de un individuo de la edpetidactyla.
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3.1.2.1. Microextendidos de complejos sinaptonémicos (C/S)

Se utilizé la técnica@drying-downsegun Peters et al. (1997). Las preparaciones
se utilizaron inmediatamente, o se guardaron para su conservacion en freezer a -70°C
para su posterior utilizacion con técnicas de inmunodeteccion. Se realizé una técnica de
inmundeteccion doble con anticuerpos primarios de distinto origen. Se efectudé un
bloqueo en PBT 1 (0.1% (v/v) Tween 20 en PBS 10%), realizando 3 lavados de 10
minutos cada uno, luego se procedi6 a la incubacion con anticuerpos primarios a 37°C,
durante 24 hs. Para detectar los ejes meidticos se incubd con un anticuerpo anti-
elementos axiales del complejo sinaptonémico SMC3 (Chemicon, Millipore), y
simultaneamente con suero de pacientes con esclerodermia de tipo CREST
(Inmunofluorescecia indirecta - IFI), que contiene auto-anticuerpos para proteinas del
cinetocoro. Los mismos fueron utilizados en una dilucion de 1:1000 e incubados
durante toda la noche. Posteriormente a la incubacion se realizaron tres lavados de cinco
minutos con PBS + 0,05% Tween. Se procedié a la incubacién durante 2 hs con
anticuerpos secundarios conjugados con diferentes fluorocromos: uno marcado con
FITC (emision de fluorescencia verde- CREST) y el otro marcado con TRITC (emision
de fluorescencia roja- SMC3). Los anticuerpos fueron diluidos 1:50 y se utilizaron de
manera simultanea. Luego de la incubacion con los anticuerpos secundarios se procedio
a realizar 3 lavados de 5 minutos con PBS-Tween 0,05%, y posterior coloracion con
DAPI (1:200 de una solucion Stock 0,8/mL) por 5 minutos. Después del ultimo
lavado con PBS - Tween 0,05% se procedio al montaje en 4-diazabicyclo[2.2.2]octano

(DABCO) para retrasar el desvanecimiento de la fluorescencia.
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3.1.2.2. Captura y procesamiento de las imagenes con microscopio de fluorescencia

Las imagenes de la fluorescencia verde fueron realizadas con un filtro de
isocianato de fluoresceina (FITC), que se excita con luz azul a 490nm y emite a 514nm,
y las de fluorescencia roja, con un filtro de isocianato de tetrametil rodamina (TRITC),
gue se excita a 540nm y emite a 570nm. Fueron obtenidas en un microscopio Leitz DM
RB equipado con epifluorescencia y una camara Leica DC 300. Las imagenes
individuales se procesaron y acoplaron empleando un programa de edicién de imagenes

Adobe Photoshop CS5.1.

3.2. Biologia Reproductiva

3.2.1. Estudiosde morfologia del tracto reproductor

Para realizar la descripcion morfolégica, se obtuvieron los tractos reprasuctor
completos de individuos machos y hembrad dietradactyla;y de machos y hembras
de M. tridactyla Bajo observacion directa se realiz6 la diseccion anatémica e
identificacidbn macroscoépica. Para la realizacion de los estudios histolégicos, los tejidos
fueron fijados en formol 10% y las diferentes regiones de interés fueron deshidratadas e
incluidas en parafina para luego realizar secciones dgmb Los preparados
histol6gicos fueron tefiidos con las técnicas de rutina: hematoxilina-eosina, tricrémico
de Masson y PAS.

Para Microscopia electronica de transmision, emanho deT. tetradactylase
obtuvo una pequefia fraccion del parénquima testicular que fue separada erfijada

Glutaraldehido 2,5%n 0,1 M buffer fosfato (pH 6,9) por dos horas y post-fijada
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1% OsO4 Otras partes fueron incluidas en Maraglas. También se realizaron secciones
de cortes semifinos de 0,5 "m de espesor, los cuales fueron colocados sobre
portaobjetos y tefiidos con azul de toluidina alcalina a 60°C. Las secciones seriadas para
microscopia electrénica (EM) fueron cortadas a @6ven un ultramicrotomo Porter-
Blum, y fueron tefiidas con solucion satura@sacetato de uranilo y una solucion de
citrato de plomo (0,3%).

Las Microfotografiasse obtuvieron con un microscopio electronico Siemens
Elmiskop I. Los cortes histologicos fueron fotografiados utilizando un microscopio
Leitz DMRB y una camara digital Leica DFC 300 FX. Las fotografias de las

disecciones anatdmicas fueron realizadas con una camara Sony cybershot P73/p93.

3.3.2. Estudio del ciclo reproductiveen hembras

La condicion reproductiva de hembr@dsambas especies evalué midiendo la
concentracion de hormonas esteroideas (progesterona y estradiol) en materia fecal
Diferentes métodos para preservar las muedgasateria fecal fueron evaluados con
el objetivo de encontrar el mas adecuado para la adecuada estirdads valores

hormonales.

Muestras de heces frescas, obtenidas inmediatamanete despauéefdeacion,
fueron procesadas de dos modos: unas fueron inmediatamente almacenadas a -20°C
(en adelante “heces frescas”), Yy otras fueron disecadas a 33%Cun disecador marca
Boekel previo a su almacenamiento a -20°C (en adeldimtees secas”). La
desecacion fue verificada pesantio muestra todos los dias hasta llegar a peso

constantelo que usualmente ocurrié dentro de las 72 hs.
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Los perfiles hormonales anuales de animales de cautiverio fueron estudiados
en heces secas qusee obtuvieron a partir d&2 hembrasen cautiverio deT.
tetradactyla y de 2 hembraM. tridactyla Las muestras fueron recolectadas, dos
veces por semana, después de observar la defecacion. Las mismas fueron disecadas

antes de ser guardadas a -20 °C.

Analisis hormonal

Heces frescas y secas (@)@fueron colocadas en tubos de ensayo de vidrio y se
mezclaron con L de agua bi-destilada. Las hormosa®xtrajeronen 2 mL de éter
dietilico anhidro (Sigma-Aldrich) yse agitaron durante 10 min por tres vecEs.
sobrenadante de éter fue decantaddubosde vidrio y evaporado a seco bajo; N
atmosférico a temperatura ambiente. Los residuos se almacenaron a -70°C hasta que
se realizaron las determinaciones por RIArd&determinar las concentraciones de
progesterona y las concentraciones de estragiohateria fecalse utilizé la técnica
de Roman et al. (2005) para radioinmunoandlisis. Las hormonas marcadas [1, 2, 6,
7-*H]-progesterona y [2, 4, 6, *H]-17R-estradiol fueron obtenidas de NEN-Perkin
Elmer Life and Analytical Sciences (Migliore Laclaustra SRL, Buenos Aires,
Argentina). Los antisueros utilizados fueron provistos generosamentd por GD
Niswender (Universidad Estatal de Colorado, Fort Collins, CO, EE.UU.).

Las diluciones seriadas de los extractos fecales proporcionaron curvas paralelas
las curvas estandalka sensibilidad de ambos ensayos feel5 pg/ml.La reaccién
cruzada para antisuero anti-estradiol de 1% para progesterona y testosteronaa5 % par
estriol y 10 % estrond.a reaccion cruzada pael antisuero anti-progesterona fue
<2.0% para 2M-dihydroprogesteronay deoxy-corticosterona y <1.0% para otros

esteroides plasméatico&l coeficiente de variacion de los intra e interensayos fue
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<10% y <12% respectivamente para toldakormonasla eficienciade la extraccion
fue de 71,9% y 73,0% para la progesterona y estradiol, respectivamente. Los resultados

fueron expresados como ng/g de heces secas o frescas.

Andlisis de datos

Para la obtenciobn dela correlacion entre plasma y concentracion de
hormonas sexualemn heces secas o frescssutilizo el coeficiente de correlacion de
Pearson.

Los picos hormonales fueron determinados mediante un proceso iterativo, los
valores que superarda media mas dos desviaciones estandar (DS) fueron excluidos
del analisis para luego recalculEr media y eliminar los valores bajg mismo
criterio, hasta que nse registraron valores por encima ldemedia mas 2 DS. Asi, la
concentracion basal media, fue determinada damwedia una vez excluidos todos los
valores altos.El valor mas alto dentro de un gruge concentraciones altas fue
considerado como pico.

El grado de significacion fue P<0.05. Todos los calculos fueron realizados

usandcel programa Statistix 9.0
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4. Resultados

4.1. Citogenética

4.1.1.Myrmecophaga tridactyla (Oso hormiguero)

En los ejemplares estudiados de la espbtid¢ridactyla (h=20 machos y n=19
hembras) se llevé a cabo la caracterizacion citogenética a nivel gamma a partir de
tinciobn con carbol-Fucsina, Bandas G, Bandas C y NOR. El numero diploide
establecido fue de 2n=60 XX/XY. Veinticuatro pares estuvieron constituidos por
elementos bibraquiados, de ellos 12 metacéntricos (4,7,13, 15, 16, 18, 19, 21, 22,23, 28
y 29), 12 submetacéntricos (1, 2, 3, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 25, 27) y los restantes 5 pares
fueron acrocéntricos (incluyendo el par 14 que vari6 en su morfologia entre los

individuos analizadgs

1 2 3 5 6 7 8
) B ] -
}‘: ‘)Q. " LA 4 2 IY. e i

9 1 1 12 13 14 15 16
B Al : N XX BA 0N 0
17 18 19 20 21 22 23 24
Fr e : #" _ %) )

25 26 27 28 29 (

I 10 pm l XX

Figura 10: Cariotipo de un ejemplar hembra tf tridactyla (2n=60, XX/XY; NF= 110).
Prov. de Jujuy (Distribucion.l)incion carbol fucsina
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El nimero fundamental (NF) por lo tantesulté variable en los distintos

individuos segun la zona de distribucion de la cual provenian. En los 13 individuos (5

individuos machos y 8 individuos hembra) de la distibucion | correspondiente a las

localidades de las provincia delt@8aJujuy (Tabl¥l, Fig. 43 anexp el par 14 fue

acrocéntrico en condiciéon de homocigosis simple (SH) con un NF=110 (Fig. 10). Y en

los 26 individuos (14 individuos machos y 12 individuos hembra) estudiados

procedentes de la distribucion Il correspondiente a ejmplares de las localidades de

Santiago del Estero , Chaco etc (TablaFig.43 anexo) donde el par cromosémico 14

evidencio un pequefo brazo siempre en los dos elementos del par condicién de doble

homocigosis (DH) consecuentemente con un NF=112, (Fig.11). En el par sexual, el

cromosoma X resultd submetacéntrico mediano (4.67+0.29) siendo el cromosoma Y

(2.60£1,08) submetacéntrico (TablaFig. 11).

