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Resumo

Foram analisadas cariotipicamente trés espécies do género Rhipidomys coletadas no
estado de Minas Gerais. As espécies R. macrurus, R. mastacalis e R. cariri apresentaram,
respectivamente, os seguintes numeros dipldides e fundamentais: 2n=44, NF=49 e 50;
2n=44, NF=74; e 2n=44, NF=48. Além dessas espécies, também foram analisados
individuos hibridos interespecificos resultantes do cruzamento de uma fémea de R.
mastacalis e de um macho de R. cariri, que apresentaram 2n=44, NF=61. As analises
citogenéticas foram realizadas ap6s bandeamentos G, C e Ag-RON. Experimentos com uma
sonda telomérica (T,AGs3), em todas as espécies e em um hibrido marcaram apenas a
regido terminal de ambos os bragcos de todos os cromossomos. Dados preliminares
utilizando a técnica de hibridacdo in situ com DNA gendmico total (GISH) demonstraram
conservagdo gendmica e grande similaridade entre as regides heterocromaticas das trés
espécies. A diferenga encontrada entre a morfologia do cromossomo X das espécies foi
devida a variacdo no contetdo de heterocromatina constitutiva no brago curto. A diferenca
morfolégica entre os autossomos, especialmente entre as espécies de NF baixo e a de NF
alto, resultava principalmente de reposicionamento centromérico. Neste trabalho registramos
pela primeira vez a ocorréncia de R. cariri no estado de Minas Gerais e apresentamos,

ineditamente, o caridtipo desta espécie (2n=44, NF=48).



Abstract

Three species of Rhipidomys collected in the state of Minas Gerais were
cytogenetically analyzed. Rhipidomys macrurus, R. mastacalis and R. cariri showed,
respectively, the following diploid and fundamental numbers: 2n=44, FN=49 and 50; 2n=44,
FN=74; and 2n=44, FN=48. Besides these species, interspecific hybrids between a R.
mastacalis female and a R. cariri male were analyzed and showed a 2n=44, FN=61.
Comparative karyotypical analyses were performed after G- and C-banding and Ag-NOR
staining. FISH experiments with a telomeric probe (T,AG3), in all species and in a hybrid
resulted in signals only in the terminal regions of both arms of all chromosomes. Preliminary
data using genomic in situ hybridization (GISH) demonstrated genomic conservation and a
high degree of similarity between the heterochromatic regions of the three species. The
differences among the morphology of the X chromosomes in the three species were due to
variations in the amount of constitutive heterochromatin in their short arms. The
morphological differences between corresponding autosomes of the three species, especially
among species with low and high FNs, seem to result from centromeric repositioning. This is
the first record of Rhipidomys cariri in the state of Minas Gerais and the first description of

this species karyotype (2n=44, FN=48).
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l. Introducéo

Género Rhipidomys

A ordem Rodentia possui 2.277 espécies agrupadas em 481 géneros, sendo, assim,
a ordem quantitativamente mais bem representada da classe Mammalia, com
aproximadamente 42% das espécies e 39% dos géneros de mamiferos atuais (Musser e
Carleton, 2005). Os roedores sédo encontrados no mundo todo, excetuando a Antértica, a
Nova Zelandia e algumas ilhas oceéanicas, e possuem adaptacées para 0s mais variados
nichos ecoldgicos, podendo inclusive passar a vida em tocas subterrdneas ou possuir
adaptacdes para ambientes aquaticos ou desérticos (Myers, 2000).

A superfamilia Muroidea esta inserida na infraordem Myodonta e subordem
Myomorpha, junto com Dipodoidea. De acordo com dados paleontoldgicos, Muroidea estava
presente desde o inicio do Eoceno, h& 56 — 49 milhdes de anos (ma) na América do Norte,
meados do Eoceno (49 — 37 ma) na Asia, inicio do Oligoceno (34 — 28 ma) na Europa, e do
Mioceno (23 — 16 ma) na Africa e, s6 no inicio do Plioceno, ha cerca de 5,3 — 3,6 ma,
apareceram na América do Sul. Nessa superfamilia, cuja monofilia foi confirmada por dados
paleontoldgicos, morfoldégicos e moleculares, esté inserida a familia Cricetidae (Musser e
Carleton, 2005).

Dentre as 30 familias de roedores viventes, Cricetidae € a segunda maior familia da
classe Mammalia, com 681 espécies em 130 géneros agrupados em seis subfamilias
distribuidas na América do Norte, América do Sul, Europa e quase toda a Asia: Arvicolinae,
Cricetinae, Lophiomyinae, Neotominae, Tylomyinae e Sigmodontinae (Musser e Carleton,
2005; Nowak, 1999).

Sigmodontinae, uma das mais diversas e complexas subfamilias de mamiferos do
Novo Mundo, possui uma distribuicdo geografica muito ampla, ocorrendo desde os estados
de Nebraska e Nova Jérsei nos Estados Unidos até a Terra do Fogo na Patagdnia, mas se
distribui principalmente na América do Sul, onde representa 21,9% dos mamiferos viventes
(Musser e Carleton, 2005; Nowak, 1999; Smith e Patton, 1999). A grande diversidade
encontrada nessa subfamilia dificulta o esclarecimento das rela¢@es filogenéticas entre seus
membros. Por esse motivo, a taxonomia dos sigmodontineos é incerta em todos os niveis,
desde os limites entre espécies até os agrupamentos em tribos. Ao longo dos anos,
pesquisadores tentaram determinar as relagbes entre os membros deste grupo usando
caracteres morfolégicos externos e cranio-dentais, morfologia estomacal, e caracteristicas
do pénis e sistema reprodutor (Smith e Patton, 1999). A dificuldade em determinar
caracteres ideais para a identificagcdo taxondmica tem sido um empecilho para os trabalhos
na area. Segundo Voss e Linzey (1981), os téxons costumavam ser agrupados por

compartilharem caracteres plesiomorficos e ndo apomaorficos.



Os 74 géneros e 380 espécies de sigmodontineos estdo divididos atualmente em oito
tribos: Akodontini, Ichthyomyini, Oryzomyini, Phyllotini, Reithrodontini, Sigmodontini,
Thomasomyini, Wiedomyini e alguns géneros incertae sedis. Cinco dos 74 géneros,
compreendendo 58 espécies, sao encontrados na tribo Thomasomyini: Aepeomys,
Chilomys, Rhagomys, Rhipidomys e Thomasomys (D’Elia et al., 2006; Musser e Carleton,
2005).

O género Aepeomys possui apenas duas espécies, A. lugens e A. reigi, que se
distribuem, respectivamente, pela regido andina da Venezuela ao Equador e nos Andes
venezuelanos (Musser e Carleton, 2005). Dois cari6tipos foram descritos para o género:
2n=28, NF=48 para A. lugens (Aguilera et al., 2000) e 2n=44, NF=46 para A. reigi (Aguilera
et al., 1994). Chilomys instans é a Unica espécie descrita do género. Ocorre da regido
central do Equador até o oeste da Venezuela e ainda ndo teve seu cari6tipo descrito
(Musser e Carleton, 2005). Sdo conhecidas apenas duas espécies de Rhagomys: R.
longilingua ocorre nas florestas densas do leste dos alpes andinos e sudeste do Peru e R.
rufescens so6 foi encontrado na localidade tipo, Rio de Janeiro, RJ. Nenhum cari6tipo foi
descrito para o género (Musser e Carleton, 2005).

Thomasomys é o0 género mais especioso da tribo, com 37 espécies. A distribuicdo
desse género também se restringe as cadeias andinas, indo da Venezuela a Bolivia (Musser
e Carleton, 2005). Onze carittipos j4 foram descritos para dez espécies. As formulas
cariotipicas encontradas foram: 2n=24, NF=42 para T.niveipes; 2n=40, NF=40 e 2n=42,
NF=40 para T. laniger; 2n=42, NF=42 para T. monochromos; 2n=44, NF=42 para T.
andersoni, T. aureus, T. sp. e T. vestitus; e 2n=44, NF=44 para T. kalinoswskii, T. notatus e
T. taczannowski (Aguilera et al., 2000; Gardner e Patton, 1976; GOmez-Laverde et al., 1997;
Salazar-Bravo e Yates, 2007).

De todos os géneros de Sigmodontinae, Rhipidomys, com 18 espécies, possui a
distribuicdo mais ampla, que vai do Panama, passando pela floresta tropical sul-americana
até o sudeste do Brasil e norte da Argentina. Com habitos arboricolas, esse roedor ocorre
em formacdes florestais na Amazénia, Mata Atlantica, Cerrado e areas Umidas da Caatinga
(Tribe, 1996).

As espécies de roedores neotropicais do género Rhipidomys apresentam tamanho
corpéreo médio, variando de 95 a 380 mm, e caracteristicas externas e cranio-dentais
diversas. O género apresenta coloracdo dorsal castanho-avermelhada, castanho-alaranjada
ou castanho-acinzentada, pélos laterais mais claros, coloracdo ventral branca ou branco-
amarelada; cauda longa entre uma vez e uma vez e meia o tamanho do corpo, recoberta por
pélos curtos, com escamas aparentes, e geralmente com longos pélos na extremidade;
olhos grandes; orelhas com poucos pélos; patas pequenas e muito largas, geralmente

brancas, com uma mancha central mais escura, dedos proporcionalmente longos com cores



claras nas laterais e mancha dorsal mais escura sobre 0s metatarsos; vibrissas longas; trés
pares de mamas (poOs-axial, abdominal e inguinal). O crénio possui um pequeno entalhe
zigomatico, bordas supra-orbitais quadradas ou rigidas, caixa craniana grande e oval e
palato pequeno (Reis et al., 2006; Tribe,1996).

Rhipidomys é relativamente pouco estudado, principalmente devido a dificuldade de
coleta em decorréncia de seu hébito arboricola. Também exibe uma consideravel
diversidade morfoldgica, o que dificulta a definicdo de caracteres morfologicos diagndsticos
para a separacdo de espécies, gerando confusdo taxondmica. A pequena quantidade de
espécimes amostrados, provenientes de apenas algumas areas, e a escassez de caracteres
com estados discretos para diferenciar as populacdes, fazem dos caracteres continuos uma
opcdo para a identificacdo de espécies. Caracteres como cor, forma e tamanho sao
geralmente utilizados para subdividir o género, porém a variacdo encontrada pode ser uma
mera variacdo geografica ocultada pela amostragem restrita. O registro de apenas poucas
areas de simpatria para espécies do género facilita a identificacdo taxonémica. Um esforco
amostral maior, com ampliacdo das areas de coleta, poderia facilitar a escolha dos
caracteres diagnosticos, a caracterizacdo individual ou populacional da variagdo encontrada
e, ainda, auxiliar na taxonomia do género (Tribe, 1996).

A auséncia de caracteres diagnosticos discretos espécie-especificos ocasionou uma
grande variacdo no numero de espécies atribuidas ao género por diferentes autores, que
vao de cinco a 18 espécies (Cabrera, 1961; Honacki et al., 1982; Musser e Carleton, 1993,
2005; Nowak, 1991; Reig, 1986; Tribe, 1996). Na tentativa de facilitar o estudo do género,
Tribe (1996) propds um agrupamento de espécies baseado em caracteres morfolégicos do
cranio, denticdo e pele, que resultou na divisdo de Rhipidomys em trés grupos. O grupo
fulviventer (Rhipidomys caucensis, R. fulviventer, R. venustus e R. wetzeli) é caracterizado
por um padrdo primitivo da circulacdo da carétida e é restrito as florestas das montanhas
dos Andes, regido costeira da Venezuela e terras altas da Guiana. O grupo leucodactylus
(Rhipidomys austrinus, R. couesi, R. emiliae, R. gardneri, R. latimanus, R. leucodactylus, R.
macrurus, R. mastacalis, R. modicus, R. nitela, R. ochrogaster, R. venezuelae, e R. cariri
acrescido por Tribe em 2005) é o maior e mais diverso e possui um padrdo derivado de
circulacdo da carétida. Diferencia-se dos outros grupos pela coloracdo e textura de sua
pelagem e ocorre em baixas altitudes de Trinidade e Tobago e leste do Panama ao norte da
Argentina, sudeste e centro-oeste do Brasil. JA o grupo macconnelli (Rhipidomys
macconnelli) possui uma cauda bicolorida e assemelha-se a espécies de Thomasomys, com
hébitos terrestres predominantes aos arboricolas, possuindo distribuicdo restrita as regides
altas do sul da Venezuela (Bolivar e Amazonas), proximas ao norte do Brasil e oeste da

Guiana.



Tribe (1996) sugeriu que a utilizacdo de conjuntos de caracteres diferentes dos
morfolégicos, como, por exemplo, cariotipos, alozimas e sequéncias de DNA, pode fornecer
maiores informacdes sobre o género e facilitar os estudos taxondmicos. O autor também
enfatizou a importancia das informagfes citogenéticas no reconhecimento de espécies

aparentadas.

Rhipidomys no Brasil

Rhipidomys € amplamente distribuido na América do Sul e, no Brasil, é encontrado
de Roraima ao Parana e de Pernambuco ao Acre (Bonvicino et al., 2008). Das 18 espécies
descritas para o género, oito sdo encontradas no Brasil (Bonvicino et al., 2008; Musser e
Carleton, 2005). Rhipidomys cariri ocorre no estado do Ceard, na regido do Crato (R. cariri
cariri) e na Serra de Baturité (R. cariri baturiteensis), e no estado da Bahia; R. emiliae foi
descrito no nordeste do estado de Mato Grosso (Serra do Roncador), leste do Para e oeste
do Maranhdo; R. gardneri, no noroeste do estado do Acre; R. leucodactylus foi encontrado
nos estados do Acre, Amazonas, Rondonia, norte do Mato Grosso, Roraima, oeste do Para
e Amapa. Rhipidomys macconnelli foi coletado em altitudes superiores a 1.000 m no norte
do estado do Amazonas (Serra da Neblina) e oeste de Roraima; R. macrurus ocorre no
estado do Maranhdo, oeste do Piaui, norte do Ceara, leste da Bahia, leste de Minas Gerais,
Tocantins, Goias, Distrito Federal, e sudeste do Mato Grosso (Chapada dos Guimaraes); R.
mastacalis vive na regido costeira do leste do estado de Pernambuco ao norte do Parana e
no interior, no centro-leste de Minas Gerais e todo o estado de S&o Paulo. Rhipidomys nitela
foi encontrado nos estados do Amapa, Roraima, Para, nordeste do Amazonas, norte do

Mato Grosso, oeste de Tocantins e extremo norte de Goias (Figura 1).

R. leucodactylus B aESR AT

= ;
NP A e R. nitela
E__,..a ,.__i"‘*vh"' I\.‘ _b}
C R. emiliae g 1
} -“”H;.r;xR cariri J . macrurus
[AM5 ~ p
.J/; % bW ;b::% ; N :4§
. 3} AT - . ot
= P Rt TR g™ LN
S o e B
— " r R. gardneri . o
= { 1 > 2, 1
e | M,
= : Pal frf Efl'; [ Lo . . T] "]
}- TIL.__ o | "y 3_.-;;],(
‘L / WA € L - £ ,s‘:
JW: — : ] T L s i e T
42 s J %
‘{ ML_;H/ / y

Figura 1. Ocorréncia das espécies de Rhipidomys no Brasil (extraido de Bonvicino et al., 2008).



As espécies de Rhipidomys com ocorréncia ja registrada para o estado de Minas
Gerais s&o R. macrurus, que provavelmente acompanha a distribuicdo dos remanescentes
de Cerrado no estado; R. mastacalis, que ocorre na Mata Atlantica presente no leste e sul
do estado; e uma espécie incertae sedis coletada no Parque Estadual Ibitipoca no municipio
de Lima Duarte, sul do estado (Tribe, 1996).

Citogenética de Rhipidomys

Nos estudos citogenéticos realizados até o momento em Rhipidomys, ja foram
descritos ou citados 29 cariétipos para o género. A maioria dos exemplares de Rhipidomys
apresentou um numero dipléide (2n) igual a 44. Duas variantes de numero dipléide foram
descritas: uma com 2n=48 em Rhipidomys nitela da Guiana Francesa e de Roraima
(Andrades-Miranda et al., 2002; Tribe, 1996; Voloubouev e Catzeflis, 2000;), e outra com
2n=50 em Rhipidomys cf. nitela de Manaus (Silva e Yonenaga-Yassuda, 1999). Apesar da
conservacdo do numero dipldide, foi detectada grande variacdo no nimero fundamental
(NF), que oscila de 46 a 80 (Aguilera et al., 1994; Andrades-Miranda et al., 2002; Correa e
Pessba, 1996; Gardner e Patton, 1976; Geise, 1995; Patton et al., 2000; Silva e Yonenaga-
Yassuda, 1999; Svartman e Almeida, 1993; Volobouev e Catzeflis, 2000; Zanchin et al.,
1992) (Tabela 1).

Andrades-Miranda et al. (2002) subdividiram o género em trés grupos, com base nas
variacdes do 2n e NF: grupo Rhipidomys leucodactylus, com 2n=44 e NF baixo, variando de
46 a 52; e R. mastacalis, com 2n=44 e NF alto, variando de 74 a 80; grupo R. nitela,
composto por espécies com 2n=48, NF=67/68 e 2n=50, NF=71/72. Tribe (1996) citou a
ocorréncia de um cariotipo com 2n=44 e NF=71 em R. nitela.

A maioria dos trabalhos de citogenética de Rhipidomys apresentou apenas cariotipos
apos coloracdo convencional e, em menos da metade, foram também descritos os cariétipos
ap6s a obtencdo dos padroes de bandeamento G e C ou da marcacdo das regides
organizadoras de nucléolos (RON) pelo nitrato de prata (Ag-RON). A grande variacdo do
namero fundamental em contraste com a pouca variacdo no numero dipldide gerou algumas
hipéteses sobre a evolucdo cariotipica no género. Estudos comparativos utilizando as
técnicas de bandeamento G e C e Ag-RON em Rhipidomys cf. macrurus, R. mastacalis e
em outras espécies ndo identificadas de Rhipidomys brasileiros apontaram as inversdes
pericéntricas como o principal, sendo o Unico, rearranjo cromossémico observado no género
(Svartman e Almeida, 1993; Zanchin et al. 1992). Entretanto, estudos posteriores
destacaram também a ocorréncia de polimorfismos em regides heterocrométicas e

rearranjos robertsonianos (Silva e Yonenaga-Yassuda, 1999; Volobouev e Catzeflis, 2000).



Tabela 1. Cariétipos de Rhipidomys descritos na literatura.

Grupo Espécie 2n/ NF Localidade Referéncia
44/ 46 Rio Jurua (AM) Patton et al., 2000
44/ 48 Rio Jamari (RO), Caldas Novas, Andrades-Miranda et al., 2002;
R. leucodactylus Serra da Mesa (GO) Zanchin et al., 1992
44/ 48 Cueva del Agua (Venezuela) Aguilera et al., 1994"
44/ 52 SETE Ch MesEaP(A(?O), Sl Andrades-Miranda et al., 2002
R. cariri 44/ 48 Berilo (MG) Neste trabalho
R. latimanus 44/ 48 Pefias Blancas (Colémbia) Gardner e Patton, 1976
44/ 48 Aguas Emendadas (DF), Pereira e Geise, 2007; Svartman e
Chapada Diamantina (BA) Almeida, 19932
Granja do Ipé (DF), Vargem Svartman e Almeida, 1993% Neste
Rhipidomys R. macrurus AR Bonita (MG) trabalho
[EREE S 44/ 50 Santa Barbara (MG) Neste trabalho
44/ 49 Casa Grande (SP) Svartman e Almeida, 19932
44/ 50 Monte Verde (ES) Zanchin et al., 19922
R. cf. macrurus
44/ 50 Garrafédo (RJ) Tribe, 1996
44/ 51 Mocambinho (MG) Tribe, 1996
R. gardneri 44/ 50 Rio Jurua (AC) Patton et al., 2000
R. macconnelli 44/ 50 La Escalera (Venezuela) Aguilera et al., 1994
R. cf. mastacalis 44/ 52 Vila Rica (MT), Aripuana (MT) Silva e Yonenaga-Yassuda, 1999
Lagoa Santa, Rio Doce e Morro )
. ’ Paresque et al., 1994; Tribe, 1996;
44/ 74 dp P_|Iar (MG), Unacau (BA), Zanchin et al., 1992; Neste
Casimiro de Abreu (RJ), Reserva
S trabalho
Rhioid Bioldgica Duas Bocas (ES)
ipidomys :
maStacaIi)s/ R. mastacalis 44/ 76 Serra da Mesa (GO) Andrades-Miranda et al., 2002
44/ 80 Serra da Mesa (GO) Andrades-Miranda et al., 2002
44/ alto Serra dos Cavalos (PE) Zanchin et al., 1992°
Rhipidomys com NF .
S 2 . - Silva e Yonenaga-Yassuda, 1999;
Hibrido altp x Rhipidomys NF 44/ 61 M. Chapéu (BA), cativeiro Neste trabalho
baixo
44/ 71 San Ignacio, (Venezuela) Tribe, 1996
- R. nitela 48/ 67 La Trinité (Guiana Francesa) Volobouev e Catzeflis, 2000
Rhipidomys
nitela 48/ 68 Surumurt (RR) Andrades-Miranda et al., 2002
R. cf. nitela 7i07/2 Manaus (AM) Silva e Yonenaga-Yassuda, 1999

* Classificado como R. sclateri, porém com a compilacdo de Musser & Carleton (2005) esta espécie se tornou
sinonimia de R. leucodactylus.
2 |dentificado no artigo original como Rhipidomys sp. e posteriormente como Rhipidomys cf. macrurus ou R.
macrurus (Tribe, 1996).
® Classificado como R. cearanus por Zanchin et al. (1992), mas Musser & Carleton (2005) consideraram R.
cearanus como sinonimia de R. mastacalis.



Mais recentemente, foram descritos resultados de experimentos de hibridag&o in situ
fluorescente (FISH) com sondas de sequéncias teloméricas (T,AGs3), em citétipos de
Rhipidomys nitela, R. mastacalis, R. leucodactylus e Rhipidomys cf. macrurus. Em todos os
cariétipos analisados, as sondas hibridaram apenas nas regifes teloméricas de ambos os
bragos de todos os cromossomos, n&o ocorrendo marcagdes intersticiais (Silva e Yonenaga-
Yassuda, 1999; Andrades-Miranda et al., 2002). Embora a presenca de sequéncias
teloméricas intersticiais possa indicar a ocorréncia de rearranjos cromossémicos, sua
auséncia ndo os descarta (Garagna et al.,, 1995; Nanda et al. 1995; Silva e Yonenaga-
Yassuda, 1997,1998).

Entre as espécies de Rhipidomys encontradas em Minas Gerais, ja foram
cariotipadas Rhipidomys macrurus e R. mastacalis. Exemplares de Rhipidomys cf. macrurus
do municipio de Mocambinho, norte de Minas Gerais, apresentaram cariétipos com 2n=44,
NF=51 (Tribe, 1996). Rhipidomys macrurus de Brasilia (Distrito Federal) e da Chapada
Diamantina (Bahia) apresentaram caridtipos com 2n=44, NF=48; R. macrurus da Reserva
Bioldgica de Aguas Emendadas (Goiés) e R. cf. macrurus de Casa Grande (S&o Paulo)
possuiam cariétipos com 2n=44 e NF=49; Rhipidomys cf. macrurus das localidades de
Monte Verde (Espirito Santo) e de Garrafdo (Rio de Janeiro) apresentaram 2n=44 e NF=50,
e exemplares das localidades de Vila Rica e Arapuand (Mato Grosso) tinham 2n=44 e
NF=52 (Zanchin et al., 1992; Svartman e Almeida,1993; Tribe,1996; Silva e Yonenaga-
Yassuda, 1999; Pereira e Geise, 2007). Um cariétipo com 2n=44 e NF=74 foi descrito em R.
mastacalis coletados no municipio de Lagoa Santa, centro de Minas Gerais, localidade tipo
da espécie. O mesmo caribtipo foi descrito para animais provenientes da Fazenda Unacau,
a oito quildmetros a sudeste de Sao José (Bahia), Casimiro de Abreu (Rio de Janeiro) e
Reserva Biologica Duas Bocas (Espirito Santo) (Zanchin et al., 1992; Tribe, 1996; Paresque
et al., 2004). Rhipidomys mastacalis com 2n=44, NF=76 e NF=80, foram encontrados na
Serra da Mesa (Goias) (Andrades-Miranda et al., 2002). Um outro cariétipo, de um individuo
coletado na Serra dos Cavalos (Pernambuco), apresentou 2n=44 e NF alto, e provavelmente

também pertence a essa espécie (Tribe, 1996; Zanchin et al., 1992).

Hibridos Interespecificos

Tradicionalmente, a identificacdo de individuos hibridos interespecificos € realizada
através de caracteres morfolégicos e geralmente se assume que o hibrido é fenotipicamente
intermediario entre os individuos parentais (Smith, 1992), o que nem sempre € 0 caso, ja
que os hibridos podem expressar um mosaico dos fendtipos parentais (Campton, 1987).
Porém, nem toda a variacdo morfoldgica tem base genética e nem toda variagdo inter- e

intrapopulacional é conhecida (Campton, 1987). Além disso, a andalise de caracteres



morfolégicos ndo permite determinar se um individuo hibrido é da primeira geracao (F1),
resulta de um retrocruzamento, ou ainda, de geracdes posteriores (Allendorf et al., 2001).

Dois tipos de andlises citogenéticas tém sido usadas para determinar o impacto de
uma hibridacéo na viabilidade ou fertilidade do organismo. Uma delas € a analise da meiose
nos hibridos, visando observar o comportamento cromossémico na formacao dos gametas,
principalmente o pareamento e o padréo de segregacdo. A analise de meioses pode ser
usada para estimar os efeitos dos rearranjos cromossdmicos na gametogénese e,
consegientemente, na fertilidade dos hibridos. A outra maneira de estimar os efeitos da
hibridacdo na fertiidade € analisar o numero, condicdo e tipos da progénie hibrida
produzida. Em alguns casos, a total inviabilidade dos zigotos, ou reducdo no tamanho da
ninhada, é uma evidéncia direta da incidéncia de aneuploidias e producdo de gametas
desbalanceados (King, 1993).