1 2 3

9 10 1"

17 18 19

25 26 27
I 10 pm I

12

20

28

13

21

29

6 7 8

14 15 16

22 23 24
XY

Figura 11: Cariotipo de un ejemplar hembra bk tridactyla (2n=60, XX/XY; NF = 112
proveniente de la localidad de Monte Quemado, .RteGantiago del Estero (Distribucidi. |

Tincién carbol fucsina.
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1 6,48 1,08 +/- 0,10 5,42 +/- 0,39 0,19 0,17
2 5,97 1,19 +/- 0,39 4,80 +/- 0,55 0,25 0,2
3 5,55 1,18 +/- 0,26 4,29 +/- 0,30 0,27 0,15
4 4,95 2,28 +/- 0,19 2,76 +/- 0,30 0,83 0,45
5 4,87 1,40 +/- 0,36 3,44 +/- 0,36 0,41 0,29
6 4,51 1,17 +/- 0,18 3,32 +/- 0,38 0,35 0,26
7 4,49 1,97 +/- 0,34 2,49 +/- 0,28 0,79 0,44
8 4,18 1,26 +/- 0,32 2,89 +/- 0,46 0,44 0,3
9 4,01 0,76 +/- 0,23 3,21 +/- 0,39 0,24 0,19
10 3,66 1,14 +/- 0,33 2,47 +/- 0,32 0,46 0,32
11 3,61 1,27 +/- 0,17 2,43 +/- 0,28 0,52 0,34
12 3,6 0,61 +/- 0,34 2,95 +/- 0,38 0,21 0,17
13 3,37 1,33 +/- 0,22 2,01 +/- 0,31 0,66 0,4
14 3,15 0,57 +/- 0,24 2,56 +/- 0,38 0,22 0,18
15 3,11 1,43 +/- 0,33 1,76 +/- 0,30 0,81 0,45
16 2,93 1,25 +/- 0,12 1,63 +/- 0,15 0,77 0,43
17 2,82 - 2,82 +/- 0,21 0 0
18 2,76 1,28 +/- 0,15 1,46 +/- 0,13 0,88 0,47
19 2,68 1,24 +/- 0,12 1,42 +/- 0,12 0,87 0,47
20 2,62 - 2,62 +/- 0,12 0 0
21 2,56 1,13 +/- 0,22 1,42 +/- 0,14 0,8 0,44
22 2,46 1,14 +/- 0,16 1,29 +/- 0,12 0,88 0,47
23 2,46 1,06 +/- 0,13 1,37 +/- 0,20 0,77 0,44
24 2,46 - 2,46 +/- 0,16 0 0

25 2,41 0,90 +/- 0,17 1,47 +/- 0,29 0,61 0,38
26 2,32 - 2,32 +/- 0,19 0 0

27 2,11 0,82 +/- 0,22 1,31 +/- 0,18 0,63 0,38
28 2,1 0,94 +/- 0,20 1,12 +/- 0,17 0,84 0,46
29 1,93 0,86 +/- 0,15 1,05 +/- 0,13 0,82 0,45
X 4,67 1,50 +/- 0,09 3,17 +/- 0,14 0,47 0,32
Y 2,6 0,89 +/- 0,36 2,67 +/- 0,97 0,33 0,34
Tabla II: Proporcién de loscromo®mas de M. tridactyla respeco de largo ttal del

comgdemenb auto®mico. LT=Largo total; p= brazo corto; q= Brazo larg@B= Indice ce
brazos; IC=ndice centromérico.
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El patron de bandas G (Fig. 12) permiti6é a individualizar cada par con su patron
de bandas caracteristico y definido para €l mismo y a su vez homologar sus elementos,
individualizando también el patron de bandas de los cromosomas sexuales X e Y (Fig.
12). Al caracterizar el par 14, permitié en el cariotipo de todos los individuos detectar la
presencia o0 ausencia de un brazo que asi en algunos resulté polimorfico para el mismo
(Fig. 13). La longitud en relacién al complemento total haploide de los cromosomas de
M. tridactyla (Tabla 2) se ilustra en el ideograma de la figura 14 donde también se

encuentra incorporado el ideograma del patrén de bandas G.

L

A 2 MA 24 ,. p
Bl M }:. no ﬁn 1"
1 2 3

898 ‘}u e}ﬂ 1 3{3 A 2% K&

12 14 15 16

3T Ha ’Q‘FJ RY XX =N ‘%3\
17 18 19 20 21 22 23 24

A B0 45 » Ex 9 O
25 26 27 28 29 k3 »d
o X X

Figura 12: Cariotipo mostrando el patron de bandas G de un ejemplar hemidgratrittactyla
proveniente de la localidad de Santa Victoria, Prov. de Salta. Par 14 Acrocéntrico
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Figura 13: Cariotipo mostrando el patron de bandas G de un ejemplar maehdddactyla
proveniente de la localidad de Monte Quemado, Prov. de Santiago del Estero. Par 14
Submetacentrico.
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1
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Figura 14: Ideograma representativo delcariotipo de M. tridactyla (mostrando b sed
haploidede cromomas) indicando la proparcion ce cala cromo®maresgecio dd total de
comgdemenb auto®mico. Las badas G fieron situadas caldando la ubicacion, sobre un
total de dez cariatipos elongados.
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Las bandas C permitieron detectar zonas de heterocromatina repetitiva en las
regiones pericentroméricas en los pares cromosémicos 1, 3, 4, 5, 6, 9, 15, 23, 29 (Fig.
15). Estas regiones de heterocromatina se hicieron extensivas aliiraimlos pares
8, 10, 13, 14, 18. Ademas, el par 9l 16 mostraron regiones de banda C, con
heterocromatina repetitiva extensiva en las regiones teloméricas. En los pares 2, 7, 17,
19, 20, 21, 22, 24, 26, 27 y 28 no se pudieron evidenciar bandas C con la metodologia
utilizada. ElI cromosoma X al igual que el cromosoma Y presentaron banda C

centromérica pequenia.

a S . -
1 2 3 4 5 6 7 8
¥y » - >
9 10 11 12 13 14 15 16
- o
17 18 19 20 21 22 23 24
k&
25 26 27 28 29
XX
I 10 um I

Figura 15: Cariotipo mostrando el patron de bandas C de un ejemplar madhotdeactyla,
Prov. de Jujuy.
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La técnica de tincidon argéntica permitio la localizacion de los organizadores
nucleolares en el brazo “p” de los pares: 5, 10, 11 y 22; y en el brazo “q” del

cromosoma 21 del cariotipo mitético (Fig.)16

. \
A A8 Y% AR XE yuy ¥
: , lf“l
1 2 3 4 5 6 7 8
‘ou \ .
\.‘ *- - % e 'y
n A g O B85 o8 &R
9 10 11 12 13 14 15 16
r" - ‘ : 5 4 \.. i
) ’1 % » 3 \oo'o ' f‘h at i
17 18 19 20 21 22 23 24
AN B ‘ I R
25 26 27 28 29 X
Y
T A

Figura 16: Cariotipo mostrando la localizacion de los organizadores nucleolares de un ejemplar
macho deM. tridactylade la localidad de Santa Victoria, Pcia. de Salta. Tincion argéntica.

Linea germinal- Técnica de complejo sinaptonémico

Se analizaron un total de 100 nucleos de espermatocitos en paquitene, con el
objetivo de evidenciar claramente la region centromérica. A través de
inmunodeteccion, con anticuerpo en suero CREST, se marcaron los centromeros en
espermatocitos de paquitene, previamente inmunomarcados con SMC3 que permité

evidenciar los ejes correspondientes a cada bivalente (fig. 17
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Figura 17: Espermatocito en paquitene con inmunolocalizacién marcando los ejes de los
bivalentes y las regiones del cinetocoro.

Se observaron 29 bivalentes autosdmicos completamente apareados y el
cuerpo XY (Fig. 18). Se pudo corroborar la morfologia y el NF obtenido en el
cariotipo mitotico de la especie. Asi la ubicaciéon de los centromeros fueron
claramente establecidos y se pudo verificar y clarificar acorde al cariotipo mitético el
namero de componentes bibraquiados autosémicos (12 metacéntricos y 13
submetacéntrico) y el numero de elementos acrocéntricos (4). La posicién de los
cinetocorosen los cromosomas sexualege claramente establecida, y mediante esta
técnica se pudo confirmar que ambos cromosomas presentan una morfologia

submetacéntrica (Fig. 18).
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Figura 18 Caridipo de complejsinapbnémico deM. tridactyla. En rojo se marcan los
ejescon articuermpo ani-SMC3, supermpuesbs con laseial amarilla del anticeipo que
reconcce las proteinagld cinetocorq suero CREST

El cromosoma X al igual que en el cariotipo mitético correspondié a un
elemento submetacéntrico mediano, mientras que el cromosoma Y corresponde
elemento submetacéntrico. El bivalente correspondiente al par cromosémico 14 para
metafases mitéticas presentd una doble sefial desfasada para cinetocoro, donde se
pudo apreciar un centrémero préximo al teldmero acrocéntrico y otro mas intersticial

submetacéntrico.
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4.1.2. Tamandua tetradactyla (Oso Melero)

Al igual que en la especie anterior se llevd a cabo la caracterizacion citogenética a
nivel gama, con técnicas de tincion diferencial de bandeo G, C, NOR en 29 ejemplares,
17 machos y 12 hembrade T. tetradactyla El nimero diploide establecido para esta
especie fue de 2n=54 XX/XY, con un NF=108 para todos los individuos estudiados.
Todos los pares de cromosomas fueron bibraqueados. Los pares 2, 3, 5, 6, 7, 8, 10, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 24, 25, y 28 fueron metacéntricos, los pares 1, 4, 5,
8, 9, 11, 12, 19, 20 fueron submetacéntricos. Los cromosomas sexuales resultaron
submetacéntricos; el cromosoma X con 5,89 + 0.66% y el cromosoma Y con un 2,53 +

0,39 (Tabldll, Fig. 19).

BC38 8 8D 8a 82 53
88 &% 34 Xz Ak XA 3%
86 8! n IX 3% as u

22 23 24 25

XX 3% 83 ax i '
4
XY

e

10 pm

Figura 19: Cariotipo de un ejemplar macho @etetradactyla(2n=54, XX/XY; NF= 108).
Pampa del Infierno, Prov. de Jujdyincion carbol fucsina
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1 7,05 1,60 £0,24 5,45+ 0,32 0,29 0,23
2 7,16 3,17 £ 0,29 3,91 £0,37 0,81 0,44
3 6,31 3,00 +£0,28 3,30+0,44 0,91 0,48
4 6,16 1,74 £ 0,30 4,43 £ 0,44 0,39 0,28
5 6,10 1,30 £ 0,36 4,8 +£0,26 0,85 0,21
6 5,36 2,29 +0,30 3,10 £ 0,22 0,74 0,43
7 5,04 1,99 £ 0,40 3,04 +£0,41 0,65 0,39
8 4,21 1,29 + 0,31 3,27 £0,35 0,39 0,29
9 4,15 1,52 + 0,39 2,70 £ 0,26 0,56 0,37
10 3,64 1,74 £ 0,32 1,98 £0,33 0,88 0,48
11 3,60 1,27 £ 0,26 2,27 £0,24 0,56 0,35
12 3,57 1,30 +0,19 2,25 +£0,22 0,58 0,36
13 3,50 1,32 £0,20 2,21 0,26 0,60 0,38
14 3,40 1,33+£0,19 2,04 £0,25 0,65 0,39
15 3,20 1,45+0,18 1,75 +£0,22 0,83 0,45
16 3,22 1,56 £ 0,15 1,65 £0,20 0,95 0,48
17 3,17 1,47 £0,24 1,68 £0,22 0,88 0,46
18 3,01 1,28 £+ 0,16 1,70 £ 0,22 0,75 0,43
19 2,80 1,00 £0,15 1,80 £ 0,17 0,55 0,32
20 2,63 0,95+0,18 1,68 £0,24 0,56 0,36
21 2,52 1,12 +0,19 1,40 £ 0,20 0,80 0,44
22 2,43 1,05+0,14 1,32 £0,22 0,80 0,43
23 2,21 1,02+0,11 1,18 £ 0,23 0,86 0,46
24 2,13 0,93+0,16 1,19+0,18 0,78 0,44
25 2,19 0,89+0,14 1,28 £+ 0,15 0,70 0,41
26 1,86 0,75+£0,19 1,06 £ 0,20 0,71 0,40
X 5,89 1,52+0,2 4,26 £ 0,46 0,35 0,25
Y 2,53 0,90 £ 0,19 1,40 £ 0,20 0,64 0,35
Tabla 1ll: Propacion de loscromo®mas deT. tetradactylarespco de largo ttl del