Além das alteracbes na meiose, a hibridacdo interespecifica pode acarretar um
desequilibrio do funcionamento do genoma, fendmeno ainda pouco estudado. Em hibridos
entre duas espécies de marsupiais australianos, Macropus eugenii e Wallabia bicolor,
O’Neill et al. (1998) demonstraram a ocorréncia de submetilacdo cromossdmica associada a
amplificacdo de elementos retrovirais capazes de gerar rearranjos cromossdmicos. A andlise
de hibridos entre Equus caballus e E. asinus, Lama glama e Camelus dromedarius e entre
trés espécies de roedores (Mus musculus, M. spretus e M. macedonicus), no entanto, nao
revelou nenhuma alteracdo no padrdo de metilacdo nos hibridos de primeira geracdo
(Roemer et al., 1999).

Casos de hibridos entre individuos com cariétipos distintos j& foram relatados em
alguns roedores. HibridagBes entre diferentes citétipos de roedores do género Ctenomys
sdo um exemplo em que hibridagdes ocorrem na natureza com consideravel frequéncia.
Zonas de hibridacdo foram hipotetizadas para C. lami entre citotipos com 2n= 54, 55, 56 e
58 e registradas entre citotipos de C. minutus com 2n=42, 46, 48 e 50. Uma zona de
hibridacao interespecifica resultante do cruzamento entre individuos de C. lami com 2n=56 e
de C. minutus com 2n=48 também foi encontrada (Fernandes et al., 2007; Freitas, 2006).
Um provavel hibrido interespecifico ja foi registrado para o género Rhipidomys. Uma fémea
coletada na Bahia apresentou um cariétipo com 2n=44 e NF=61, com nove pares de
autossomos e cromossomos X heteromérficos (Silva e Yonenaga-Yassuda, 1999). As
autoras sugeriram duas hipbéteses para explicar esse cariétipo: os heteromorfismos
encontrados estariam fixados na populacédo ou, alternativamente, a fémea estudada seria
resultante do cruzamento entre uma espécie em que a maioria dos autossomos apresentava
dois bragcos (por exemplo, R. mastacalis) e uma espécie com Cromossomos

predominantemente acrocéntricos (por exemplo, R. macrurus).



Apesar de sua ampla distribuicdo geografica na América Central e do Sul, o género
Rhipidomys ainda é pouco amostrado, em parte devido a dificuldade de coleta destes
animais arboricolas. A taxonomia do género ainda € bastante confusa e, apesar da pequena
amostra, j& foram registrados 29 cit6tipos. As dificuldades taxonémicas, aliadas a auséncia
de maiores informacdes sobre a distribuicdo geografica das espécies, fazem com que o
género seja geralmente subdividido com base em caracteres morfolégicos continuos. A
utilizacdo desses caracteres ndo é aconselhavel, jA que podem decorrer apenas de uma
variacdo geografica gradual. A possivel ocorréncia de hibridos interespecificos na natureza,
ja aventada para Rhipidomys da Bahia, pode significar que ocorrem areas de simpatria
ainda nao identificadas, com importantes conseqiéncias exemplos para as espécies
envolvidas.

A citogenética é uma ferramenta capaz de fornecer subsidios para os estudos
taxondmicos de Rhipidomys. Neste trabalho buscamos identificar as variacdes cariotipicas
nas espécies do género coletadas em Minas Gerais. Para identificar os mecanismos
envolvidos na origem das variacdes, utilizamos técnicas de citogenética classica (padrées
de bandeamento G- e C- e marcacao das regides organizadoras de nucléolos) e molecular
(hibridagéo in situ fluorescente com sondas de seqiiéncias teloméricas e de DNA gendmico
total).



Il. Objetivos
Esse trabalho foi realizado com o objetivo geral de caracterizar e comparar 0s
cariétipos das espécies do género Rhipidomys (Cricetidae, Rodentia) que ocorrem no
estado de Minas Gerais, procurando estabelecer as relacdes evolutivas entre os cariétipos

das espécies estudadas. Para isso estabelecemos como objetivos especificos:

» Estudar cariotipicamente exemplares do género Rhipidomys capturados em Minas

Gerais;

« Comparar os caridtipos das espécies de Rhipidomys apés a aplicacdo das técnicas de

bandeamento G e C;

« Verificar a atividade das regiées organizadoras de nucléolos (RON) através da marcagéo

pelo nitrato de prata (Ag-RON);

« Utilizar a hibridacéo in situ fluorescente (FISH) para comparar cariétipos de diferentes

espécies de Rhipidomys, bem como de hibridos interespecificos;

« Comparar os resultados obtidos com dados na literatura para o género Rhipidomys e

géneros relacionados;

» Inferir os mecanismos de evolucgao cariotipica no género.
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I1l. Material e Métodos

Amostra

Nossa amostra consistiu de 15 exemplares de Rhipidomys coletados em areas de
Minas Gerais pela pesquisadora Maria Olimpia Garcia Lopes durante o periodo de janeiro a
dezembro de 2004 (licenca do IBAMA 129/04-NUFAS/MG). Dispusemos de um espécime de
Rhipidomys macrurus coletado em Santa Barbara e com outro de Vargem Bonita,
espécimes de Rhipidomys mastacalis provenientes de Rio Doce e do Morro do Pilar.
Contamos ainda de exemplares de Rhipidomys cariri provenientes de Berilo (Tabela 2,
Figura 2). Também foram analisados trés individuos hibridos interespecificos nascidos em
cativeiro e resultantes do cruzamento entre Rhipidomys mastacalis fémea com R. cariri

macho.

Tabela 2. Exemplares de Rhipidomys analisados.

Espécie Numero de exemplares Procedéncia
P Macho Fémea (Coordenadas)
Rhipidomys macrurus - 1 (MOL 252) (1905322.% Bf?:(?; Z?SS‘W)
Vargem Bonita
1(MO 62) - (20°19'36"S, 46°21'58"W)
- . Rio Doce
Rhipidomys mastacalis 1 (MOL 268) 3 (MOL 258, 437, 438) (20014'41"S, 42953'45"W)
Morro do Pilar
- o
1(N°212) (19913'S, 43922'W)
Rhipidomys cariri 2 (MOL218, 272) | 3 (MOL 271, 273, 304) (16‘57.06“562'20(27.56.\,\,)
Rhipidomys hibrido L
(R. mastacalis x R. cariri) 1 (MOL435) 2 (MOL 259, 436) cativeiro
VEGETACAO DE
MINAS GERAIS

. Cerrado

. Floresta Tropical

[] campe

. Mata Seca

Forte: instituto Estadual de Florestas (IEF)

Figura 2. Localidades de coleta de Rhipidomys em Minas Gerais.
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Métodos

As preparacdes cromossémicas foram obtidas em campo pela pesquisadora Maria

Olimpia Garcia Lopes através da preparacao direta de células de medula 6ssea de acordo

com a técnica de Ford e Hamerton (1956), com modificages:

1.

10.

11.

Injetar uma solugéo de colchicina a 0,1% na raz&o de 1ml/100g de peso (néo injetar
mais que 3ml);

Sacrificar o animal decorridos 30 a 60 minutos da injecao;

Isolar os fémures e, eventualmente, também as tibias, limpa-los e retirar as epifises;
Lavar o canal 6sseo repetidas vezes com uma seringa contendo 5ml de solucéo
hipotbnica (KCI 0,075M);

Deixar a suspensao por 15 a 40 minutos a 37°C;

Centrifugar a 1000-1200 rpm durante 7 minutos, desprezar o sobrenadante;
Ressuspender o sedimento em 5ml de fixador metanol-acido acético (3:1) fresco,
pipetar varias vezes;

Apds, no minimo 15 minutos, centrifugar a suspensdo a 1000 a 1200 rpm durante 7
minutos e desprezar o sobrenadante;

Ressuspender o material em fixador, centrifugar e desprezar o sobrenadante pelo
menos mais duas vezes;

Ap6s a ultima centrifugacdo, adicionar fixador na proporcdo 2:1 em relagdo a
guantidade de sedimento e homogeneizar bem a suspenséo;

Gotejar a suspensdo em laminas previamente lavadas com detergente, mantidas em
alcool e secas, num suporte dentro de um banho-maria a 60°C.

As preparacdes cromossbmicas foram estocadas a -20°C para uso posterior,

guando, entdo, eram pingadas em laminas limpas e submetidas a temperatura ambiente

durante uma semana antes de serem coradas e analisadas por nos.

Coloracdo e Bandeamento Cromossémico

Coloracao Convencional

1.

Hidrolisar as laminas em HCI 1N em banho-maria a 60°C por 7 minutos. Lavar com
agua destilada;

Corar as laminas com uma solucéo de corante Giemsa diluido a 2% em tampao fosfato
pH 6,8 a temperatura ambiente por 5 a 10 minutos;

Lavar bem as laminas com 4gua destilada e deixar secar.

12



Bandeamento G

Técnica de Seabright (1971), com modificagfes:

1.

Incubar as laminas em uma solucdo de 2xSSC pH 7,0 em banho-maria a 60°C por 15
minutos. Lavar com agua destilada;

Mergulhar as laminas em solucédo de tripsina (2,59 de tripsina, 3g de Na,HPO,, 0,2g de
KH,PO, /1l de H,0) diluida a 20% em tamp&o fosfato & temperatura ambiente por 30
segundos a 2 minutos. Lavar com agua destilada;

Corar as laminas com uma solucéo de Giemsa a 2% por 20 minutos;

Lavar bem as laminas com 4gua destilada e deixar secar;

Ajustar o tempo de imersdo da lamina na tripsina em funcdo da qualidade do

bandeamento obtido.

Bandeamento C

Técnica de Sumner (1972), com modificacdes:

1.

Hidrolisar as preparacdes cromossémicas em uma solucédo de HCI 0,2N a temperatura
ambiente por 30 minutos. Lavar com 4gua destilada;

Mergulhar as laminas em uma solugéo de hidroxido de bario [Ba(OH),] octahidratado a
5% em banho-maria a 60°C por 2 a 6 minutos. Lavar com agua destilada;

Passar as laminas em uma solugdo de HCI 1IN em banho-maria a 60°C. Lavar com
agua destilada;

Incubar as laminas em uma solucdo de 2xSSC pH 7,0 em banho-maria a 60°C de 15 a
60 minutos. Lavar com agua destilada;

Corar as laminas com Giemsa diluido a 5% em tampéao fosfato pH 6,8 a temperatura
ambiente por 30 a 60 minutos;

Lavar bem as laminas com 4gua destilada e deixar secar;

Ajustar o tempo de imersdo das preparacbes na solucdo de bario conforme os

resultados obtidos.

Coloracao das Regides Organizadoras de Nucléolos pelo Nitrato Prata

Técnica de Howell e Black (1980), com modificacoes:

1.

Hidrolisar as preparacdes cromossémicas em HCI 1IN em banho-maria a 60°C por 3 a
7 minutos. Lavar com agua destilada;

Pingar uma gota de solucdo de gelatina e duas gotas de solugéo de nitrato de prata a
50% sobre o material;

Cobrir 0 material com laminula e deixar em camara Uumida no banho-maria a 60°C por
cerca de 4 minutos ou até que apresente cor marrom-dourada. Lavar com agua

destilada, retirando a laminula;

13



4.  Corar as laminas com Giemsa a 2% diluido em tampé&o fosfato pH 6,8 por cerca de 30
segundos;
5. Lavar bem as laminas com agua destilada e deixar secar;

Analisar no minimo 30 meté&fases completas e com pelo menos um cromossomo
marcado. Verificar o nimero de cromossomos marcados, a localizacdo da marcacdo e a
presenca ou ndo de associagdes.

As preparacBes cromossdmicas foram analisadas inicialmente nos microscopios
Olympus BX41 do Departamento de Biologia Geral - ICB/JUFMG. As imagens das melhores
metafases foram capturadas utilizando um microscoépio Nikon Eclipse E-400 equipado com
uma camera de CCD (Applied Imaging modelo ER-3339) e com o programa de andlise
CytoVision (Applied Imaging) do Laboratério de Citogenética do Hospital das Clinicas da

UFMG. As imagens obtidas foram processadas com o programa Photoshop 7.0.

Hibridac&o in situ Fluorescente (FISH)

Para os experimentos de FISH foram utilizadas como sondas sequéncias teloméricas

e DNA gendmico total.

Os experimentos com sequUéncias teloméricas foram realizados com o Telomere

PNA Kit/FITC (codigo K5325, Dako Cytomation), de acordo com as instrugdes do fabricante,

com algumas modificacoes:

1. Desidratar as prepara¢des cromossOmicas passando-as por trés banhos a -20°C de 2
minutos cada (50% etanol, 75% etanol e 100% etanol), secar ao ar;

Colocar 10ul da sonda na area a ser hibridada e cobrir com laminula plastica;
Incubar a preparagdo com a sonda por 5 minutos numa camara Uumida pré-aquecida a
80°C;

4.  Manter a lamina em camara escura a temperatura ambiente por 4 horas e meia;
Imergir a lamina em solucdo de 2xSSC a temperatura ambiente até a remocdo da
laminula;

6. Colocar a lamina por 5 minutos numa solucao de 1xSSC pré-aquecida a 60°C;

Imergir brevemente numa solucéo de PBS gelado;

8.  Colocar 50ul de uma solucéo de iodeto de propideo (PI1) (6ul de PI 0,1 mg/ml em 900ul
de PBS) sobre a area a ser hibridada e, ap6s 30 segundos, lavar em PBS;

9. Aplicar 10ul da solucdo de montagem (Vectashield, Vector) com 0,1 pg/ml 4'-6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) sobre a area de hibridacdo e recobrir com uma laminula;

10. Manter as laminas por 15 minutos em camara escura antes de observé-las ao

microscopio de fluorescéncia.