comdemenb auto®mico. LT=Largo total; p= brazo ato; q= Brazo largoRB= indice &
brazos; ICSndice centromérico.
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El patron de bandas G permitié individualizar cada par y homologar sus
elementos, individualizando también el patron de bandas de los cromosomas sexuales X
e Y (Fig. 20). La longitud en relacién al complemento total haploide de los cromosomas
de T. Tetradactylase ilustra en el ideograma donde también se encuentra incorporado

el ideograma del patrén de bandas G (Fig. 21).
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Figura 20: Cariotipo mostrando el patrén de bandas G de un ejemplar madhaoetadactyla
proveniente de la localidad de Tartagal, Prov. de Salta.
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Figura 21: Ideograma representativo delkaiotipo de T. tetradactyla(mostrando & sd
haploide de cromo®mas) indicando la proporcion @ cala comoma resgco dd total del
comgdemenb auto®mico. Las badas G fieron situadas caldando la ubicacion, sobre un
total de dez cariatipos elongados.
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La técnica de bandas C revel6 regiones heterocromaticas pericentroméricas y
ademas zonas C positivas en regiones teloméricas e intersticiales en algunos de ellos. El
par 2 presentd heterocromatina altamente repetitiva de ubicacion centromérica y en el
mismo par se evidencié una banda telomérica en el Begiz&e evidenciaron regiones
grandes repetitivas de heterocromatina centromérica en los pares 3, 6, 13, 16, 18; y en
los pares 1, 5 7, 8, 15, 21 bandas C con regiones heterocromaticas pericentroméricas
pequefias. Los pares 1, 2, 11, 14, 17, 20 presentaron zonas C positivas en regiones
teloméricas e intersticiales. Los cromosomas 4 7 9 10 12 19 21 22 23 2426 26
exhibieron bandas C (Fig. 22). ElI cromosoma X al igual que el cromosoma Y

presentaron banda C centromérica pequefia.

"BIiIR 1
MiRMiruy
1 2 3 4V ¥ '

b 6 Fi
s - x » ,
- | ¥ ' 8
8 9 10 1" 12 13 14
EE BX XX XX Bk 1R v
15 16 17 18 19 20 21
4 E AR | y
22 23 2 2 2% s ‘
e &

Figura 22: Cariotipo mostrando el patrén de bandas C de un ejemplar hembrd.de
tetradactyla, localidad de Iguazu, Prov. de Misiones.
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La técnica de tincion argéntica permitio la localizaciéon de los organizadores
nucleolares en el brazg” del cromosoma 12 y en el braaw’ del cromosoma 17 del

cariotipo mitético (Fig. 2B
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Figura 23: Cariotipo mostrando la localizacion de los organizadores nucleolares en un ejemplar
macho deT. tetradactylalocalidad de Salvador Mazza, Prov. de Salta.

4.1.3. Homeologias cromosomicas entra ambas especies

Los cromosomas 1/1, 3/4, 7/7, 12/11, resultaron con el patron de bandas G ser los
mismos y estar compartidos en su totalidad eiffitrdetradactylay M. tridactyla
respectivamente (Fig. 24, 25); ademas los pares 15/15, 16/16, 18/18, 19/19, 21/21,
22122, 24127, 25/28, 26/29 también presentan un patrén de bandas homologos (Fig. 26).
El par 2 deT. tetradactylafue la resultante de la fusion centromérica de los pares de

cromosomas 9 y 20 dd. tridactyla (Fig. 27). El par 6 metacéntrico de tetradactyla
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fue la resultante de la fusion de los elementos acrocéntricos 14, yM.7tddactyla

(Fig. 28).

T. tetradactyla M. tridactyla T. tetradactyla M. tridactyla
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Figura 24: Homeologia total entre los pares 1 de ambas especies y el par 3 de
tetradactylay con el 4 deéM. tridactyla.
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Figura 25: Homeologia total entre los pares 1 de ambas especies y el par 3 de
tetradactylacon el 4 deM. tridactyla.
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24/27, 25/28, 26/29T. tetradactylay M. tridactylarespectivamente.
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Figura 27: Homeologia cromosdmica revelando una fusion entre el cromosoma 9 WR0 de
tridactyla con respecto al par cromosomico Zld¢etradactyla
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Figura 28: Homeologia cromosdmica revelando una fusion entre el cromosoma 9 WR0 de
tridactyla con respecto al par cromosomico 6lde¢etradactyla
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Mediante los sistemas utilizados fwe posible encontrar las homeologias entre
los pares 4, 5, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 20, 23 detradactylay 2, 3, 5, 6, 8, 10, 12, 13, 23,
24, 25, 26, 8, 11, 24, 25, 26, Mk tridactyla El tamafio del complemento compartido

fue de un 83%.

4.2. Reproduccion

4.2.1. Hembras

4.2.1.1. Ovarios

Macroscopicamente, los ovarios son estructuras ovoides (Fig. 29 a, b). Presentan
una serosa ovarica con epitelio simple cubico, tanica y una médula rodeada por la
corteza, los grandes vasos y nervios penetran en el ovario de forma centralizada desde el
mesovario y se ramifican a la periferia en las proximidades de los foliculos (Fig. 30 a,
b). La corteza se compone de un estroma que contiene los foliculos ovaricos en
diferentes etapas de desarrollo. Se observaron foliculos tipicos con un Unico ovocito
rodeado por una capa simple de células escamosas o cubicas del foliculo o una capa
estratificada de células cubicas, foliculos atrésicos, cuerpos lutempys albicans

(Fig. 30 b-d).
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H Piel W Seno Utero [ Sistema® Sistema M Vestibulo
urogenital Urinario  Digestivo

Figura 29: a: Tracto reproductor de hembraTddetradactyladonde se observa un Utero simple
y los ovarios de forma ovoides. b: Esquema del tracto genital que muestra$osrsiionde se
realizaron cortes histolégicos. Punta de flecha marca la transicion entre el cuensoadglel
canal utero-vaginal. * cuello de la vejiga. c: la diseccion anatomideaded genital mostrando
el himen. d: bosquejo de la seccidn sagital que muestra la relacién entre geaital y el
sistema urinario. e: Vulva de una hembra adulta. Escala de barras: 25 mm (a, b)(cd@)nm
(e), 20 mm. Abreviaturas: a (ano); h (himen); o (ovariao); ov (oviducto¥eswo (Urogenital); u
(utero); ur (uréter); v (vejiga); vu (vulva).
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4.2.1.2. Oviductos

Los oviductos son enrollados y filiformes, compuestos por tres partes
caracteristicas de las trompas (infundibulo, ampolla e jsgrse insertan en cada lado
de la porcién fundica del Gtero. La longitud exacta del oviducto fue dificil de medir
debido a su configuracion anatomi¢distolégicamentela pared se compone de tres
capas: la tunica mucosa, tunica muscular y tunica serosa (Fig. BA mucosase
caracteriza por un tipico epitelio columnar con células columnares ciliadas y ncsciliada
(secretoras), rodeado por una lamina propia (Fig. 31 f, g). Las células citadasas
frecuentes en el infundibulo. La ampolla tiene pliegues altamificados pliegues de

la mucosa (Fig. 38), y el istmo tiene pocos pliegues y es mas musculoso.
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Figura 30: Ovario y oviducto deTamandua tetradactylaa: Seccién del ovario mostrando
organizacion tipica, médula central y la corteza externa. Punta de flecha marca k& ceéthal.
Tincion H-E. b: corteza ovarica con foliculos tipicos en diferentes etapas de desRuiolia de
flecha marca tunica albuginea. Tincion H-E. c: corteza ovarica. Punta de flecha olaxda f
atrésico. Tincion PAS. Recuadro: detalle que muestra zona pellcida, las céluldargs y la capa
tecal. d: cuerpo lateo. Tincién H-E. e: Seccion transversal de la ampolla quieanpliegues y
corion celular. Tincién H-E. f: ampolla mostrando epitelio ciliado (punta de jle€@woracion
tricromico de Masson. g: pliegues de mucosa del oviducto que muestran un epitelio columnar
simple. Tincion H-E. Escala de barras: 5 mm (a), 100 um (b, c, €), 50 um (f) y 20 um (g).
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Tabla VI: Morfometria del tracto reproductor de hembra3 deéetradactylalLos valores estdn expresados en milimetros

X = media, SD= desvio estandar, D= derecha, |= izquierda

Canal Seno

° Ovari C del Ut . . i
s, varios uerpo del Utero Uterovaginal Urogenital Vestibulo
©
g Largo Ancho Espesor Largo Porcion Porcion
T
ancha estrechi
D I D | D |
1 15 20 7 9 5 5 30 15 10 60 42 7
2 18 21 7 5 4 5 25 21 19 63
3 19 23 8 10 7 10 25 24 20 63 31 15
4 7 5 5 4 5 4 32 17 11 43
5 20 17 6 7 4 4 19 10 0 67 21 10
X 15,69 17,27 6,43 7,04 498 546 26,36 17,44 11,94 59,00 31,27 1C
SD 518 7,20 1,31 2,57 1,18 2,58 5,07 5,49 8,10 9,19 10,37 4,
4.2.1.3. Utero

Los especimenes estudiados presentan un Utero simple en forma de pera, dorso-

ventralmente aplanado y en el fondo posee una superficie convexa (Fig 29 a, b). El

atero en su mas amplia region mide 10-24 mm y se reduce a 5-20 mm en la region

caudal (Tabla IV). La longitud del cuerpo del Utero es de unos b@8¢rabla 1V). El

endometrio muestra un epitelio columnar simple con un mucosa compuesta de

glandulas tubulares (Fi@l a). El tejido conectivo del endometrio presenta extensas

capas de sinusoides grandes anastomosadas. EI miometrio esta compuesto de musculo

liso organizado en capas con haces mal definidos de fibras entretejidas en varias

direcciones (Fig. 31 b).
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Figura 31: Utero, canal utero-vaginal y parte baja del tracto genitdlaseandua tetradactyla

a: mucosa uterina que muestra glandulas tubulares simples. Tincion H-E. Recuatieoqae
muestra el epitelio glandular del endometrio. b:miometrio uterino, haces de fisaslanes
lisas entrelazadas en varias direcciones. Punta de flecha marca la serosa d&lngtéro.
tricromica de Masson.: seno urogenital que muestra epitelio de transiciéon. Tinciéon H-E. d:
Seccion longitudinal de la transicion entre el cuerpo del Gtero y el caravatgnal, punta de
flecha sefiala la capa de musculo liso continuo a lo largo del érgano. Tin€ioe:Hransicion
desde el epitelio columnar del canal utero-vaginal, mostrando células secretaorasude a
epitelio transicional de seno urogenital (punta de flecha). Tincibn PAS. Barras de 28@ala:
pum (a), 100 um (b, ¢), 5 mm (d), 50 um (e), y 20 um (detalle A).