14



Com a finalidade de comparar os genomas de espécies de Rhipidomys, foram
utilizados como sondas os DNAs gendmicos totais de Rhipidomys mastacalis e de um dos
individuos hibridos resultante do cruzamento de R.mastacalis com R. cariri. O DNA foi
extraido a partir de tecidos de coracdo e rins (Sambrook e Russell, 2001) e marcado com
biotina ou digoxigenina utilizando os kits Biotin-Nick e Dig-Nick (ambos da Roche),
respectivamente, de acordo com as instrugbes do fabricante. Para os experimentos de
hibridacdo in situ foi utilizado como base o protocolo descrito em Svartman e Vianna-
Morgante (1999).

Em cada experimento, foram utilizados 300ng (6ul) de DNA genémico marcado e
ressuspendido em meio de hibridacéo (50% de formamida deionizada/2xSSC) num volume
final de 13 ul. As preparacdes foram tratadas com pepsina antes da hibridacao.

1. Tratamento com pepsina:
a. Colocar a lamina em um banho de pepsina por 10 minutos (1ml de pepsina 5mg/mi
em 50 ml de HCI 0,01N a 37°C);
b. Imergir a lamina em trés banhos de H,O milli-Q por 3 minutos cada;
Incubar a lamina em um banho de 2xSSC a 60°C por 10 minutos;
d. Colocar a lamina em trés banhos de H,O milli-Q por 3 minutos cada,;
2. Desidratar a lamina a temperatura ambiente em trés banhos sucessivos de 3 minutos
cada (50% etanol, 75% etanol e 100% etanol), secar ao ar;
3.  Desnaturar os cromossomos mergulhando a lamina em soluc¢éo de desnaturagéo (70%
formamida deionizada/2xSSC) a 75°C;
Mergulhar a lamina em 2xSSC gelado;
Imergir a lamina em banhos gelados de alcool 50%, 70% e 100% por 3 minutos cada,
secar ao ar;
Desnaturar a sonda por 10 minutos a 90°C e manter em gelo até a hora de usa-la;
Aplicar a sonda sobre a area de hibridac&o e cobrir com uma laminula plastica;

Incubar a lamina com a sonda numa camara umida a 37°C por 96 horas;

© © N o

Imergir a lamina em dois banhos de formamida deionizada 50%/2xSSC e dois banhos

de 2xSSC a 37°C por 2 minutos cada;

10. Deixar em um banho de PBT a temperatura ambiente por 10 minutos;

11. Incubar a area de hibridacdo com 50ul do anticorpo (antidigoxigenina+rodamina e/ou
avidina+FITC, diluidos 1:100 em PBT) e cobrir com uma laminula de vidro;

12. Incubar em camara Umida a 37°C por 45 minutos evitando exposicéo a luz;

13. Passar por trés banhos de PBT a temperatura ambiente por 5 minutos cada um;

14. Lavar com PBS e montar com 15ul de solugcédo de montagem (Vectashield, Vector) com

0,1 pg/ml de DAPI.
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No caso de experimentos de hibridagdo com duas sondas, uma era marcada com
biotina e a outra com digoxigenina. As duas eram colocadas juntas (3 pl de cada sonda
equivalente a aproximadamente 150 ng de DNA) em meio de hibridagcdo e prosseguia-se a
hibridagcdo como descrito acima. A imunofluorescéncia era realizada como descrito acima,
mas com os anticorpos avidina+FITC e anti-digoxigenina+rodamina ressuspendidos juntos
em PBT.

Os experimentos de hibridacdo in situ fluorescente foram realizados no Laboratdério
de Genética Humana do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva, Instituto de
Biociéncias, Universidade de S&o Paulo (USP), coordenado pela Dra. Angela Maria Vianna
Morgante. Para a analise e captura das imagens, foi utilizado um microscopio
epifluorescente Carl Zeiss Axiophot equipado com uma camera de CCD e programa de

captura ISIS (Metasystems).
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IV. Resultados e Discussao

Rhipidomys macrurus

Foram estudados uma fémea de Rhipidomys macrurus proveniente de Santa
Béarbara (Minas Gerais) e um macho proveniente do municipio de Vargem Bonita, localizado
na Serra da Canastra (Minas Gerais). Os individuos apresentaram um cariétipo com namero
diploide de 44 cromossomos e numero fundamental igual a 50, na fémea, e igual a 49, no
macho. Os caridtipos foram montados de acordo com os apresentados em Svartman e
Almeida (1993) para Rhipidomys sp. que, posteriormente, foram considerados por Tribe
(1996) como Rhipidomys macrurus e Rhipidomys cf. macrurus, dependendo do local de

coleta.

Descricao do Cari6tipo
e 17 pares de autossomos acrocéntricos de grandes a pequenos (pares 1 ao 9 e 11 ao
18);
e 1 par de autossomos médios subtelocéntricos, na fémea, ou heteromorfico
acrocéntrico/subtelocéntrico, no macho (par 10);
» 1 par de autossomos submetacéntricos pequenos (19);
e 2 pares de autossomos metacéntricos pequenos (pares 20 e 21);
* X- acrocéntrico medio;
e Y- acrocéntrico pequeno, 0 menor cromossomo do complemento.
Por coloragdo convencional foi possivel a identificacdo dos pares 1, 19, 20, 21, do

cromossomo 10 submetacéntrico e do cromossomo Y (Figuras 3 e 4).

Padrbes de Bandeamento

O padréo de bandas G permitiu a identificacéo de todos os pares do complemento. O
braco longo do cromossomo X apresentava duas bandas mais evidentes na regido central
(Figura 5). O padrdo de bandas C em metafases da fémea revelou a presenca de
heterocromatina constitutiva apenas na regido pericentromérica de um par acrocéntrico
médio (Figura 6). Um padrdo de marcacdo semelhante foi descrito para Rhipidomys cf.
macrurus e R. macrurus por Svartman e Almeida (1993), que identificaram o par marcado
como o cromossomo X. No macho, no entanto, o bandeamento C revelou a presenca de
heterocromatina constitutiva na regido pericentromérica de cerca de metade dos
Cromossomos e 0 cromossomo Y era inteiramente heterocromatico (Figura 7).

A coloracdo das regifes organizadoras de nucléolos pelo nitrato de prata (Ag-RON)

na fémea revelou marcacdo de um a seis cromossomos por metafase. Das 30 metéfases
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analisadas, 13 possuiam cinco marcagdes (Tabela 3). Os cinco pares de cromossomos que
apresentaram essas marcagfes foram: um par acrocéntrico de tamanho aproximado aos
pares 5-9, com marcacdo no braco curto; o par 10, com marcacdo na parte terminal do
bracgo curto; um par acrocéntrico pequeno, provavelmente o par 18, com marcacdo na regido
terminal do brago longo; o par 19, com marcagéo também na regido terminal do brago longo;
e 0 par 21, o menor cromossomo metacéntrico, que apresentou marcacdes nas
extremidades de ambos os bracos (Figura 8).

No macho, a coloracdo das regifes organizadoras de nucléolos pelo nitrato de prata
revelou de um a cinco cromossomos marcados por metafase, todos acrocéntricos médios.
Os cromossomos portadores de RON nédo pareciam ser 0s mesmos marcados na fémea. Os
nameros mais frequentes de marcacgdes por célula foram 3 e 4, observados dez vezes cada
um (Tabela 4). Algumas associacdes entre as RON de dois cromossomos foram
observadas.

O experimento com a sonda telomérica revelou marcacdes apenas has regides
terminais de todos os bracos cromossdmicos (Figura 9).

Os cariotipos dos exemplares que analisamos se assemelham aos descritos por
Svartman e Almeida (1993) para Rhipidomys macrurus do Distrito Federal. Entretanto,
enquanto os exemplares do Distrito Federal apresentaram o par 10 heteromérfico
(acrocéntrico/subtelocéntrico) ou ambos os homélogos acrocéntricos, em nossa amostra o
mesmo par era heteromdrfico no macho e homomoérfico subtelocéntrico na fémea, idéntico
ao de Rhipidomys sp. descrito por Zanchin et al. (1992) para um individuo proveniente do
municipio de Venda Nova (Espirito Santo), que posteriormente foi identificado como
Rhipidomys cf. macrurus (Tribe, 1996). O heteromorfismo do par 10 foi atribuido a inverséo
pericéntrica ap6s bandeamentos G e R em Rhipidomys cf. macrurus e R. macrurus do
Distrito Federal e de Sdo Paulo (Svartman e Almeida, 1993). O mesmo tipo de rearranjo
pode explicar o heteromorfismo em nosso exemplar macho. Entretanto, o padrdo de
bandeamento G, que poderia auxiliar no esclarecimento dessa questédo, ndo produziu bons
resultados no material do macho.

As diferencas entre os padrbes de bandeamento C encontrados entre a fémea
(2n=44, NF=50) e o macho (2n=44, NF=49) podem ser decorrentes de variagcdes no
conteudo de heterocromatina constitutiva ou de artefatos da técnica. No entanto, marcacdes
apenas no par sexual, semelhante & encontrada em R. macrurus fémea, ja foram
registradas em Rhipidomys cf. macrurus de Monte Verde (Espirito Santo) por Zanchin et al.
(1992) e marcacgdes na regido pericentromérica de varios pares, como ocorreu no macho, ja
foram descritas em Rhipidomys leucodactylus citétipo 1 da Serra da Mesa (Goiés) e de

Caxiuana (Pard) e R. nitela de Surumurud (Roraima) (Andrades-Miranda et al., 2002). Nao foi
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observada heterocromatina constitutiva intersticial no maior par acrocéntrico, como
registrado previamente em R. macrurus (Svartman e Almeida, 1993).

Os cromossomos marcados pelo nitrato de prata no macho analisado por nos se
assemelhavam aos trés pares de cromossomos acrocéntricos com brago curto marcado
descritos por Svartman e Almeida (1993). Na fémea, porém, nenhum cromossomo
acrocéntrico de morfologia semelhante a esses pares foi encontrado entre 0s cromossomos
marcados. Como as RON sdo muito varidveis, podemos supor que houve reorganizacdo dos
genes ribossdmicos no genoma ou uma diferenca na atividade desses genes, ja que o
nitrato de prata tem afinidade pelas proteinas envolvidas na transcricdo de RNA
ribossémico. A hibridacdo in situ fluorescente com sondas ribossémicas poderia ajudar a

esclarecer quais sdo os pares portadores de rDNA em nossos exemplares.
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Figura 3. Cariétipo de Rhipidomys macrurus fémea (2n=44, NF=50). No destaque, o par 10 de outra
célula.
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Figura 4. Cariétipo de Rhipidomys macrurus macho (2n=44, NF=49). Observe o par 10 heteromorfico.
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Figura 5. Padréo de bandas G no cari6tipo de Rhipidomys macrurus fémea (2n=44,NF=50).
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Figura 6. Padréo de bandas C numa metafase de Rhipidomys macrurus fémea (2n=44, NF=50).

_<.

Figura 7. Padréo de bandas C numa metafase de Rhipidomys macrurus macho (2n=44, NF=49).

Tabela 3. NUumero de RON por célula em Rhipidomys macrurus fémea (2n=44, NF=50) e macho

(2n=44, NF=49).

NUmero de
Cromossomos Marcados 1 2 3 5 Total
1) MOL 252 ¢ 1 0 4 9 13 30
o ©
2 3 MO 62 3 1 5 10 | 10 4 30
s O
<9 Total 2 5 14 19 17 60
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Figura 8. Carittipo de Rhipidomys macrurus fémea apos Ag-RON. Observe as marcacdes nos
cromossomos dos pares 7, 10, 19 e 21. No destaque, o par 21 com marcacdes terminais em ambos
0s bracos.

Figura 9. Metéafase de Rhipidomys macrurus fémea (2n=44, NF=50) apds hibridacao in situ com a
sonda telomérica.
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Rhipidomys mastacalis

Foram analisados cinco espécimes de Rhipidomys mastacalis, trés fémeas e um
macho provenientes do municipio de Rio Doce (Minas Gerais) e uma fémea do Morro do
Pilar (Minas Gerais). Os animais apresentaram cariétipos com numero dipldide igual a 44,
namero fundamental igual a 74 e um cariétipo semelhante ao descrito por Zanchin (1992)

para R. mastacalis de S&o José (Bahia), de acordo com o qual foram montados.

Descri¢do do Caribtipo

e 9 pares de autossomos submetacéntricos com variacdo gradual de tamanho de grandes
a meédios (pares 1 ao 9);

e 7 pares de autossomos metacéntricos com variacdo gradual de tamanho de médios a
pequenos (pares 10 ao 16);

» 5 pares de autossomos acrocéntricos, incluindo o maior par do complemento cariotipico
(par 17) e quatro pares relativamente pequenos (pares 18 ao 21);

» X- acrocéntrico grande com braco curto um pouco evidente;

* Y- acrocéntrico pequeno com tamanho intermediario aos dos pares 15 e 16.

Por coloracdo convencional foi possivel distinguir os pares de autossomos 1, 16, 17

e 0s cromossomos sexuais X e Y (Figura 10).