4.2.1.4. Parte inferior del tracto genital

El sistema urogenital puede ser descrito, desde el orificio externo, formado por
tres tubos o zonas: la zona del seno urogenital ubicado cranealmente para unir dos
tubos: un tubo ventral, la uretra, que conduce a la vejiga y un tubo dorsal, el canal utero

vaginal. El canal Gtero-vaginal (43-mm de largo, la tabla) es un tubo ligeramente
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arqueado anteroposteriormente, presenta pliegues musculares longitudinales que
conectan el cuerpo del utero con el seno urogenital (Fig. 31 d). Esta recubiarto por
eptelio columnar simple con una franja PAS-positivo evidenciando la presencia de
moco (Fig. 31 e). En el limite entre el canal (heaginaly el seno urogenital, se
observé la presencia de un tabique membranoso que presentd la caracteristica de
encontrarse biperforado en todos los ejemplares estudiados; se puede observar que este
tabigue se asemeja a un himen (Fig. 32). El himen consiste en un grueso pliegue de la
mucosa de forma redondeada con dos pequefias aberturas (FigER%as) muestras
estudiadasel himen se encontraba siempre intadib.epitelio columnar simple del

canal Utero-vaginal termina abruptamente en el himen donde empieza el epitelio de

transicion del seno urogenital (Fig. 3%g,

Figura 32: Diseccion del tracto de una hembra donde se aprecia el himen como una membrana
biperforada, a la altura de la transicion entre el canal Utero vaginal y el seno urogenital.
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La longitud de la uretra es de 14-afin y presenta un tipico epitelio de
transicion que se encuentra rodeado por musculo estBhdeno urogenital (31-21
mm de largo, Tabla IV) es una cavidad flacida y distensible, con un amplio;lumen
longitudinalmente est& cubierto por plieguesubiertos por epitelio de transicion
(Fig. 31 c). La lamina propia contiene tejido conectivo denso con abundantes fibras
coldgenas y con escasas fibras elasticas. También tiene un tejido eréctil altamente
vascular que rodea parcialmente la uretra. Esta serie de sinusoides que se
anastomosan libremente se conecta con los sinusoides del cuello del Utero. El seno
urogenital se abre al exterior a través de una hendidura vestibular (10-15 mm de
largo, Tabla 1V). Cerca del orificio externo, se observan en forma gradual los
cambios del epitelio del seno urogenital hasta el epitelio escamoso estratificado
queratinizado déa vulva. En la hembra estudiada vivavialva fue de 15 mm de

largo (Fig. 29 a, b,)e
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4.2.2. Machos

4.2.2.1. Tracto Genital

La anatomia general del tracto genital masculino del oso melero se muestra en la
Fig. 33 (a-c). Los testiculos estan localizados en la cavidad pélvica, entre la vejiga y el
recto, y se encuentran unidos medialmente entre si por una delgada capa de peritoneo

visceral (Fig. 33 a

Los rifiones estan situados en posicion craneal respecto de los testiculos y junto a
ellos. Se observa que la vena renal llega a la vena cava caudal, lo hace en un angulo
agudo, indicando la posicién caudal de los rifiones en esta especie (Fig. 33 b, véase el

recuadro).

Figura 33: Caracteristicas anatomicas del tracto genital masculincad@ndua tetradactyla
(vista ventral). (a) Diseccion donse se observa la ubicacion de los testftedba sefiala el
peritoneo visceral que conecta ambos testiculos. (b) Posicién de los testiculos \edath ca
pélvica. Recuadro: detalle que ilustra la vena renal izquierda (flecha), puneatderfiarca la
vena testicular izquierda. (c) Dibujo esquematico del tracto genital queranlgsstitios en
donde se realizaron los cortes histologicos. Escala: 2 cm. Abreviaturasoy,vieatjiga, ri,
rifién, t, testiculos, e, epididimo, cd, conducto deferente; p, prostata, vs, vesicokd, dam
glandulas bulbouretrales, pn, pene, ou, orificio uretral; um, uretra membranosa

84



Los testiculos son alargados de forma ovalada en direccion cefalocaudal (Fig. 33
a-c). Se encuentran revestidos por una capa bien desarrollada de tejido conectivo, que
corresponde a la tunica albuginda rete-testis constituye un sistema de canales
interconectados que se extienden desde el mediastino a la tdnica albuginea. A partir de
los tubulos seminiferos a la red testicular, hay una conversion desde el tipico epitelio
estratificado germinal (Fig. 34 a) a un epitelio simple cilindrico. Los conductos
eferentes, emergen desde el polo craneal testicular y presentan un alto grado de

enrollamiento antes de la apertura en el epididimo.

Los conductos deferentes, son adatrs (4.25-4.49 cm de longitud); en seccion
transversal se observa la luz del conducto en forma de estrella. Se encuentran revestidos
por un epitelio columnar pseudoestratificado (Fig. 33 c). Los conductos deferentes
tienen una tipica lamina propia y estan rodeadas por dos capas delgadas de musculo liso
y una adventicia de naturaleza fibroelastica. Los conductos deferentes se ablren en

conducto eyaculador, que desemboca en la uretra membranosa (Big. 34 d

La uretra esta revestida por un epitelio polimérfico (Fig. 34). Se divide en dos
segmentos: la uretra membranosa (2,8 cm de longitud), que va desde la vejiga hasta la
base del pene y la uretra del pene (4.6 cm de longitud) (Fig. 35 g-i) que totaegm
de la longitud del pene en su superficie ventral, desde la unién con los conductos

eyaculadores.

Las vesiculas seminales (1,8-2,3 cm de longitsdn glandulas alargadas
delgadas y en espiral ubicadas dorsalmente a la glandula de la prostata (Fig. 34 d). Estas
glandulas se componen de alvéolos revestidos por células cuboidales o columnares

epiteliales (Fig. 34 e).
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Figura 34: Anatomia e histologia del testiculo (a, d), epididimo (b-d) y glandulas sexual
accesoriagd-f) de T. tetradactyla (a) testiculo que muestra tubulos seminiferos con espermatidas
alrededor del lumen. H-E. (b) Seccién transversal del epididimo mostrando granulossRik&spo

en el lumen. PAS. (c) Epididimo con secrecion activa. Tricromico de Masson. (d) Diseccion del
tracto indicando la ubicacion de las glandulas sexuales (vista dorsal). (e) Vesicnéd. de+hi (f)
Prostata. H-E. (g) Glandula Bulbouretral mostrando células secretoras de moco Ri&sposi
PAS.

La prostata (2,4 - 2,8 x 1,0 -1,4 x 0,4 a 0,7 cm) es de forma bilobulada y esta
situada dorsalmente a la uretra membranosa (Fig. 34 d). Esta compuesta por alvéolos
que estan cubiertos por un epitelio simple columnar (Fig. 34 f). Los alvéolos
desembocan en un conducto colector principal que discurre una corta distancia a través
del tejido uretral y luego se une a los conductos deferentes (Fig. 34 d) para formar el
conducto eyaculador comun que termina en una estructura pecutidic@bo seminal,

a la altura de la uretra.

Las glandulas bulbouretrales, o de Cowper, son un par de cuerpos ovoides
aplanadas (0,9-1,2x0,7a0,8, 0,5 a 0,6 cm) situado en la superficie ventral de la uretra
peneana (Fig. 34 d). La superficie interior esta dividida por amplios tabiques de tejido

conectivo en numerosos alvéolos pequefios. El revestimiento epitelial se compone de
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células cubicas simples con ndcleos que se caracterizan por presentar secrecion PAS-
positivo cerca de la superficie apical (Fig. 34 g). Los conductos glandulares surgen de la
superficie medial de las glandulas ventralmente a la uretra peneana. Cada glandula esta
encapsulada por tejido conectivo y fibras estriadas correspondientes al musculo

bulbocavernoso.

El pene esta ventralmente dirigido hacia atrds contiguo al ano, por lo tanto no tiene
un perineo visible (Fig. 35 a-d). En las muestras estudiadas, su longitud y diametro fue
de aproximadamente 2.0 - 3.6 cm y 1.6 - 2.0 cm, respectivamente (Tabla V, Fig. 35 a-
c.). El 6rgano es de forma cénica y tienen un pliegue central (0.8 cm de longitud) que
termina en el orificio externo de la uretra sobre el extremo distal del pene (Fig. 35 c). En
secciones histoldgicas transversales se observa que mayormente se encuentra formado

por tejido conectivo denso.

Los tejidos eréctiles, cuerpos cavernosos y esponjosos, se encuentran localizados
centralmente en la base del pene, siendo estos situados dorsalmente en la parte medial.
El cuerpo cavernoso tiene forma de herradura, y el cuerpo esponjoso que es reducido
rodea a la uretra (una vision general de las estructuras del pene se puedeeplacia

fig. 35 d-f).
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Figura 35: Genitales externos e histologia del peneTdeanduav tetradactyla(a)

Pene en vista lateral. (b) Pene en vista frontal que muestra la punta (*). (c) Pene en vista
frontal que muestra orificio uretral (punta de flecha). (d, €) Secciones transversales en la
base del pene (d) y la porcién media (e). (f) Corte histolégico transversal en la punta
del pene. Tincion H-E. (g) Uretra peneana que muestra el lumen en forma de estrella.
Tincion H-E. (h) Seccién proximal del pene mostrando un seno cavernoso pequefio
(punta de flecha). Tincion H-E. (i). Seccion distal del pene mostrando un seno
cavernoso pequefio (punta de flecha). Tincion H-E. Escala de las barras 1 cm (a-f), 100

um (g-i).

Asimismo, la tunica albuginea que rodea el cuerpo cavernoso se continla
directamente con el tejido conectivo denso de la mayor parte del pene. El cuerpo
esponjoso rodea la uretra (Fig. 35 d-i) y esta presente a lo largo de toda la longitud del

pene. Este tejido se hace cada vez mas delgado y mas débil en la parte superior del
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organo; como consecuencia su extremo distal no se expande para formar un glande
verdadero, desde el punto de vista histolégico y por lo tanto no se observa ningun

pliegue de la piel o prepucio que lo cubra. Los tejidos eréctiles estan constituidos

mayormente por los senos cavernosos tapizados por endotelio y rodeado por un tejido
conjuntivo denso irregulacon la particular caracteristica de presentar muy pocas

células musculares lisas (Fig. 35 d-f)

4.2.2.1 Histologia testicular y estructura fina de la espermatogénesis

El parénquima testicular esta formado por los tubulos seminiferos y el intersticio
(con células de Leydig y las células del estroma) (Fig. 34 a). El epitelio seminifero esta
compuesto por las células de Sertoli y cuatro o cinco capas concéntricas de células
germinales (Fig. 36 a). Se observd que la membrana basal de los tubulos seminiferos
presenta periddicas indentaciones en el interior de los tibulos seminiferos. Las células
de Sertoli tienen un nlcleo ovoide y se encuentran principalmente cerca de la membrana
basal, ademdas, se caracterizan por presentar una invaginacion que se extiende
profundamente en el nucleoplasma (Fig. 36 b). El nlcleo de estas células se caracteriza
por presentar cromatina dispersa o por presentar pequefios "grupos” de heterocromatina
unidos a la envoltura nuclear (Fig. 37 b, c), el complejo nucleolar no es evidente. En
estas células, se puede observar gotas de lipidos en el citoplasma (Fig. 36 b, c). Junto a
las células de Sertoli, tienen espermatogonias-B sobre la membrana basal que presentan
cromatina como costra. Su nucleo redondo se caracteriza por grumos de cromatina
oscuros principalmente unidos a alrededor de la envoltura nuclear (Fig. 36 c). Pueden
ser reconocidos espermatocitos en diferentes etapas de maduracion, en la etapa
paquitene se observaron complejos sinaptonémicos que son claramente identificados ya

que se encuentran bien definidos (Fig. 36 b, ver recuadro). En el compartimiento
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adluminal, esperméatidas redondas se encuentran con un granulo Unico grande cerca del
nacleo, que corresponderia a la fase de Golgi de la transformacion acrosomal.
Espermatidas redondas muestran pequefios grupos de heterocromatina en todo el nacleo
(datos no presentados). En otros tubulos seminiferos, se observaron espermatidas con
forma ovalada formadas de cromatina densa que se extiende lateralmente y recubre una
pequefia porcion nuclear. Este es el comienzo de la fase de la tapa de esperméatidas (Fig.
36 d). En algunos tubulos se observa una segunda capa de esperméatidas, que muestran
un nudcleo alargado cubierto por un acrosoma bien desarrollado (Fig. 36 €). En estas la
cromatina es homogénea y gris, lo que indica un estado avanzado de maduracion (Fig.