Padrdes de Bandeamento

A aplicacdo do bandeamento G permitiu a identificacdo de todos os pares do
cariétipo. O cromossomo X apresentou duas bandas préoximas entre si localizadas
aproximadamente na metade do braco longo e 0 Y ndo apresentava um padrdo distinto de
bandeamento (Figura 11).

As bandas C revelaram a presenca de heterocromatina constitutiva na regido
pericentromérica de aproximadamente metade dos cromossomos, inclusive no maior par
acrocéntrico. O braco curto do cromossomo X e 0 cromossomo Y inteiro, mais intensamente
na regiao pericentromérica, se apresentaram heterocromaticos (Figura 12).

A coloracdo com o nitrato de prata revelou marcacdo de um a dez cromossomos por
metafase. A maioria das 151 células analisadas dos nossos exemplares apresentou trés
cromossomos marcados (Tabela 5). No total, pelo menos seis pares autossdémicos devem
ser portadores de RON: um dos maiores pares submetacéntricos (provavelmente o par 3),
com marcacao terminal no brago curto; outro par submetacéntrico um pouco menor que 0
primeiro (provavelmente o par 7), com marcacdo terminal no braco longo; um par
submetacéntrico médio (par 9), com marcacao terminal no braco curto; um par metacéntrico

médio (par 10), com marcacado terminal em um dos bracos; o menor par do complemento
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(par 16), que apresentou marcacao na regiao terminal de um dos bracgos; e o segundo maior
par acrocéntrico (par 18), com marcacao no braco curto (Figura 13).

Apos a hibridagéo in situ com a sonda telomérica em R. mastacalis verificamos que
todos os cromossomos foram marcados na regiao terminal de ambos os bracos (Figura 14).

O cariotipo descrito aqui para Rhipidomys mastacalis do Rio Doce e do Morro do
Pilar (Minas Gerais) € idéntico ao descrito por Zanchin et al. (1992) para Rhipidomys
mastacalis de Sdo José (Bahia), porém o padrdo de bandas C difere entre as amostras dos
dois estados. Zanchin et al. (1992) observaram a presenca de heterocromatina constitutiva
apenas ha regido pericentromérica de todos os autossomos do complemento (pares 17 ao
21) e do cromossomo X, enquanto 0s nossos exemplares de Minas Gerais apresentaram
heterocromatina pericentromérica em alguns cromossomos com dois bracos. As regifes de
heterocromatina constitutiva pericentromérica nos individuos de Minas Gerais e da Bahia
eram sempre pequenas, assim como ha maioria das espécies de Rhipidomys em que as

bandas C foram descritas.
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Figura 10. Cariotipo de Rhipidomys mastacalis fémea (2n=44, NF=74). No destaque, o par sexual de
um macho.
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Figura 11. Padrdo de bandas G no cari6tipo de Rhipidomys mastacalis macho (2n=44, NF=74). No
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Figura 12. Padrao de bandas C numa metafase de Rhipidomys mastacalis fémea (2n=44, NF=74. No

destaque, o par sexual de um macho.
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Tabela 4. Numero de RON por célula em Rhipidomys mastacalis (2n=44, NF=74).

Numero de
Cromossomos Marcados 3 8 10 Total
N° 212 Q 3 3 7 8 8 1 1 0 31
(7]
< MOL 258 Q 3 6 | 14 | 5 2 0 0 0 30
S MOL 268 & 2 2 | 10 | 10 | 3 3 0 0 30
(5}
° MOL 437 Q 5 7 9 3 1 0 0 30
z MOL 438 0 4 | 5 11| 8 | 1] 0] o0 1 30
> Total 17 | 23 | 51 | 36 | 17 | 5 1 1 151
. . .
a ﬁ . ” g % A ¢
1 2 4 6 7
: 124 g . . &
» A ~ =z 2 > 5 o 6
8 9 10 11 13 14
» 3 '
15 16
>
g 22 . . Y
17 18 19 20 X X

Figura 13. Rhipidomys mastacalis fémea (2n=44, NF=74) ap6s Ag-RON. Observe a presenca de

marcacao nos pares 3, 9, 10 e 16.

Figura 14. Metafase de Rhipidomys mastacalis macho (2n=44, NF=74) apos hibridagéo in situ com a

sonda telomérica.
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Rhipidomys cariri

Foram analisados dois machos e trés fémeas de Rhipidomys cariri provenientes de
Berilo (Minas Gerais). O cari6tipo desses exemplares apresentou um namero diploide igual
a 44 e um nuamero fundamental igual a 48. O cariétipo foi montado tomando como referéncia
o descrito para R. macrurus (Svartman e Almeida, 1993). Esta € a primeira descricdo do

cariétipo dessa espécie.

Descri¢do do Caribtipo
« 18 pares de autossomos acrocéntricos variando gradativamente de tamanho de grandes
a pequenos (par 1 ao 9 e 11 ao 19);

e 1 par de autossomos subtelocéntricos médios (par 10);
e 2 pares de autossomos metacéntricos pequenos (pares 20 e 21);
» X- sumetacéntrico grande com variagdo de tamanho no brago curto;
e Y- acrocéntrico pequeno.

Apoés a coloragdo comum era possivel identificar os pares 1, 10, 19, 0s cromossomos
X e Y (Figuralb).

Padrdes de Bandeamento

O padréao de bandeamento G permitiu a identificacdo de todos os pares do cariotipo.
Em todas as células analisadas, o braco longo do cromossomo X apresentou duas bandas
mais coradas em regido central e o braco curto ndo apresentou bandas. O cromossomo Y
apresentou uma pequena banda na regido proxima ao centrémero (Figura 16).

Apés o bandeamento C, foi possivel observar a presenca de heterocromatina
constitutiva na regido pericentromérica de quase todos os autossomos e em toda a extensdo
do braco curto do cromossomo X, mais evidente na regido pericentromérica. O cromossomo
Y apresentou uma grande banda heterocromética na regido préxima ao centrébmero (Figura
17).

A coloracao das regifes organizadoras de nucléolos pelo nitrato de prata revelou de
um a cinco cromossomos marcados por metafase. As marcacfes foram observadas nos
bragos curtos de cromossomos acrocéntricos médios a pequenos. Das 151 metafases
analisadas, a maioria (57) possuia quatro marcacdes. Associa¢cdes foram encontradas com
freqUiéncia e em nenhum momento apareceram seis cromossomos marcados por metéfase,
0 que pode indicar que um dos cromossomos desses pares pode ndo portar genes
ribossémicos (Tabela 6, Figura 18).

Sinais de hibridacdo com sonda telomérica foram observados apenas nas regides

terminais de todos os bracos cromossdmicos (Figura 19).
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A espécie Rhipidomys cariri foi descrita recentemente por Tribe (2005) a partir de um
estudo sobre o género Rhipidomys realizado com base em cole¢cBes mastozooldgicas do
Museu Nacional, Rio de Janeiro (MN); University of Kansas Natural History Museum (KU); e
National Museum of Natural History, Washington, DC (USNM). Rhipidomys cariri cariri foi
encontrado no sul do Ceara, nas proximidades do municipio do Crato e Rhipidomys cariri
baturiteensis foi coletado no norte do Ceard, nas proximidades do municipio de Pacoti. R.
cariri também foi registrado no estado da Bahia (Bonvicino et al., 2008). Espécimes
provenientes do municipio de Berilo, norte de Minas Gerais foram classificados pelo préprio
Tribe como Rhipidomys cariri. A espécie se distingue de R. mastacalis e de R. macrurus por
seu maior tamanho corporal, pelagem mais aspera e mais acinzentada, vibrissas mais
compridas e série molar maior (Tribe, 1996).

Rhipidomys cariri apresentou um cariétipo semelhante aos de algumas outras
espécies de Rhipidomys. O cariétipo que mais se assemelha ao encontrado em R. cariri foi
o de R. leucodactylus proveniente do Seringal Condor (Amazonas), descrito por Patton et al.
(2000). Os caridtipos das duas espécies diferem quanto a morfologia do par 10
(subtelocéntrico em R. cariri e acrocéntrico em R. leucodactylus) e dos cromossomos X
(dois bragcos em R. cariri e acrocéntrico em R. leucodactylus). Comparacdes mais
detalhadas ndo foram possiveis ja que ndo foram descritos padrbes de bandas de R.
leucodactylus. O cariétipo de R. macrurus (2n=44, NF=50; Figura 3) também se assemelha
bastante ao de R. cariri, do qual difere basicamente quanto a morfologia do menor par
autossOmico, metacéntrico em R. macrurus e acrocéntrico em R. cariri, € do cromossomo X,
acrocéntrico em R. macrurus. Cromossomos X com morfologia semelhante ao de R. cariri
foram encontrados em R. cf. macrurus de Casa Grande (S&o Paulo) (Svartman e Almeida,
1993).

Um padrdo de bandeamento C semelhante ao de Rhipidomys cariri, com varios
cromossomos marcados na regido pericentromérica, foi encontrado em R. macrurus (2n=44,
NF=49) de Vargem Bonita (Minas Gerais) (Figura 7), R. leucodactylus citétipo 1 (2n=44,
NF=52) da Serra da Mesa (Goias) e de Caxiuana (Para) (Andrades-Miranda et al., 2002).

A coloracado das regides organizadoras de nucléolos pelo nitrato de prata revelou de
um a cinco cromossomos marcados por metafase, todos acrocéntricos médios que se
assemelhavam morfologicamente aos trés pares descritos como portadores de RON em R.
macrurus e R. cf. macrurus (Svartman e Almeida, 1993) e descritos em R. macrurus macho
(2n=44, NF=49) deste trabalho.
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Figura 15. Cariétipo de Rhipidomys cariri macho (2n=44, NF=48). No destaque, o par sexual de uma
fémea. Observe a variagdo no tamanho do braco curto do cromossomo X.
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Figura 16. Padrdo de bandas G no caridtipo de Rhipidomys cariri macho (2n=44, NF=48). No
destaque, o par sexual de uma fémea.
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Figura 17. Padrao de bandas C numa metafase de Rhipidomys cariri fémea (2n=44, NF=74). No
destaque, o par sexual de um macho.

Tabela 5. Nimero de RON por célula em Rhipidomys cariri (2n=44, NF=48).

Numero de

Cromossomos Marcados 1 2 3 4 5 Total

MOL 218 & 2 6 6 13 3 30
c_‘;é MOL 271 9 5 4 10 7 4 30
3 MOL 272 & 4 5 10 10 1 30
é MOL 273 ¢ 1 3 16 11 0 31
\% MOL 304 ¢ 1 0 12 16 29
“ Total 13 18 54 57 9 151
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Figura 18. Carittipo de Rhipidomys cariri fémea (2n=44, NF=48) apds Ag-RON. As setas indicam
associagdes entre dois cromossomos portadores de RON.

Figura 19. Metafase de Rhipidomys cariri fémea (2n=44, NF=48) ap6s hibridacao in situ com a sonda
telomérica.
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Rhipidomys Hibridos

Foram analisados trés individuos hibridos interespecificos resultantes do cruzamento
entre uma fémea de Rhipidomys mastacalis e um macho de R. cariri (MOL 218), nascidos
em cativeiro. Os hibridos apresentaram cariotipos com 2n=44 e NF=61, valor intermediario
entre os das espécies parentais (NF=74 em R. mastacalis e NF=48 em R. cariri).

Os cariétipos foram montados de acordo com o cariétipo de R. macrurus para facilitar
a comparacao posterior dos trés cariotipos, sendo o homélogo da esquerda proveniente de

R. mastacalis e o da direita de R. cariri.

Descri¢do do Caribtipo

e 23 autossomos acrocéntricos com tamanho variando gradualmente de grandes a
pequenos;

e 1 autossomo subtelocéntrico médio (homdlogo do par 10 de R. cariri);

» 18 autossomos metacéntricos/submetacéntricos com tamanho variando gradualmente
de grande a pequeno;

» X- acrocéntrico grande com um brago curto pouco evidente, originério da fémea de R.
mastacalis e, portanto, presente nos trés individuos.

» X- submetacéntrico grande de R. cariri macho e presente apenas nas duas fémeas;

e Y- acrocéntrico pequeno.

Apds coloracdo convencional foi possivel identificar os cromossomos 1, 2 e 16
provenientes de R.mastacalis e os cromossomos 10 e 19 de provenientes R. cariri € 0 maior
par acrocéntrico similar em ambas as espécies (par 17 de R. mastacalis e 1 de R. cariri)
(Figura 20).

Padrdes de Bandeamento

O padréo de bandas G permitiu a identificacdo de todos os pares do complemento,
bem como do par sexual (Figura 21).

Apos a aplicacdo do bandeamento C, foi observada a presenca de heterocromatina
constitutiva pericentromérica em aproximadamente metade dos autossomos, na maioria
acrocéntricos. O braco curto dos cromossomos X era inteiramente heterocromatico. Nao foi
possivel obter o padrdo de bandas C do macho (Figura 22).

A coloracao das regifes organizadoras de nucléolos pelo nitrato de prata revelou de
um a cinco cromossomos marcados por metafase. A maioria das 90 metafases dos trés
individuos analisados possuia duas marcacdes. E interessante ressaltar que um U(nico

espécime, que apresentou 23 de 30 metafases com dois cromossomos marcados pela
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prata, é responsavel por essa moda. Se considerarmos apenas 0s outros dois espécimes, a
moda seria igual a trés (Tabela 7, Figura 23).

Os cromossomos portadores de RON nos hibridos equivaliam aos portadores de
RON nas espécies parentais. O macho (MOL 435) e uma fémea (MOL 259) apresentaram
Ag-RON tanto em cromossomos origindrios de R. mastacalis como de R. cariri. A outra
fémea (MOL 436), apresentou Ag-RON no cromossomo metacéntrico médio e no menor par
do complemento, ambos oriundos de R. mastacalis, em cerca de 60% das células
analisadas. O cromossomo 3 oriundo de R. mastacalis apareceu marcado em cinco
metafases dessa fémea e um cromossomo acrocéntrico médio marcado, provavelmente
oriundo de R. cariri, apareceu marcado em apenas trés células (Tabela 7, Figura 23).

Nos hibridos, os homdlogos marcados dos pares 4, 8, 10, 11 e 21 correspondem aos
pares 3, 7, 9, 10 e 16 de R. macrurus, respectivamente. Dois cromossomos acrocéntricos
médios a pequenos marcados simultaneamente em algumas metafases de dois individuos
(MOL 259 e MOL 435) podem corresponder aos pares 11, 13 e 14 de R. cariri e/ou ao par
18 de R. mastacalis.

Talvez a diferengca na moda dependa da procedéncia materna ou paterna dos
cromossomos envolvidos, uma vez que alguns homdlogos dos pares que apresentaram
marcacdo por Ag-RON de R. mastacalis e R. cariri ndo apareceram marcados em dose
dupla (por exemplo, o par 3 de R. mastacalis e talvez um dos cromossomos dos trés pares
acrocéntricos meédios a pequenos com marcagdo de R. cariri). Em R. cariri, nenhuma das
células analisadas apresentou todos os seis cromossomos marcados, 0 que pode indicar
gue apenas um homélogo de um destes pares seja portador de RON.

Ap6s a hibridacdo in situ com a sonda telomérica, s6 foram observados sinais na
regido terminal de todos os bragos cromossémicos, sem evidéncia de marcacéo intersticial
(Figura 24).

Silva e Yonenaga-Yassuda (1999) descreveram uma fémea coletada em Morro do
Chapéu (Bahia) e identificada como Rhipidomys sp. A (2n=44, NF=61) que apresentava 10
pares heteromorficos, inclusive o par de cromossomos X. As autoras sugeriram que esse
espécime poderia pertencer a uma populacdo na qual variantes morfolégicas de varios
cromossomos estariam fixados ou que seria um hibrido resultante do cruzamento de uma
espécie de Rhipidomys com NF alto com uma espécie de NF baixo.

O cariotipo dos hibridos entre Rhipidomys mastacalis e R. cariri que analisamos se
assemelha muito ao encontrado por Silva e Yonenaga-Yassuda (1999), o que favorece a
segunda hipétese levantada pelas autoras. Uma vez que a quantidade de espécimes de
Rhipidomys ja& cariotipados € pequena e um provavel hibrido ja foi coletado na natureza,
pode-se especular que essas hibridacdes sejam relativamente freqlentes, e que individuos

dessas duas espécies ainda nao se reconhegam como espécies distintas.
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Silva e Yonenaga-Yassuda (1999) ndo apresentaram o padrédo de bandas G do
cariotipo completo do suposto hibrido coletado na Bahia, o0 que ndo permitiu que
realizassemos uma comparagéo mais detalhada.

A comparagédo do padrdo de bandas C de Rhipidomys hibrido com o de Rhipidomys
sp. A (Silva e Yonenaga-Yassuda, 1999) permitiu observar semelhancas principalmente na
marcagdo pericentromérica de alguns autossomos pequenos. Entretanto, nos hibridos
analisados por nés, foi possivel visualizar marcacfes mais fracas em alguns autossomos
grandes e médios. Os cromossomos X nas duas amostras apresentaram padrdes idénticos
de marcacdo: 0 X acrocéntrico apresentou marcacdo pericentromérica e o X
submetacéntrico apresentou marcacdo em todo o braco curto, mais forte na regido
pericentromérica (Figura 22).

Em Rhipidomys sp. A, Silva e Yonenaga-Yassuda (1999) descreveram Ag-RON no
homdlogo metacéntrico médio do par 9, provavelmente equivalente ao cromossomo 11 de
nossos Rhipidomys hibridos e oriundos de R. mastacalis (par 10); no braco longo do
homalogo acrocéntrico do par 13, marcacado similar apenas a encontrada no cromossomo 18
de R. macrurus fémea; e no braco curto de dois pares acrocéntricos médios (pares 16 e 18),

que podem equivaler aos pares 11,13 ou 14 de R. cariri ou ao par 18 de R. mastacalis.
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Figura 20. Cariotipo de um hibrido macho (2n=44, NF=61). Em cada par, o cromossomo da esquerda
€ proveniente da fémea de R. mastacalis e o da direita é oriundo do macho de R. cariri. No destaque,
o par sexual de uma fémea hibrida.
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Figura 21. Padrdo de bandas G no cari6tipo de uma fémea hibrida de Rhipidomys (2n=44, NF=61).
Em cada par, o homélogo da esquerda € o proveniente de R. mastacalis (fémea) e o da direita, o de
R. cariri (macho). As barras indicam a posi¢éo do centrémero nos cromossomos com dois bracos. No
destaque, o par sexual de um macho hibrido.
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de bandas C numa metafase de uma fémea hibrida de Rhipidomys (2n=44,
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Tabela 6. Numero de RON por célula em Rhipidomys hibrido (2n=44, NF=61).

Numero de
Cromossomos Marcados 1 2 3 Total
9 MOL 259 @ 0 2 16 11 30
*§ MOL 435 & 5 7 9 9 30
é MOL 436 ¢ 3 23 2 1 30
()
*5 Total 8 32 27 21 90
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Figura 23. Cariétipo de uma fémea hibrida de Rhipidomys (2n=44, NF=61) apos Ag-RON. No
destaque, uma associa¢cdo entre os cromossomos dos pares 4 e 21, equivalentes ao 3 e 16 de R.
mastacalis.

Figura 24. Metafase de Rhipidomys hibrido macho (2n=44, NF=61) apés hibridacéo in situ com a
sonda telomérica.

36



Comparacao dos Cariotipos de Espécies de  Rhipidomys

Fizemos uma analise comparativa dos cariétipos das trés espécies de Rhipidomys
estudadas (R. macrurus, R. mastacalis e R. cariri), utilizando os padroes de bandeamento
G, C e a coloracao das regifes organizadoras de nucléolos pela prata. Para complementar
nosso estudo, realizamos alguns experimentos de hibridacgdo in situ fluorescente utilizando
como sondas DNAs gendmicos (GISH).

A comparacdo do padrao de bandas G das espécies de Rhipidomys coletadas em
Minas Gerais revelou uma grande conservagao entre 0os autossomos de cada uma das trés
espécies, permitindo estabelecer total correspondéncia entre os trés cariétipos (Tabela 8,
Figura 25). Sete dos 21 pares autossdmicos das trés espécies apresentaram a mesma
morfologia e o mesmo padrédo de bandas. Os outros 14 pares de autossomos apresentaram
morfologias diferentes entre Rhipidomys mastacalis (NF alto) e R. macrurus e R. cariri (NF
baixo). Nesses pares foi possivel observar que, embora a morfologia diferisse, o padrao de
bandas parecia conservado ao longo dos cromossomos correspondentes em cada uma das
trés espécies. Esta observacdo ndo seria a esperada caso inversdes pericéntricas fossem

responsaveis pela variacdo de morfologia e de NF entre as espécies.

Tabela 7. Correspondéncia entre os autossomos das espécies de Rhipidomys.

R. macrurus R. mastacalis R. cariri
1 17 1
12 18 12
15 19 15
Cromossomos Conservados 16 20 16
18 21 18
19 15 20
20 12 21
2 1 2
3 2 3
4 3 4
5 4 5
6 5 6
7 6 7
Cromossomos com 8 7 8
Diferentes Morfologias (RC) 9 8 9
10 9 10
11 10 11
13 11 13
14 13 14
17 14 17
21 16 19
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A mudanca na morfologia dos cromossomos sem alteracdo no padrdo de
bandeamento G pode ser explicada por um fenébmeno descoberto h4d 16 anos, o
Reposicionamento Centromérico (RC) (Voullaire et al., 1993). Esse fenbmeno consiste na
mudanca da posi¢do do centrébmero, por transposi¢cdo da regido centromérica (Verlinsky et
al. 1995) ou por formacao de um neocentrdmero com degradacao ou laténcia do centrébmero
antigo (Ferreri et al., 2005). No neocentrdmero ocorre heterocromatinizacdo das regiées
pericentroméricas e um aumento no numero de copias de DNA repetitivo comuns ao
centrébmero e, paralelamente, ha perda de heterocromatina na regido do antigo centrémero
(Ventura et al., 2001). Casos de RC ja foram registrados em primatas, aves, gado, rato,
equinos e porco e sugeridos para outras espécies (Band et al., 2000; Carbone et al., 2006;
Eder et al., 2003; Kasai et al., 2003; Kobayashi, 2008; Montefalcone et al., 1999; Ventura et
al., 2004). Na maioria desses trabalhos, foram comparados organismos pertencentes a
géneros ou até a ordens diferentes. Dentro de um mesmo género, sdo conhecidos casos de
RC em equinos (Carbone et al. 2006) e em ratos do género Tokudaia, no qual apenas os
cromossomos X sofreram RC (Kobayashi et al., 2008). Além disso, varios casos de RC
foram detectados em humanos (Amor et al., 2004).

Dentre os 29 cariétipos encontrados para o género Rhipidomys, apenas quatro
apresentaram um numero dipldide diferente de 2n=44, R. nitela com 2n=48, NF=67 e 68
(Andrades-Miranda et al., 2002; Volobouev e Catzeflis, 2000) e R. cf. nitela com 2n=50,
NF=71 e 72 (Silva e Yonenaga-Yassuda, 1999). Em contraste com a conservagdo do
numero diploide, foi observada uma grande variacdo do namero fundamental, NF=46 a 80
nas espécies com 2n=44 (Andrades-Miranda et al., 2002; Patton et al., 2000). Embora varios
autores tenham sugerido que as variagbes em NF eram decorrentes de inversdes
pericéntricas, em nenhum trabalho foram indicados os trechos invertidos nos cromossomos
rearranjados (Andrades-Miranda et al., 2002; Silva e Yonenaga-Yassuda, 1999; Svartman e
Almeida, 1993; Volobouev e Catzeflis, 2000; Zanchin et al., 1992). Assim, seria interessante
rever esses estudos levando em consideracdo a possibilidade de RCs em diferentes
espécies de Rhipidomys.

A andlise de padrdes de bandeamento C em espécies de Rhipidomys permitiu
verificar a ocorréncia de adicbes/delecbes de heterocromatina constitutiva (Silva e
Yonenaga-Yassuda, 1999; Svartman e Almeida, 1993; Zanchin et al., 1992). Translocacdes
e rearranjos robertsonianos foram aventados para explicar as diferencas entre espécies com
diferentes nimeros dipléides (Silva e Yonenaga-Yassuda, 1999; Volobouev e Catzeflis,
2000).

Na nossa amostra de Minas Gerais, regides heterocrométicas pericentroméricas
foram observadas em cerca de metade dos autossomos, na maioria acrocéntricos, de R.

mastacalis, metade dos autossomos, na maioria acrocéntricos de R. macrurus macho e, em
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cerca de um terco dos cromossomos, na maioria acrocéntricos, de R. cariri. A fémea de R.
macrurus foi o Unico individuo de nossa amostra que sé teve 0os cromossomos X marcados.
A diferenca no tamanho e morfologia do cromossomo X no género Rhipidomys pode ser
explicada por adigdo/delecéo de heterocromatina no brago curto, ou no caso de R. nitela
descrito por Volobouev e Catzeflis (2000), pela adicdo de uma quantidade tdo grande de
heterocromatina que o braco heterocromético era maior que o eucromatico. Svartman e
Almeida (1993) descreveram a presenca de uma banda heterocromética intersticial no par 1
de Rhipidomys cf. macrurus e de R. macrurus que poderia representar o ponto de quebra
envolvido numa inversdo cromossdmica. Esta banda heterocromética ndo foi evidenciada
em nenhum dos espécimes gque analisamos.

A comparacdo das Ag-RON permitiu identificar cromossomos com RON que séo
correspondentes em espécies diferentes. Os trés pares acrocéntricos médios portadores da
RON em R. cariri e R. macrurus macho sdo semelhantes aos pares com Ag-RON descritos
em R. macrurus e R. cf. macrurus por Svartman e Almeida (1993) e dois deles
provavelmente equivalem ao segundo maior par acrocéntrico do cariétipo de R. mastacalis
(par 18) e ao par metacéntrico médio (par 10) dessa mesma espécie. O par 10 marcado em
R. macrurus fémea pode ser equivalente ao par submetacéntrico médio portador da RON
em R. mastacalis (par 9). Outra marcacdo semelhante entre essas duas espécies é a
encontrada no menor par acrocéntrico, par 21 de R. macrurus e 16 de R. mastacalis.
Entretanto, somente em R. macrurus ocorriam marcacbes em ambos o0s bracos
cromossdmicos. Um anico homologo do par 21 de R. mastacalis (2n=44, NF=52) descrito
por Silva e Yonenaga-Yassuda (1999) apresentou Ag-RON.