36 €).

4.2.2.2. Morfologia espermatica

Los espermatozoides presentan un cabeza de forma oval y centralmente a la base
se encuentra la insercién de la cola (Fig. 36 f). Las medias y desviaciones obtenidos
para la longitud y el ancho de las cabezas de los espermatozoides fueron 9,501 0,66
y 4,65 + 0,34um, respectivamentéFig. 36 f). El acrosoma cubre una gran parte de la
cabeza, que represento el 70,3% de la cabeza (Fig. [3®1§ngitud de la cola fue de
59,18 + 1,78um y el de la pieza intermedia fue 14,67 = Out6 (Fig. 36 f). El
promedio de la longitud total fue de 67,33 + 1,60 (Fig. 36 f). El estudio de MET
mostro que el espesor de la cabeza de los espermatozoides fue en promedio 0,23 + 0,07
um, y tuvo un gradual aumento, de la punta a la base. El volumen nuclear de los

espermatozoides se estimé en 9,98 + Qr83.
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Figura 36: Microscopia oOptica (a) y estructura fina (b-e) del epitelio seminifero y morfologia de
los espermatozoides (f) déamandua tetradactyla(a) Tubulos seminiferos en seccion
transversal, punta de flecha sefiala la mitosis de espermatogonias. Tincion PAS. s)deélul
Sertoli con hendiduras nucleares (*) y gotas de lipidos (punta de flecha)masmwi
(recuadro muestra los complejos sinaptonémicos) y células mioepitelialenemitsana basal
(flecha). (c) Células de Sertoli con gotas de lipidos (punta deajleghlas células
espermatogonias con corteza. Flecha marca invaginaciones de la membrana pasal. (d
Espermatidas con nucleo en foma oval y material denso proacrosomico (punta dejtflec&)
extiende lateralmente, saco acrosémico (flecha). (e) Espermatidas alargadasemouhiefto

por un acrosoma bien desarrollado (flecha), cromatina homogénea (*) y pieza intemnedia ¢
mitocondrias notables (punta de flecha). (f) Izquierda, espermatozoides en contraste, de f
derecha, espermatozoides tefiidos con nitrato de plata. Punta de flecha marca el figiakde la
intermedia. Escala de barras: 10 um (a); 3 um (b-e); 10 um (f). Abresiasera células de
Sertoli; e, espermatocito; Cs, complejos sinaptonémicos; M, células mioepitekales;
espermatogonias costrosas; Es, espermatidas; BA, limite del acrd38Ra;region post-
acrosomal; PP, pieza principal.

4.2.2.3. Variaciones morfologicas del tracto genital entre los individuos

Hubo ejemplares que no presentaron espermatozoides en el epididimo y mostraron
un epitelio seminifero desorganizado, con abundantes figuras de apoptosis y la
presencia de células libres en el lumen, que carecian de los tipos celulares fiteales de
espermatogénesis (espermasidedonda y espermatidas alargadas) (Fig.aB7.os
testiculos de estos especimenes fueron clasificados como inagtawwsplumen fue
siempre menor respecto al de los machos considerados activos (Ejemplares 3, 4,5y 6
de la Tabla V). Lo mismo sucedié con los didmetros del epididimms machos
considerados inactivos (Ejemplaresl y 2 de la tabla V) dado que fueron menores en
comparacion con los otros machos (Ejemplars 3 y 4 de la Tabla V), la histologia del
epididimo (Fig. 37 hmostré menor diametro de la luz en los tabulos y fue rico en tejido

conectivo intertubular en los machos 1y 2 con respecto a los machos 3y 4(ver tabla V).
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Figura 37: Testiculo (a) y epididimo (b) de un individuo inactivo (macho 1). (a)i&@ecc
transversal de un testiculo inactivo muestra degeneracion parcial de los tubuloke sEmil
recuadro muestra células libres en el lumen con figuras apoptéticas. Tincion H-E. {6h Secc
transversal del epididimo de un individuo con gonadas inactivas que no muestran
espermatozoides en el lumen. Tincion H-E. Escala de la barra 100 pm.

Tabla V: Morfometria del tracto reproductor de machod detradactyla Los valores estan
expresados en cm. S/d: sin datos

Individuo Peso Estacién Testiculos Epididimos Pene Espermatozoide

Ne (kg) L(g;gf Azggnri)o E(sgg)son V(()(I:l::%en Didmetro Largo

1 4.1 (12/2)/2%%%3)T 20 10 08 1.0 0.4 2.0 No

2 40 /(')';‘/'ileggng‘; . 20 13 08 1.8 0.4 2.6 No

3 5.2 (21}3‘7’}%33) , 35 20 15 7.3 0.6 s/d Si

4 4.0 (04/00;?22%9)T 27 18 13 45 0.6 3.6 si

5 45 (1582";‘;‘810) 31 19 Sd 58 s/d 3.3 s/d

6 4.5 (152;8;";‘;810) 36 24 Sd 108 S/d 3.5 s/d
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4.3. Hormonas Sexuales

4.3.1.Myrmecophaga tridactyla

Los niveles hallados de progesterona oscilaron entre 18.89 y 108.33 ng/g de peso,
mientras que para los PBfestradiol oscilaron entre 2.29 y 16.86 ng/g de peso. En el
caso del 1pB-estradiol se observaron oscilaciones durante los meses julio, agosto y
septiembre, sin embargo no se observd un patron similar para la progesterona. El
método permitié observar importantes diferencias entre los niveles hormonales hallados
a lo largo del periodo de muestreo asociados al ciclo reproductivo, sobre todo con los
estrogenos, aportando de esta forma resultados preliminares que nos permitiran en un
futuro caracterizar el estado reproductivo (Fig. 38). La metodologia empleada fue eficaz
para la deteccién de las hormonas sexuales y los datos obtenidos permitieron obtener un
perfil hormonal sugieendo un ciclo en hembras con una periodicidad de 25-30 dias

aproximadamente.

94



18 1 Julio ; Agosto . Septiembre 'Qctubre [ 120

- 100

- 80

el

- 40

ng Pg/g heces

- 20

0 20 40 B0 80 100
Dias

Figura 38: Curvas de correlacion entre concentraciones de progesterona plasmatica y
estrogenos en muestras de heces fresclak ttelactyla.

4.3.2. Tamandua tetradactyla

Las diluciones Optimas resultaron variar para progesterona en los meses yle abril
junio, mientras que para estrogenos fueron de 1:5 en ambos meses. Los niveles hallados
de progesterona para abril oscilaron entre 1.94 y 4.36 ng/mg de peso, y para junio entre
1.67 y 6.14 ng/mg de peso, mientras que para los estrégenos oscilaron entre 3.30 y
20.20 ng/mg de peso en abril y entre 5.13 y 10.64 ng/mg de peso para junio. Ambos
ejemplares se encuentran sincronizados en sus ciclos reproductivos. EI método
posibilité cuantificar diferencia entre hormonas debiendo seguir por mas tiempo para

caracterizar en forma completa el ciclo (Fig).39
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Figura 39: Curvas de correlacion entre concentraciones de progesterona plasmatica y

estrogenos en muestras de heces frescastdeadactyla.
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5. Discusion

5.1 Citogenética

La nomenclatura en Xenarthra ha sufrido sucesivas modificaciones desde las
primeras descripciones del grupo, tanto en sus formas fésiles o vivientes. En los ultimos
afos los estudios de filogenia molecular han realizado aportes significatrecs de
la posicion filogenética del grupo y de sus relaciones con los restantes mamiferos
placentados (Delsuc et al. 2003; 2004). Los estudios citogenéticos no han ayudado a
comprender la historia evolutiva de Xenarthra, esto puede ser debido a quel hasta e

momento ellos carecen de profundidad y extension necesarias

5.1.1Myrmecophaga tridactyla

La caracterizacién del cariotipo dd. tridactyla cobra especial importancia
debido a que se han identificado genéticamelo® diferentes razas cariotipicas e
nuestro territorio. Esta variacibn se debe a rearreglos cromosémicos del par 14,
probablemente correspondiente a una inversion pericéntrica (Fig. 40), que podria afectar
a los individuos heterocigotos (resultado de la union de dos individuos con variacion

cariotipica) (Merani et al. 1980).

El cariotipo encontrado coincide con en el 2n al descrito por Hsu (1965) y
Pereira et al. (2004). Siendo la descripcion de los ejemplares de este ultimo autor la

correspondiente a la forma doble homocigota, con ambos elementos del par 14 con

98



brazos pequefio%” (DH), con un nimero fundamental equivalente por lo tanto al
NF=112 encontrado para la distribucion Nlo obstante, en el ejemplar en el que se
realizo la deteccion inmunolégica del CS, se observdé que este par presentaba una
posible sinapsis. Seria importante poder realizar estudios meidticos y ver como ocurre la
segregacion en individuos que presenten este rearreglo, y sobretodo en individuos de la

progenie de estos y evaluar asi su posible subfertilidad.

X

A A A

N EEIRE

Figura 40. Inversion pericentromeérica, explicando el mecanismo de reordenamieto encontrado
enM. tridactyla.

Los estudios de Mathey, ya en 1949, en sus conclusiones, demostraron que las
variaciones cromosomicas encontradas en la naturaleza, pueden ser de diversos tipos,
involucrando distintos rearreglos estructurales como: inversiones y translocaciones en
estados de homo y heterocigosis; a esto, se sumaba la posibilidad de que los hibridos
(heterocigotas para un rearreglo) tuvieran una potencial fertilidad reducida asociada a
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mecanismos de aislamiento post-cigoticos (Fig. &b conocido en mamiferos que
cuando las razas cariotipicas toman contacto entre si y se hibridizan, producen un
cariotipo heterocigota (White 19)3Este cariotipo heterocigota, puede sufrir una
disminucién de la fertilidad (Searle 1986). La alteracion de la fertilidad puede
representar un gran impacto en la disminucion del flujo génico entre las dos razas
cromosomicas, evolucionando probablemente cada una de ellas en especies distintas
(White 1978). En condiciones de bioterio se ha podido cruzar especies como la
musarafia enana y el ratdn con variaciones cariotipicas de tipo Robertsoniano (Searle
1983; Searle 1988, Redi y Capanna 1988) con la produccién de heterocigotas
Robertsonianos. En ellas se ha demostrado la aparicion de subfertilidad del
heterocigota, por la produccion de gametas no balanceadas, resultado de la no
disyuncion en la anafase | de la meiosis y por el parcial o completo arresto de la
gametogénesis del macho (Gropp y Winking 1981; Redi y Capanna 1988; Merani y
Capanna 1980). En vez, en los akodontinos, donde se trata de una fision con inversion
pericentromérica (Merani et al. 1980) ha sido demostrado que no soélo los heterocigotas
presentaban una mala segregacion, sino que también la presentaban los doble
homocigotas, en los cuales, incluso era mas evidente en la Métaiada Meiosis. E

posible que eM. tridactylaen las zonas marginales de diferentes areas de distribucion
donde individuos entren en contacto y se forme el heterocigota, haya una reduccion de

la fertilidad similar a las que ha sido demostrada en especies modelos.
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m» Hibrido

Figura 41: Hibrido heterocigota producto del cruzamiento de individuos de una especie con
variaciones cariotipicas para un par cromosomico.