A variabilidade no nimero e na morfologia dos cromossomos marcados por Ag-RON
pode resultar tanto de variacdo da posicdo dos genes ribossdmicos nOos Cromossomos,
quanto da atividade diferencial desses genes em cada célula, ja que a prata s6 marca RON
ativas (Sumner, 2003). A hibridac&o in situ com sondas de DNA ribossémico pode indicar a
localizacdo desses genes, sem a necessidade de que tenham estado ativos.

Apb6s a hibridacao in situ com a sonda telomérica, foram observados apenas sinais
na regido terminal de todos os bracos cromossdmicos nas trés espécies estudadas, sem
evidéncia de marcac0es intersticiais. Esse mesmo tipo de resultado ja havia sido encontrado
anteriormente em R. mastacalis, R. cf. mastacalis, R. nitela, R. leucodactylus e em duas
outras espécies ndo identificadas (Andrades-Miranda et al., 2002; Silva e Yonenaga-
Yassuda, 1999). A presenca de marcacdes teloméricas intersticiais poderia ser um indicio
de ocorréncia de algum rearranjo envolvendo o teldbmero. No entanto, a auséncia de

marcagodes intersticiais por si s6 ndo descarta a possibilidade de ocorréncia de rearranjos.

39



") OJUBWRSPUERY 3P SOPR)NSaJ SOWaANJo ogu [enb o ered

sSninJoewW " ap 0 0199Xd ‘B[LISS BWSSW WS Sasejelall SeiNo ap Sopelnal Weio) A SOWOSSOWOoId SO ‘Sodeiq SIop WO0I SOLIOSSOLWOID SOU 0JaWQIIUa9
op oerdisod e eoIpul SOWOSSOLWO0Id sunbie ap eualip e ouod O "sninioew Y ap odnoued o ojspow Owod opezinn 1o} wabeuow e ered “eliaip
e eled epianbsa ep ‘LRI "y 9 SleoelseW Y ‘snunioew sAwopidiyy ap SOWOSSOWO0Id SOpP S sepueq ap sagiped so anus oederedwo) "Gz einbi4

o

6T 9T T¢ T¢ ¢10¢ 0¢ ST 6T 9T 0¢ 9T ST 6T ST

R T TR T : 98 L A,

[e0]
—
—
N
[ce)
-
N~
-
<
—
N~
-

N~

¢l 8T ¢T 1T 0T 0T 6 OT 6 8 6

S v 9 Ve v ¢ 1T ¢ T LT

i LR (I

<
—
o™
—
<
—

o
»
.oo
-H
.m
—

Bl
W

Q’) =

©

e
.

40




Hibridacdo in situ com DNA Genbémico Total (GISH)

Com o intuito de comparar os genomas das espécies de Rhipidomys, utilizamos
DNAs genémicos como sondas para experimentos de hibridag¢éo in situ. Dispunhamos de
fragmentos de figado, rins e coragdo congelados apenas de um Rhipidomys hibrido e de um
R. mastacalis, ambos machos, a partir dos quais foram extraidos os DNAs gendmicos. Apés
a extracdo, cada um desses DNAs foi marcado com digoxigenina. O DNA gendmico do
hibrido foi marcado também com biotina para ser usado em experimentos de hibridacéo
simultdnea com duas sondas.

Cada DNA genbmico marcado foi inicialmente hibridado a preparacdes de
cromossomos da mesma espécie com 0 intuito de avaliar se as condi¢cdes experimentais
utilizadas eram adequadas (controles, Figura 26). Em seguida, os DNAs gendmicos
marcados foram utilizados em experimentos conforme indicado na Tabela 9.

Cada sonda marcada por digoxigenina foi hibridada separadamente em preparacdes
cromossdmicas de R. macrurus, R. mastacalis, R. cariri e Rhipidomys hibrido. A hibridacao
simultdnea com DNA de R. mastacalis marcado com digoxigenina e DNA de Rhipidomys
hibrido marcado com biotina foi realizada em preparages cromossémicas de R. mastacalis,
R. cariri e Rhipidomys hibrido.

Tabela 8. Experimentos de hibridacdo in situ com DNA gendmico total.

Experimentos DNA marcado (sonda) Cromossomos
Controle | R. mastacalis (digoxigenina) R. mastacalis
Controle Il Hibrido (digoxigenina) Hibrido

I R. mastacalis (digoxigenina) R. macrurus
Il Hibrido (digoxigenina) R. macrurus
Il Hibrido (digoxigenina) R. mastacalis
\% R. mastacalis (digoxigenina)+ Hibrido (biotina) R. mastacalis
V R. mastacalis (digoxigenina) R. cariri
\i Hibrido (digoxigenina) R. cariri
Vii R. mastacalis (digoxigenina)+ Hibrido (biotina) R. cariri
VIII R. mastacalis (digoxigenina) Hibrido

IX R. mastacalis (digoxigenina)+ Hibrido (biotina) Hibrido
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Experimentos Controle

Controle I. A hibridagdo do DNA gen6mico de Rhipidomys mastacalis a preparacfes
cromossOmicas da prépria espécie resultou em marcagcbes ao longo de todos os
cromossomos, mais intensa nas regides de heterocromatina constitutiva. Marcagcées mais
fortes foram visualizadas no brago curto do cromossomo X e no Y inteiro, com destaque
para a regido pericentromérica. Marcagfes mais evidentes foram observadas também na
regido terminal de dois pares metacéntricos, na regido pericentromérica de dois pares com
dois bracos, de todos pares acrocéntricos pequenos e do maior par acrocéntrico (par 17),
gque, além dessa marcacédo, apresentou uma marcacao intersticial leve no terco proximal do
braco longo. Um Unico autossomo submetacéntrico grande, correspondente a um dos
cromossomos do par 3, apresentou uma marcacdo terminal bem intensa no braco curto
(Figura 26a) e provavelmente é o mesmo cromossomo que apresentou Ag-RON (Figura 13).

Controle 1. A hibridacdo do DNA gendmico do hibrido a prepara¢cdes cromossémicas
dele préprio resultou na marcac¢do do braco curto do cromossomo X e do cromossomo Y
inteiro, mais forte na regido pericentromeérica. Varios autossomos acrocéntricos médios a
pequenos e dois cromossomos com dois bracos apresentaram marcagfes mais fortes na
regido pericentromérica. Alguns cromossomos com dois bracos apresentaram-se marcados
nas regides terminais. O maior par autossdmico (par 1) apresentou marcacdes mais

evidentes na regido pericentromérica e no tergo proximal do brago longo (Figura 26 b).

Figura 26. Controles dos experimentos de hibridacdo com DNA genbmico total: (a) metafase de
Rhipidomys mastacalis macho (2n=44, NF=74) ap6s hibridacéo in situ com o DNA gendmico total de
R. mastacalis marcado com digoxigenina e (b) metafase de Rhipidomys hibrido macho (2n=44,
NF=61) ap0s hibridagéo in situ com DNA gendmico total do hibrido (R. mastacalis x R. cariri) marcado
com digoxigenina. As sondas foram detectadas com o anticorpo antidigoxigenina acoplado a
rodamina (vermelho) e a contra-coloracdo dos cromossomos foi feita com DAPI.
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Rhipidomys macrurus (Experimentos | e 1l)

A hibridacdo da sonda de Rhipidomys mastacalis a cromossomos de R. macrurus
fémea resultou na marcagdo de todos os cromossomos. Algumas regides apresentaram
uma marcagdo mais evidente, como a regido heterocromatica do cromossomo X, que
também foi evidenciada pelo bandeamento C (Figura 6), e as extremidades distais do menor
cromossomo do complemento (par 21), que é portador de RON em ambos os bragos (Figura
8). O par 1 apresentou uma marcacao leve na regido pericentromeérica e no terco proximal
do braco longo em algumas metafases (Figura 27a).

A hibridacdo do DNA genbémico de Rhipidomys hibrido (R. mastacalis x R. cariri) em
cromossomos de R. macrurus permitiu a observacdo de marcacbes semelhantes as

observadas com a sonda de R. mastacalis (Figura 27b).

Figura 27. Metafases de Rhipidomys macrurus fémea (2n=44, NF=50) apés hibridacdo in situ com:
(@) DNA gendmico total de R. mastacalis e (b) DNA genbmico total do hibrido (metafase parcial,
2n=42). As sondas foram marcadas com digoxigenina e detectadas com um anticorpo
antidigoxigenina acoplado a rodamina (vermelho). A contra-coloracdo dos cromossomos foi feita com
DAPI.

Rhipidomys mastacalis (Experimentos Il e V)

A hibridacéo da sonda de DNA gendmico do hibrido em metéafases de R. mastacalis
forneceram um resultado semelhante ao obtido com o controle | (DNA genémico de R.
mastacalis em células de R. mastacalis). Entretanto, neste experimento, diferentemente do
controle, ndo foi observada marcagéo no par 3 (Figura 28).

A sonda de R. mastacalis e de Rhipidomys hibrido contém o genoma total de R.
mastacalis, porém s6 a segunda sonda contém o genoma de R. cariri. Caso houvesse
diferenca consideravel entre os genomas dessas espécies, poderiamos encontrar alguma
diferenca na marcacdo com essas sondas, 0 que hado ocorreu nem nas regides

heterocromaticas (Figura 29).
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Figura 28. Metafase parcial (2n=39) de Rhipidomys mastacalis macho (2n=44, NF=74) apos
hibridagdo in situ com DNA gendmico total do hibrido. A sonda foi marcada com digoxigenina e
detectada com um anticorpo antidigoxigenina acoplado a rodamina (vermelho). A contra-coloracao
dos cromossomos foi feita com DAPI.

Figura 29. Metafase de Rhipidomys mastacalis macho (2n=44, NF=74) apés hibridacdo in situ com
DNA gendmico total de R. mastacalis (@) e do hibrido (b). Em (c) a imagem resultante da
sobreposicéo de (a) e (b). As sondas foram marcadas com digoxigenina e biotina e detectadas com
um anticorpo antidigoxigenina acoplado a rodamina (vermelho) e avidina acoplada a FITC (verde),
respectivamente. A contra-coloracdo dos cromossomos foi feita com DAPI.
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Rhipidomys cariri (Experimentos V, VI e VII)

A hibridacdo das sondas de DNA gendmico total de R. mastacalis e do hibrido em
células de R. cariri forneceram resultados semelhantes. Ambas as sondas hibridaram em
todos 0s cromossomos e marcaram mais intensamente a regido pericentromeérica de quase
todos os autossomos de R. cariri, com diferentes intensidades. Nao foram observadas
marcacoes intersticiais. A heterocromatina do bracgo curto do par de cromossomos X ficou
bem evidente, sendo que a regido pericentromérica ficou ainda mais brilhante. O menor par
do complemento (par 19) apresentava uma Uunica marcacdo bem forte na regido
pericentromérica e outras marcacdes fortes foram observadas nos cromossomos
acrocéntricos pequenos. O par 1, maior par acrocéntrico, apresentou apenas uma leve
marcacao pericentromérica (Figura 30).

A hibridacdo simultdnea de sondas genbmicas de R. mastacalis e do hibrido
produziu um padrdo semelhante, mostrando que o DNA gendmico das espécie R.

mastacalis e R.cariri sdo equivalentes.

Figura 30. Metafases de Rhipidomys cariri fémea (2n=44, NF=48) ap04s hibridacdo in situ com: (a)
DNA gendmico total de R. mastacalis (metafase parcial, 2n=43) e (b) DNA genbmico total do hibrido.
As sondas foram marcadas com digoxigenina e detectadas com um anticorpo antidigoxigenina
acoplado a rodamina (vermelho). A contra-coloracéo dos cromossomos foi feita com DAPI.
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Figura 31. Metafase de Rhipidomys cariri ffmea (2n=44, NF=48) ap0s hibridacdo in situ com DNA
gendmico total de R. mastacalis (a) e do hibrido (b). Em (c) a imagem resultante da sobreposicéo de
(@) e (b). As sondas foram marcadas com digoxigenina e biotina e detectadas com um anticorpo
antidigoxigenina acoplado a rodamina (vermelho) e avidina acoplada a FITC (verde),
respectivamente. A contra-coloragdo dos cromossomos foi feita com DAPI.

Rhipidomys Hibrido (Experimentos VIl e 1X)

A hibridacdo da sonda de DNA genbmico de R. mastacalis marcou todos os
cromossomos do hibrido interespecifico (Figura 32), evidenciando as mesmas regifes
marcadas no experimento controle Il (Figura 26b). A hibridacdo simultdnea enfatiza que

ambas as sondas marcam as mesmas regioes cromossomicas (Figura 33).
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Figura 32. Metafase parcial (2n=42) de Rhipidomys hibrido macho (2n=44, NF=61) ap6s hibridagéo in
situ com DNA gendmico total de R. mastacalis. As sondas foram marcadas com digoxigenina e
detectadas com um anticorpo antidigoxigenina acoplado a rodamina (vermelho). A contra-coloracéo

dos cromossomos foi feita com DAPI.