En el presente trabajo de tesis se demuestra que la existencia de un nuevo
cariotipo es evidente. Sin embargo, sera imprescindible aclarar si los individuos de las
distintas distribuciones, o los hibridos que se formen de ellos pueden presentar un
estado de subfertilidad, o si estos rearreglos cromosémicos, son fluctuaciones que se
dan naturalmente en la especie a lo largo de su distribucién, sin ocasionarles mayores

problemas.
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Cromosomas Sexuales

En ejemplares representativos de la distribucion Argentina, no se obtuvieron
resultados coincidentes respecto a la morfologia de los cromosomas sexuales con los
publicados para esta especie por Pereira et al. (2004). Segun nuestros estudios el
cromosoma X es submetacéntrico, mientras que Pereira et al. (2004) lo definen como
metacéntrico mediano. Tampoco coinciden nuestros estudios con la morfologia
mostrada por ellos para el cromosoma Y. Utilizando los sistemas de bandas y a través
de inmunodeteccion de espermatocitos en paquitene quedo claramente demostrado que
el cromosoma Y es de morfologia submetacéntrica a diferencia de la forma acrocéntrica

publicada por Pereira et al. (2004)

5.1.2. Tamandua tetradactyla

La caracterizacion del cariotipo de tetradactylacon los diferentes tipos de
bandeos es de importancia ya que la variabilidad de color de pelaje en esta especie ha
conducido a un gran numero de especies nominales no validas y descripciones
subespecificas; en gran medida basados en la distribucion del color negro en el cuerpo
de esta especie. Turner (1853) describd@mandua longicaudataefiriendose a la
variante totalmente amarillenta que caredein“chaleco” negro en el pelaje; también
fueron descrita3. nigra (Geoffroy 1803) yT. quichua(Lonnberg 1942) referidas a las

variantes que poseian pelaje totalmente negro. Recientemente Gardner et al. en el 2007
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reconocen cuatro subespeci€amandua tetradactyla tetradacty(ainnaeus 1758; este
y sur de Brasil),Tamandua tetradactyla nigrdGeoffroy 1803; norte de Brasil,
Colombia, Venezuela, Trinidad, y las Guayand&mandua tetradactyla quichua
(Thomas 1911; Perq, Ecuador y extremo oeste de Bra3ignmyandua tetradactyla

straminea(Cope 1889; Sur de Brasil, Paraguay, Bolivia y Argentina (Fig. 42).

Figura 42: Distribucion geografica de las cuatro subespeciek tiestradactylaSubespecies: 1,
T. t nigrg 2, T. t. quichua 3, T. t. stramineay 4, T. t. tetradactyla Mapa modificado de
Gardner (2007) (Hayssen 2011).

Ademas los datos citogenéticos han sido fundamentales en la descripcion de la
sistematica de los osos Meleros. Antes de 1975, fueron reconocidas dos especies de 0so
melero:T. tetradactylay T. longicaudataA través del analisis citogenético de estas dos
“especies”, se demostré que ambas poseian idénticos numeros diploides (2n = 54, Hsu
et al. 1965; Jorge et al. 1977). Estos resultados apoyan los datos sobre la distribucion

geografica y la morfologia obtenidos por Wetzel (1975) que analizando caracteres
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craneanos determind quk tetradactylae T. longicaudataeran una sola especie

agupandolas eifl. tetradactyla.

En 1969, Hsu y Benirschke describieron por primera vez el cariotipo de un
ejemplar machoT. tetradactyla, provenientede Chiapas, México con un numero
diploide de 2n = 54. Sin embargo, en 1975 Wetzel divide #etradactylaen dos
especiesT. tetradactylaampliamente distribuida en América del SurT.ymexicana
desde el centro de México hasta la parte norte de América del Sur. Asi, el individuo
descrito por Hsu y Benirschke (1969) fue en realifagdmexicanaEn el afio 200
Pereira et al. identifican un nuevo cariotipo en el gétamranduacon un 2n = 56
sugiriendo una nueva especie que presenta unébasin especifica referida a “La
Mata Atlantica” (Bioma distribuido entre Brasil, Paraguay y Argentina). Nuestros
resultados son coincidentes en el 2n=54 con los estudios previos (Hsu y Benirschke,
1969; Jorge et al. 1977) pafamandua tetradactylgpudiendo aclarar ademas por
sistemas de bandeos y respetando la convencién de Denver (1960), el ordenamiento de
los elementos criteriosamente. Ademas nuestros estudios realizados en ejemplares de
diferentes zonas representativas de la distribucion Argentina muestran una uniformidad
propia del cariotipo df. tetradactylatanto en regiones correspondientes‘@haco
Argentind’ como en ejemplares provenientes deNkata Atlantica” argentina. En este
punto no podemos revalidiers estudios previos obtenidos por Pereira et al. (2004). Los
autores solo muestran las figuras correspondiente al cariotipo sin sistemas de bandeos y
con un n muy bajo (n=1) lo que hace mas dificil poder interpretar si este ejemplar con
un 2n=56 es parte solamente de un nuevo cariograma de una nueva especie 0 si son

realmente dos razas cariotipicas.
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El cromosoma X, presentado por Pereira et al. (2004), es un elemento
metaceéntrico grande y no corresponde al X descrito por nosotrod,. panadactylade
morfologia submetacéntrica y que se encuentra entre los elementos medianos del
cariotipo (5,89 £ 0.66%). Jorge et @1977) en una hembra de tetradactylatambién
describen erroneamente el par sexual, tal como en el trabajo de Pereira et al. (2004).
Acorde con nuestros resultados, los elementos por ellos colocados en el par 3,
corresponden a los elementos del par sexual XX segun nuestro cariotipo. También en
este trabajo, colocan los elementos, que a nuestro entender corresponden al par 2, como
par XX. A partir de tinciones diferenciales como bandas G y C, pudimos homologar
correctamente los pares, y ademas identificar aquellos errbneamente apareados en
trabajos anteriores. El cromosoma 2 estudiado por nosotros, muestra el mismo patrén de
bandas C que el X descripto por Jorge et al. (1977). Ademas Pereira et al. (2004)
describen un cromosoma sexual Y correspondiente a un elemento acrocgrmtieo,
tampoco corresponde al cromosoma Y descrito por nosotros de morfologia
submetacéntrico (dentro de los de menor tamafio para la especie 2,53+0,39). Esta
morfologia de los cromosomas sexuales definida por nosotros coincide con la descripta

primariamente por Hsu ek §1965).

Asimismo, la morfologia que observamos para los cromosomas sexuales es afin
con la misma morfologia de los cromosomas sexuales obteniddd paidactya tanto
en el cariotipo mitético como la de los complejos sinaptonémicos. Ademas, las
descripciones de los cromosomas sexuales para la e3péeteadacyla(Jorge et al.
1977; Hsu y Benirshke 1965) muestran ser coincidentes con nuestras descripciones, al
igual que pareCyclopes didactylugJorge 2000) (la especie mas cergafe esta

manera, podemos afirmar que los cromosomas sexual€b. detradactylay M.
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tridactylas son caracteristicos y conservados para Myrmecophagidae, y también para

Vermilingua.

5.1.3 Homeologias cromosomicas enth. tridactylay T. tetradactyla

El cariotipo con bandas G realizado nos permitié analizar los cromosomas para
poder homologar los pares cromosdmicos, detectar reordenamientos cromosomicos, y
realizar las homeologias de los cromosomas éitrigidactylay T. tetradactyla Se
pudo corroborar varias homeologias cromosomicas, identificando reordenamientos
cromosomicos caracterizados por fusiones que no habian sido detectadas en la literatura
(Hsu 1965; Jorge 1977; Pereira et al. 2004). Sin embargo, no hemos podido detectar y
de esta manera poder aclarar, si hubo eventos de reordenamientos como translocaciones
o deleciones entre las especies. Ademas, mediante el Bandeo G no se pudo esclarecer
como son las homeologias en los pares cromosdmicos de menor tamafo, por lo que
seria importante poder desarrollar otros tipos de técnicas, como por ejemplo son la
hibridacion in situ, y de esta manera corroborar que otros tipos de eventos pueden haber
sucedido en la especiacion citogenética entre especies de los gEaerasduay

Myrmecophaga

Es sabido quel patron de bandas C de los respectivos cromosomas puede variar
entre homologos dentro de un individuo, asi como entre individuos (Verma y Babu
1989). Esta variacion es comunmente conocida como polimorfismos de bandas C. Sin
embargo, para los ejemplaresietridactyla y T. tetradactylaestudiados se encontré

un patron de BC igual, tanto dentro como entre los individuos estud&alsabe que la
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variacion de tamarfos de las bandas C es continua pero no discreta, y que estas pueden
clasificarse en 5 categorias, nivel 1 a nivel 5 (muy pequefias, pequefas, intermedias,
grandes y muy grandes) (Paris conference 1971). A base de esta clasificacion se podria
decir queM. tridactyla presenta en la mayoria de pares cromosémicos un patron de
bandas-C de tamafio pequefio a intermedioT.Eetradactylase evidenciaron regiones
grandes repetitivas de heterocromatina centromérica en 6 pares cromosomicos (2, 3, 6,
13, 16, 18) donde se pudieron apreciar homeologias correspondientes a fusidhes con
tridactyla correspondiente a fusiondsas bandas C también pueden ser heteromorficas

en su posicion en relacion a la constriccidbn primaria de esta modo pueden ser
clasificadas también en 5 niveles (sin inversion, Sl; con inversién parcial menor, IPM;
con inversiéon media, IM; con inversion parcial mayor y con inversion completa, IC)
(Verma et al. 1979). Asi evl. tridactyla solamente en dos pares de cromosomas (1, 9)

se presentaron bandas C teloméricas, mientras glLetetnadactylasucedio erb pares

(2, 11, 14, 17, 20) que presentaron bandas teloméricas e intersticiales.

Se conoce que, desde las plantas a los mamiferos los cariotipos mas ancestrales
dentro del clado estan constituidos esencialmente por mayor cantidad de elementos
acrocéntricos (Benazzi 1973). Nuestros resultados carioldgicos soportarian que las
especies del génerbamanduaserian las mas derivadas dentro de los vermilinguas,
siendo un aporte esencial a los estudios fragmentarios e incompletos de estas especies.
Estos posibilitaran proponer relaciones filogenéticas, y patrones de evolucién intra-inter

especifica, genérica y superiores en Xenarthra.
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5.2 Reproduccion

5.2.1. Tracto reproductor de las hembras

El analisis de las caracteristicas anatomicas e histolégicas del tracto genital
femenino del oso melero mostraron diferencias importantes con respecto a otras

especies de Xenarthra.

Los ovarios son de forma ovoide y presentan una organizacion tipica, como en la
mayoria de los mamiferos con médula central y corteza externa (Weichert 1967; Kluge
1977; McDonald 1989). Ademas se observd presencia de foliculos ovaricos con un
anico ovocito, en todos los casos. Esto contrasta con las descripciones morfologicas de
otras especies de xenartros como son los armadilogetophractus vellerosus
Chaetophractus villosyuZaedyus pichiyTolypeutes matacu€abassous chacoensis
Chlamyphorus truncatysjue poseen una polarizacion longitudinal de la corteza y la
médula en el ovario; y presencia de foliculos que contienen grupos de ovocitos (Cética

et al. 2005).

El dtero tiene forma de pera y se clasifica como simple, esta caracteristica también
fue observada en el oso hormigudvb {ridactyla) por Schauerte (2005). De apariencia
es groseramente similar al Gtero derivado de primates en lugar del tipo bicorne mas
primitivo. Este tipo de uterfitero simple) también ha sido descrito en algunas especies
de armadillos com®asypus novemcinctuBasypus hybridusTolypeutes matacuy
Tolypeutes tricinctugEnders y Buchanan 1959; Galbreath 1985; Cetica et al. 2005).

Esto difiere del tipico utero bicorne encontrado@m vellerosus Ch. villosus Z.
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pichiy, Ch. chacoensiy Ch. truncatus(Cética et al. 2005), y del Gtero unicorne

descripto en Bradypodidae y Megalonychidae (Benirschke y Powell 1985).

El canal Uterovaginal es una cavidad distensible cubierta por un epitelio columnar
alto. Debido a la naturaleza de su epitelio, esta estructura puede ser también llamada
cuello uterino. Sin embargo, se prefiere usar el término canal Gterovaginal porque no
observamos un segmento anatémico en el cuerpo uterino que actie como restriccion a la
expansion, que puede servir adecuadamente como un cuello uterino. Teniendo en cuenta
esta observacion, y el hecho de que esta estructura esta limitada en su extremo caudal
por un tabique que se asemeja a un himen, se sugiere que este tubo es la zona donde se
esperaria anatomica e histologicamente la presencia de una vagina. En esta esta especie,
T. tetradactylael cuello del Gtero no esté bien desarrollado, y el epitelio vaginal no se
estratifica como ocurre en la mayoria de los mamiferos (McDonald y Pineda 1989). Esta
estratificacion probablemente protegeria a la vagina durante la penetracién. Esto no
parece suceder @n tetradactyladebido da naturaleza del epitelio y al hecho de que

“himenri’ estaba intactoentodas las muestras estudiadas.

5.2.2. Tracto reproductor de machos

En esta tesis doctoral, se describe por primera vez, la morfologia completa del
tracto reproductor del oso melero, ademas de la estructura fina de la espermatogénesis
de T. tetradactyla Nuestros estudios histomorfoldégicos permiten el correcto
reconocimiento de las glandulas accesorias y una descripcion detallada de la estructura

del pene y la genitalia del oso melero.
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El oso meleroT. tetradactylano presenta como en varias especies de mamiferos
diferencias de tamafio corporal o de pelaje, que permita distinguir un patrén de
dimorfismo sexual caracteristico (Ralls 1977; Wiig y Andersen 1986; Ventura et al.
2002). También es dificil diferenciarlos por sus genitales debido a la presencia de
testiculos internos, un perineo inexistente y poco desarrollo del pene de esta especie. En
este aspecto, aqui se establece la presencia de un orificio uretral exclusivo en machos,
sobre la punta del pene, distinguible del orificio vulvar en hembras constituyendo asi un
importante aporte para lograr la correcta identificacion del sexo de esta especie para el
0jo inexperto. El pene poco desarrollado coincide con descripciones de especies
emparentadas como los 0sos hormigueros (Bartmann et al. 1991) y perezosos (Dos
Santos Martins 2003). A través del analisis histolégico de los tractos reproductivos y de
las estructuras eréctiles descriptas, podriamos inferir y comprender el tipo de copula en
esta especie. La disposicidbn de estructuras eréctiles, cuerpo cavernoso y cuerpo
esponjoso, dentro del pene puede variar segun la especie. Por ejemplo, en la nutria
(Stanley y Hillemann, 1960) y en el marsugtdlilander oposungRibeiro y Nogueira)
el cuerpo esponjoso y la uretra se ubican dorsalmente mientras que el cuerpo cavernoso
se ubica ventralmente dentro del pene. El cuerpo cavernoso en el oso melero forma una
unidad de mayor tamafo del lado proximal y se extiende lateralmente cubriendo
parcialmente la parte ventral de la uretra mientras que el cclEmponjoso esta
pobremente desarrollado. La estrecha disposicién del cuerpo esponjoso y de la uretra
sugiere una funcionalidad de proteccion de la uretra y el mantenimiento de la luz de esta
durante la intromision del pene en la cép@btejido eréctil del pene, especificamente
las células del musculo liso, desempefia un papel clave en el proceso eréctil (Dean y Lue
2005): Sin embargo el poco desarrollo del tejido muscular liso en las estructuras

eréctiles del pene de esta especie podria estar indicando que el pene no aumentaria
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mucho su tamafo durante la copula. Ademas, Segun Wrobel y Bergmann (2006),
basado en el predominio de tejido eréctil en el tejido conectivo y viceversa, los penes se
pueden clasificar en tres tipos a saber: el tipo vascular, donde predominan las cavernas,
el tipo fibroelastico, donde el tejido conectivo prevalece, y el tipo intermedio, que esta
entre los dos tipos anteriores. El pene del oso melero seria considerado del tipo
"fibroelastico” ya que en corte transversal se puede observar el gran desarrollo de tejido
conectivo denso ocupando la mayor parte de la seccidén del 6Ese@ran desarrollo

de tejido conectivo denso también estaria limitando al proceso de ereccion. Todos estos
datos histomorfolégicos indicarian que durante la cOpula en esta especia la intromision
del pene en el canal uUtero-vaginal de la hembra seria reducida en recoorido. Nuestra
hipétesis coincidiria con las conjeturas realizadas por Bartmann et al. (1991) en el oso
hormiguero K. tridactylad). Sin embargo, debemos destacar que la longitud exacta del
pene erecto sbélo puede ser demostrada en animales vivos o0 mediante electro
estimulaciéon. Por todo lo expuesto nuevos estudios serian necesarios para aclarar la

estrategia exacta de transferencia de gametos de un individuo a otro en esta especie.

De nuestros resultados es apreciable una variacién de tamafio en genitales de los
machos durante ciertas épocas del afio, esta caracteristica también fue observada por
Graseé (1955) (resto reproductiva), lo que hace mas dificil distinguir los sexos en estos
animales. Este fendmeno ha sido reportado en ambas especies de Myrmecophagidae

(osos hormigueros y osos meleros) (Da Silveira 1968).

En Xenarthra, la estructura fina de las células del epitelio seminifero ha sido
sefalada sélo para el armadiDasypus novemcinty&dmonds y Nagy 1973; Weaker
1977), y por nosotros en el armadiin. villosus(Luaces et al. 2012). Siendo esta la
primera descripcion de las células del epitelio seminifero, con microscopia electrénica,

111



en una especie de Pilogd. tetradactyld. Las espermatogonias encontradas son
similares a las espermatogonias B descriptas por Weaker (1977), y las células de Sertoli
presentan aspecto tipico con profundas hendiduras nucleares. Se derivan de este trabajo
aspectos generales del proceso de la espermatogénesis yaegtabkecen las etapas
tipicas del desarrollo de las esperméatidas a partir de la condensacion de la cromatina y
de la forma del ndcleo. Era necesario enfrentar la descripcion de la configuracion
normal del epitelio seminifero con la que se encuentra en algunos individuos con
espermatogénesis incompletaslevaginaciones de la lamina basal que apuntan hacia

los nucleos de las células de Sertoli se describe sélo en condiciones patologicas en seres

humanos (Haider et al. 1986).

La forma de la cabeza de los espermatozoides coinciden con las descripciones
previas realizadas por Hay et al. (1994) para la especie; sin embargo, la longitud de la
cola de los espermatozoides fue significativamente menor en nuestro estudio. El largo
total de los espermatozoides (67,00 £ 1,60 um) fue similar a la media de los
espermatozoides de muchos euterios (69,23 = 4,13Rofgan et al, 1992)y, alejado
de la media para los roedores (101,00 + 3,17 um) excepcionalmente largos(Roldan et
al, 1992). Basamos nuestros resultados sobre varias medidas de espermatozoides
maduros y bien conservados de dos individAoemas, se dan imagenes para respaldar
estos datos. Por lo que consideramos que el tamafio del gameto masculino que medimos
es el correcto, al menos para los ejmplares de esta latitud. La morfologia de los
espermatozoides de tetradactylaes similar a la encontrada en el perezBsadypus
tridactylus sin embargo el tamafio dekgermatozoide de esta especie
considerablemente menor (33,2 + 0,75 um; Peres et al. 2008) al de los gametos de la

mayoria de mamiferos incluyendo los Xenarthra (Roldan et al. 1992). En comparacion
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con otros xenartros, como los armadillos, la forma y el tamafio de los espermatozoides
fueron similares a los de las especies filogenéticamente basales (@asypas Cética

et al 1998; Moller-Krull et al. 2007), siendo diferente de las especies mas derivados
(Priodontes maximys Cabassous unicinctus Chaetrophractus vellerosus
Chaetrophractusvillosus Zaedyus pichiyEuphractus sexcinctusCética et al 1998,
Moller-Krull et al. 2007), que presentan cabezas de espermatozoides extremadamente

delgadas, grandgsen forma de cuchara (Cética et al., 1998).

5.2.1. Ciclo hormonal de las hembras

La duracion del ciclo estral basado en el intervalo entre picos séricos de
estrdgenos y progesterona por nosotros obtenidos fue de aproximadamente 25 dias para
M. tridactyla estos resultados difieren de los publicados por Patzl et al. (1998) los
cuales fueronleededor de los 50 digs 40 dias en hembras damanduaHay et al.

1994; Kusuda 2010). Seria importante lograr un mayor seguimiento de nuevos
ejemplares para confirmar estos resultados y poder ver si es debido a algdn facto
relacionado con el cautiverio, u otros factores ambientales (como latitudes, fotoperiodo,
etc). A pesar de esta diferencia de duracion queda verificado también por nosotros que

las hembras de estas especies son poliéstricas anuales.
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6. Conclusiones

Conclusiones de citogenética

* La especiacién en Myrmecophagidae es cariotipica

* Myrmecophaga trydactylpresenta un cariotipo mas ancestral indicando que la
evolucion ocurrié en sentidd. tridactylaaT. tetradactyla

* Myrmecophaga tridactylavidencio dos formas cariotipicas, posible causa de
aislamiento reproductivo a tenerse en cuenta en planes de conservacion

Conclusiones de la biologia de la reproduccion

* El tracto reproductor de la hembra demandua tetradactylapresenta
caracteristicas arcaicas compartidas con otras especies de Xenarthra.

* La ausencia de una vagina impide realizar estudios de los ciclos por métodos
exfoliativos.

« La técnica de cuantificacibn de hormonas en materia fecal resulté una
metodologia no invasiva eficaz para medicion de ciclos.

* Los machos d&damandua tetradactylpresentan periodos de celo evidenciados
por inhibicion testicular.

+ [Existe una correlacion entre la forma del espermatozoide y la morfologia del
tracto femenino efifamandua tetradactylaoincidente comasypus hybridus.
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8. Anexos
8.1. Soluciones:

8.1.1. Medios de Cultivo:

Los medios de cultivo utilizados fueron RPMI 1640 y MEM Modificado a ph 7.
La preparacion de los medios de cultivo se realizd6 a partir de preparados de
aminoécidos y vitaminas comerciales liofilizados, los cuales fueron diluidos en agua
tridestilada estéril de alta calidad obtenida a partir de filtros Milli-Q Millipore.
Posteriormente los medios fueron filtrados a través de dos membranas clarificantes.
Seguidamente fueron filtrados a través de una membrana de retencion bacteriana v,
finalmente, a través de una membrana de 0.22 mm para retencion viral. A continuacion,
los medios de cultivo fueron fraccionados en flujo laminar en alicuotasntley® mL
en frascos de 5L que luego fueron debidamente cerrados con tapones de goma

estériles y finalmente precintados.