Figura 33. Metafase de Rhipidomys hibrido macho (2n=44, NF=61) ap6és hibridagdo in situ com DNA
gendmico total de R. mastacalis (a) e do hibrido (b). Em (c) a imagem resultante da sobreposicdo de
(@) e (b). As sondas foram marcadas com digoxigenina e biotina e detectadas com um anticorpo
antidigoxigenina acoplado a rodamina (vermelho) e avidina acoplada a FITC (verde),
respectivamente. A contra-coloragdo dos cromossomos foi feita com DAPI.
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As sondas representando o genoma completo de Rhipidomys mastacalis e do hibrido
marcaram totalmente os genomas das espécies de Rhipidomys analisadas nesse trabalho:
R. mastacalis, R. macrurus, R. cariri e do hibrido, inclusive as regides heterocrométicas. A
hibridacéo in situ do DNA gendmico de uma espécie com seus cromossomos deve produzir
marcagfes mais intensas nas regifes de heterocromatina constitutiva devido a presenca de
DNA repetitivo. Entretanto, quando se hibrida o DNA gendmico em cromossomos de uma
espécie distinta ndo é comum a ocorréncia de marca¢cdes em regides heterocromaticas que,
por serem regides ndo codificantes, podem acumular mutacées, levando a sua divergéncia
entre as espécies. Trabalhos anteriores usando hibridacdo in situ com DNA gendmico total
para comparar genomas de espécies aparentadas revelaram que as regides de
heterocromatina constitutiva eram espécie-especificas (De Leo et. al, 1999; Svartman e
Vianna-Morgante, 1999; Valente e Martins, 2009). No presente trabalho, as marcacdes nas
espécies de Rhipidomys, contrariando esses estudos, eram mais evidentes em regides
heterocromaticas de autossomos e dos cromossomos sexuais.

Algumas marcacBes observadas apds hibridacdo in situ, como o par 21 de
Rhipidomys macrurus fémea (Figura 27), os cromossomos meédios com dois bragcos com
marcacédo terminal e o cromossomo 3 de R. mastacalis (Figura 26a, 28 e 29), podem ser
justificadas por repeticbes de genes ribossbmicos, jA que essas mesmas regides
apresentaram marcacdes pelo nitrato de prata.

A marcacéo intersticial observada no par 1 de Rhipidomys macrurus, R. cariri e do
hibrido e no par 17 de R. mastacalis apos experimentos de GISH parece coincidir com a
observada por Svartman e Almeida (1993) em R. macrurus apos o bandeamento C. Essa
marcacgao foi sugerida pelas autoras como um possivel ponto de quebra resultante de uma
inversao pericéntrica, porém pode também ser um vestigio de um centrémero inativo, de um
novo centrdbmero em formacdo, ou simplesmente de DNA repetitivo fora da regido
pericentromérica.

A similaridade genbmica entre as espécies de Rhipidomys evidenciada pelos
padrBes de bandeamentos e pelos experimentos de GISH pode ser explicada por uma taxa
de mutacao baixa ou pela separacéo recente destas espécies. Essa Ultima hipdtese também
justificaria a presenca de hibridos interespecificos na natureza, uma vez que os individuos
podem ainda ndo se reconhecer como espécies distintas, ndo havendo isolamento
reprodutivo pré-zigotico.

E importante destacar que nossos dados de GISH sdo preliminares. Novos
experimentos incluindo a utilizagdo de DNA gendmico de Rhipidomys macrurus, R.
mastacalis e R. cariri devem fornecer mais detalhes sobre a relagdo entre os genomas de

diferentes espécies de Rhipidomys.
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O estado de Minas Gerais esta localizado entre os paralelos 14°13'58" e 22°54'00"
de latitude sul e os meridianos de 39°51'32" e 51°02'35" a oeste de Greenwich, num planalto
cuja altitude varia de 100 a 1500 metros. Os climas tropical e tropical de altitude séo
predominantes em Minas Gerais. Nas regides sul, sudeste, leste e central do estado séo
registrados 0s maiores indices pluviométricos. No outro extremo, nas por¢des norte e
nordeste, as chuvas escassas e as altas temperaturas tornam essas regibes muito
susceptiveis a seca. As variadas formas de relevo em Minas Gerais, aliadas aos diferentes
solos e climas, propiciam ambientes muito diversos, recobertos por vegetacdes
caracteristicas, adaptadas a cada um dos ambientes encontrados nos trés biomas do
estado. O Cerrado, localizado na porcéo centro-oeste, ocupa cerca de 57% do territério de
Minas Gerais, a Mata Atlantica, localizada na porcao leste, cerca de 41% da area do estado
e a Caatinga, restrita ao norte do Estado, ocupa cerca de 2% do territério mineiro.
Generalizando, encontramos, portanto, Cerrado ao sul e a oeste, regido dos campos
rupestres no centro e Mata Atlantica no leste, com é&reas de transicdo dificeis de
caracterizar, ‘segundo o IEF".

Ao que tudo indica, o género Rhipidomys ocorre em todos os biomas de Minas
Gerais e, considerando os pontos amostrados, apresentou uma consideravel diversidade
cariotipica. Todos os cariétipos registrados para o estado apresentaram 0 mesmo numero
de cromossomos, 2n=44, comum a maioria das espécies de Rhipidomys. Os numeros
fundamentais nesses espécimes variaram de 48 a 74, abrangendo dois dos trés grupos
citogenéticos propostos por Andrades-Miranda et al. (2002): Rhipidomys leucodactylus
(2n=44 e NF baixo) e Rhipidomys mastacalis (2n=44, NF alto). O terceiro grupo, Rhipidomys
nitela, que retne tdxons que apresentam 2n diferente de 44, parece ser exclusivo da regido
amazonica (norte do Brasil, Venezuela e Guiana Francesa).

O grupo Rhipidomys mastacalis se distribui no leste do Brasil abrangendo os estados
de Pernambuco, Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro e, em direcdo a regido central, Minas
Gerais e Goias (Zanchin et al., 1992; Paresque et al., 1994; Tribe, 1996; Andrades-Miranda
et al., 2002). O grupo Rhipidomys leucodactylus tem uma distribuicdo mais ampla,
ocorrendo em todos os estados brasileiros da regido sudeste, quatro estados da regido
norte, dois dos trés estados da regido central e na Bahia, além de ocorrer na Venezuela e
Colébmbia (Aguilera et al., 1994; Andrades-Miranda et al., 2002; Gardner e Patton, 1976;
Patton et al., 2000; Pereira e Geise, 2007; Svartman e Almeida, 1993; Tribe, 1996; Zanchin
et al, 1992). Um individuo com cariétipo intermediario ao desses dois grupos,

provavelmente um hibrido interespecifico, foi encontrado na Bahia (Silva e Yonenaga-

! http://www.ief.mg.gov.br
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Yassuda, 1999), estado onde essas duas espécies ocorrem, podendo portanto indicar uma
area de simpatria com zona de hibridacgéao.

A variacdo citogenética presente em parte do grupo Rhipidomys leucodactylus, que
possui NF=48 a 52 com trés pares metacéntricos/submetacéntricos pequenos, €, em grande
parte, resultante de rearranjos envolvendo os pares 4 e 10, que sdo acrocéntricos em alguns
cariétipos e subtelocéntricos em outros. Os heteromorfismos encontrados no par 10 e o
NF=51 citado para o cariétipo de Mocambinho (Minas Gerais) podem ser consequéncia do
cruzamento entre individuos com esses diferentes citétipos (Svartman e Almeida, 1993;
Tribe, 1996; este trabalho). A alta frequéncia destes heteromorfismos observada e a pouca
variacao relativa entre os citotipos sugerem que individuos com diferentes NF podem cruzar
e gerar individuos férteis e, pelo conceito bioldégico de espécie, ser considerados da mesma
espécie. Um estudo reprodutivo do grupo poderia confirmar essa suposicao.

As diferencas de NF observadas em Rhipidomys mastacalis, NF=74-80, (Andrades-
Miranda et al., 2002; Zanchin et al., 1992) podem ser explicadas por eventos de
reposicionamento centromérico (RC). Este rearranjo também pode estar envolvido nas
diferencas entre os NF de R. mastacalis e os descritos no grupo de Rhipidomys
leucodactylus, NF=46-52, como sugerido neste trabalho (Patton et al., 2000; Silva e
Yonenaga-Yassuda, 1999). A possibilidade de cruzamentos entre espécies desse dois
grupos com cariétipos com NF tdo distintos gerando individuos viaveis pode ser mais
facilmente compreendida se rearranjos do tipo RC explicarem as diferencas de NF. Um
provavel hibrido entre esses dois grupos de Rhipidomys j& foi registrado (Silva e Yonenaga-
Yassuda, 1999) e ndo foram descritos carittipos de individuos com NF intermediario ao NF
do hibrido e de uma das espécies dos grupos parentais, 0 que pode significar que o0s
hibridos resultantes do cruzamento entre os grupos sejam inférteis. O aumento no tamanho
amostral e experimentos de cruzamento em laboratério poderiam ajudar a esclarecer os
limites taxondmicos entre as espécies de Rhipidomys.

Comparando as espécies da tribo Thomasomyini ja cariotipadas e com fotos
disponiveis na literatura, o numero dipldide mais recorrente é 44, que aparece em todos o
géneros e que normalmente estd associado a numeros fundamentais baixos ( Aguilera et al.,
1994, 2000; Gardner e Patton, 1976; Salazar-Bravo e Yates, 2007). Em Rhipidomys, género
mais basal da tribo (D’Elia et al., 2005), o numero dipléide 44 aparece em todas as espécies
fazendo-nos supor que provavelmente o caridtipo ancestral possua 44 cromossomos
predominantemente ou em sua totalidade, como o caso de algumas espécies de
Thomasomys (Aguilera et al., 2000; Gardner e Patton, 1976), acrocéntricos.

Estudos genéticos do género Rhipidomys sdo escassos e a ampliacdo de andlises
morfoldgicas, genéticas, ecoldgicas, taxondmicas e citogenéticas desse tdxon, abrangendo

um maior numero de individuos, € necessaria para esclarecer melhor a diversidade do grupo
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e os limites entre as espécies. Os estudos moleculares j& realizados utilizaram uma ou
poucas espécies do género para esclarecer questfes taxonémicas dentro de Sigmodontinae
(D’Elia et al., 2003, 2005; Percequillo et al., 2008; Smith e Patton, 1999). Nenhum estudo foi
feito para esclarecer os limites especificos desse género. Esses limites sdo alvo de
discuss0es por causa da semelhanca morfolégica entre os géneros e da separacdo baseada
em caracteres continuos que podem ser apenas resultado de variagdo geografica.

A citogenética tem auxiliado a esclarecer alguns aspectos das diferencas entre as
espécies de Rhipidomys, mas a falta de mais estudos, principalmente utilizando técnicas de
bandeamento e de citogenética molecular, dificulta o esclarecimento das relacbes entre
diferentes cariotipos.

O mecanismo de RC foi descrito recentemente. Poucos casos de ocorréncia desse
rearranjo sdo conhecidos e ndo se sabe exatamente quais sdo 0s mecanismos envolvidos.
Ao compararmos o padrao de bandeamento G entre espécies de Rhipidomys com NF alto e
com NF baixo, ndo observamos mudancas nos padrées de bandas, 0 que nos levou a
concluir que a explicacdo mais plausivel para as diferencas no NF seria a ocorréncia de RC
neste género. A aparente freqiente ocorréncia de reposicionamentos centroméricos em
Rhipidomys sugere que algum mecanismo possa estar favorecendo este tipo de rearranjo
no género.

Em outros organismos, o RC foi demonstrado principalmente por experimentos de
hibridac@o in situ com sequéncias génicas ou para comparacdo de regides gendmicas ja
sequenciadas (Band et al., 2000; Carbone et al., 2006; Eder et al., 2003; Kasai et al., 2003;
Kobayashi, 2008; Montefalcone et al., 1999; Ventura et al., 2004). No caso de Rhipidomys,
ndo h& disponibilidade no momento de dados moleculares que permitam a realizacdo deste
tipo de comparacdo. Nossos resultados sugerem que um aprofundamento das andlises
citogenéticas em Rhipidomys pode fornecer informacdes importantes sobre a estrutura e

funcdo do genoma de mamiferos.
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V. Conclusobes

Estudamos trés espécies de Rhipidomys de Minas Gerais, R. macrurus, R. mastacalis e
R. cariri e hibridos interespecificos resultantes do cruzamento das duas Ultimas espécies.
Utilizamos técnicas de bandeamento G, C e Ag-RON e hibrida¢éo in situ com sondas de

sequéncias teloméricas e DNA gendmico total.

Todas as espécies analisadas apresentaram o mesmo numero diploide, 2n=44, porém o
NF foi bastante varidvel, NF= 48, 49, 50 e 74. A variacdo no numero de bracos
cromossOmicos entre os caridtipos e a conservacao do padrdo de bandas sugerem que
0 principal rearranjo cromossdmico envolvido na evolugdo do género sejam

reposicionamentos centroméricos (RC).

As regibes de heterocromatina constitutiva variaram entre os citotipos. Em um dos
individuos de R. macrurus foi encontrada heterocromatina apenas nos cromossomos X,
No maior € no menor par autossdémico, enquanto no outro individuo da espécie e nas
outras espécies regibes heterocrométicas apareciam em cerca de metade dos
cromossomos, principalmente na regido pericentromérica de cromossomos

acrocéntricos.

Os genomas das trés espécies foram completamente marcados com as sondas de DNA
gendmico total de R. mastacalis e do hibrido. Uma conservagcdo genémica incomum foi
encontrada entre as regides heterocrométicas das espécies de Rhipidomys, sugerindo

uma alta semelhanca entre os genomas.

O género Rhipidomys pode representar um bom modelo para entender melhor o

mecanismo do reposicionamento centromeérico, fendbmeno ainda pouco compreendido.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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