8.1.2. Colchicina:

Se prepararon soluciones madre de colchicina de concentraciéon Onl,nteg
cuales fueron conservadas a 4°C en frascos ampolla debidamente cubiertos con papel de
aluminio. Para la obtencion de la solucion de colchicina con concentracion 6ptima para
el trabajo con los cultivos, se efectuaron diluciones 1:10 en solucién fisiologica

destilada estéril (concentracion 10 pg/mL).

8.1.3. Suero:

Se utilizé suero fetal bovino de marcas Natocor y Bioser, los cuales se encuentran

en estado liquido y condiciones de esterilidad.
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8.1.4. Antibidticos:

Fitohemaglutinina (FHA): marca Sigma. Fue diluida 1:25 en solucién
fisiologica estéril. La mitogenicidad de la misma fue evaluada adicionando a un cultivo
de linfocitos 0.1mL, 0.2mL y 0.3mL de dicha dilucion por cada I0L de medio de
cultivo. Una vez establecida la dilucién de mayor poder mitogénico, ésta fue utilizada
hasta finalizar el stock.

Penicilina-Estreptomicina: preparada partir de agua bidestilada en las siguientes
concentraciones:

* Penicilina G (s6dica) 104 U1l/mL diluida en 10GnL de agua bidestilada.

* Estreptomicina 50 ug/mL diluida en 100nL de agua bidestilada.

Posteriormente, fue fraccionada debidamente en alicuotas rde Rara ser

utilizada en los cultivos.

8.1.5. Solucion Hipoténica:

La solucion hipotonica fue preparada a partir de 1 litro de agua tridestilada con

concentracion KCL 0,007 Molar.

8.1.6. Fijador:

Se utilizé fijador Carnoy, compuesto por Metanol (Cicarelli) y Acido Acético
glacial (Cicarelli) en proporcion 3:1.

8.1.7. Bandas G con tripsina:

Solucion de Tripsina 0,1%:

NACHT 0,000 ..o mL4,5



NagHP O, 0,2 N oot a e mi,5
Tripsina 1% (DIfCO 1:250) ......ccuuuuuiiiiiiiieie e mL 1
Agitacion en un Erlenmeyer una hora. Luego filtrar y alicuotar.

pH=7,5

PBS (sin C&" ni Mg®":

N = 8,00 gr
S 0,20 gr
NapHP Oy (@nhidrid0) .......vvvviviiiiiiiiiiiieieceeeeee e 1,15 gr

KH P O e 0,20 gr
AQUA AESHIAA ... 11t

Soluciéon de Coloracion:

Solucion A “Buffer” SOrensen ...........coeviiieeeiieiiiinneeiieiiieeeeeeeninnn 10
Sol A: KHaPOy e 4,54 gr/50@Q H20 bidestilada
Solucion B “Buffer” SOrensen ..............ceeveeiiiiiiiinieiieiiiineeeeeeiin n30
Sol B: NgHPOy ..ccooooeeeeiiei, 5,94 gr/50M H20 bidestilada
GIBIMSA ittt 8l- 10
pH: 6,8

8.1.8. Bandas C:

HCIO,2N ..o, 1,6 mL HCI/200mL H,O destilada

Solucion Ba(OH)L 5% ....ccccovvecvveiiieiiene, 2,5 gr/50mL H,O bidestilada
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Solucién 2xSSC:

NN = 17,53 gr
Citrato de Na « 2BD ...oveiiieei e 8,82 gr
[ PO B 10 (1] 1] F= o £ 11t

Solucion Giemsa 2% en “Buffer” fosfato Sorensen M/15 (pH:7.1)

Solucion A “Buffer” SOrensen ...........oooooeviiiiiiiiiiiiiiiiii e 70
Sol A: KHaPOy i 4,54 gr/50@Q H20 bidestilada

Solucion B “Buffer” Sorensen ...........cccccvvvvviiiiiiiiiiiieccneieeeiinns 3o
Sol B: NgHPOy .coooooeeieeii, 5,94 gr/500 H20 bidestilada

8.1.9. Tincion de NOR (nucleolar organizing regions) (Howel and

Black, 1980)

Solucion AgNO; 50%
AGNOS e 0,25 gr
[ PO I o 10 [S1) 1] F=To £ ul.500

Preparar en pequefas cantidades en un tubo Eppendorf. Envolver el tubo en

papel aluminio para evitar la exposicion a la luz.

Solucién de gelatina 1%

GIALINGA et 0,1 gr
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H20 bidestilada ...........oooovveiiiiice e 10.ul...

ACidO FOrMICO 10090 .......oeveeeeieiieeeieeeeee e 50.pl..

Disolver en agua 60-70°C en bafio térmico. Dejar enfriar y agregar Ac. Formico.

Guardar en frasco color caramelo.

8.1.10. Microextendido de complejo sinaptonémico

Fijador: Paraformaldehido (PFA) 1% en agua desionizada (pH 8.5), ajustado

con buffer borato + Tritbn X-100 (concentracion final 0.15%). Duracion: 3

Meses.
HoO destilada..........ooevieiiiiiiiiiiie e mL.. 6
Paraformaldehido 4% (Se prepara aparte®} .........ccccceeeeeeeeeennn. &L
Triton 20% (Se prepara aparte 500 pl) ....oooooeeviviiiiiiiiiiii e, 12.ul

Buffer de extraccion e hipotonia Drying - Down (pH 8.5):

THS-HCL 600 MM ..ottt mL 1
B I 1,453 gi2(de solucién total
HCI puro (36,5%)................. 40 gotasfhl de solucion total (pH 8.0)
Sacarosa 500 MM ..o mL... 2
Citrato de sodio 170 MM ....cooiiiiiiiiiiiiiieee e mL. 2
EDTA (acido etilendiaminotetraacético) 0,5 M (pH:8.0) ........... OraB8
EDTA disédico deshidratado ..........cccceevvvivnneennnnes 186,1 giMoei,0

Ajustar a pH:8.0 con NaOH 10 M

Llevar a 1 It con agua y esterilizar por filtrado.
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HoO deStilada .......coovvviieeeiiiiiiiiieiiiieee e rhil.56

Sacarosa 100 mM (pi 8.5, ajustado con buffer borato)

Buffer Borato: Borato de Sodio 0,05 M

Photoflo 0,4% (Kodak)

8.1.11. Inmunodeteccion:

Anticuerpos Primarios:

Anticuerpos primarios | Origen Compaiiia Dilucion
Anti-MLH1 Raton BD-Pharmingen 1:300
Anti-SMC3 Conejo | Chemicon, Millipore| 1:1000

Suero CREST Humano IFI 1:100

Anticuerpos Secundarios:

Anticuerpos secundarios| Fluorocromo Compaiiia Dilucion
Cabra anti-conejo TRITC Jackson Immuno Resear( 1:50
Cabra anti-raton FITC Jackson Immuno Resear( 1:50

Cabra anti-humano FITC Jackson Immuno Resear( 1:50
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8.2. Procedencia de los animales

Myrmecophaga tridactyla

Sexo Distrib Provincia Localidad 2n NF
i) I Jujuy La esperanza 60 110
a I Salta San Agustin 60 110
a I Salta San Agustin 60 110
Q I Salta Las Lajitas 60 110
Q I Salta El Mistol 60 110
Q I Salta Curva del Turco 60 110
Q I Salta El Mistol 60 110
Q I Salta Las Flores 60 110
Q I Salta L. Cabral 60 110
Q I Salta Gral. Guemes 60 110
Q I Salta Gral. Guemes 60 110
Q [ Salta Santa Barbara 60 110
Q | Salta Sin datos 60 110

Sexo Distrib Provincia Localidad 2n NF
a3 Il Santiago del Estero Paraje Monte Rico 60 112
Q I Santiago del Este Paraje Monte Rico 60 112
Q Il Santiago del Estero Paraje Monte Rico 60 112
Q Il Santiago del Estero Los Pirpintos 60 112
o) Il Santiago del Estero Los Pirpintos 60 112
3 Il Santiago del Estero Dpto. Alverdi 60 112
a Il Santiago del Estero Dpto. Alverdi 60 112
a Il Santiago del Estero Copo 60 112
a Il Santiago del Estero Copo 60 112
a Il Santiago del Estero Sacha yo 60 112
o) Il Santiago del Estero Sacha yo 60 112
o) Il Santiago del Estero Campo Gallo 60 112
o) Il Santiago del Estero Campo Gallo 60 112
i) Il Santiago del Estero Monte Quemado. 60 112
Q Il Santiago del Estero Monte Quemado. 60 112
Q Il Santiago del Estero Pampa de los Guanacos 60 112
) Il Chaco Roque Saenz Pefia 60 112
) Il Chaco Gral. Pinedo 60 112
Q Il Chaco Pampa del infierno 60 112
3 I (*)Santa Fé Tostado (Lim. ¢/Sgo.) 60 112
Q Il (*)Tucuman Horco Molle 60 112
Q Il Resev. "El puma" (Misiones) Candelaria 60 112
d I Reserva Ibera La Armonia 60 112
Q Il Zoo. Roque Saenz Pefia Fortin Chaja 60 112
) Il Zoo. Roque Saenz Pefia Fortin Chaja 60 112
d Il Zoo. Roque Saenz Pefia Fortin Chaja 60 112

Tabla VI: Procedencia de los especimenes estudiadbk tt@actylacon sus respectivas
distribuciones segun el numero fundamental (K-)Procedencia Originaria: Santiago del Estero,
sin datos exactos.
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Figura 43: Ubicacion de las dos zonas de procedencia de los ejemplares con diferentes NF para
la especiéVl. tridactylaen Argentina.
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Tamandua tetradactyla

Sexo Provincia Localidad 2n NF
3 Salta Palmar 54 108
Q Salta Gral. Mosconi, San Martin 54 108
Q Salta Salvador Mazza, Pocitos 54 108
3 Salta Palmar 54 108
3 Salta Gral. Mosconi, San Martin 54 108
Q Salta Salvador Mazza, Pocitos 54 108
Q Salta Santa Victoria 54 108
Q Salta Tartagal 54 108
d Corrientes Loma Villanueva 54 108
3 Corrientes Loma Villanueva 54 108
d Santa Fe La Esmeralda 54 108
) Santa Fe La Esmeralda 54 108
Q Chaco Gral. Pinedo 54 108
d Misiones Cerro Azul 54 108
Q Misiones Cerro Azul 54 108
) Misiones Cerro Azul 54 108
d Zoo. Florencio Varela Gral. San Martin 54 108
) TMK Corzuela 54 108
d TMK Corzuela 54 108
Q TMK Escobar 54 108
3 Reserva "El puma" (Misiones) Candelaria 54 108
3 Reserva "El puma" (Misiones) Candelaria 54 108
3 Salta Inst. Guachipas 54 108
Q Salta Inst. Guachipas 54 108
J Museo de Bs. As. La Salada 54 108
Q Museo de Bs. As. El Ceibo 54 108
J Museo de Bs. As. El Retiro 54 108
Q Zoo. Roque Séaenz Pefia La Junta 54 108
Q Zoo. Roque Séaenz Pefia Las Cafiitas 54 108

Tabla VII: Procedencia de los especimenes estudiaddgeteadactyla.
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