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RESUMO

O género Rhipidomys Tshudi, 1845 pertencente a tribo Thomasomyini (Steadman & Ray
1982) contempla roedores com habitos arboricolas, noturnos e solitarios. Sdo de pequeno porte, 0
peso varia de 35 al70 gramas, caracterizados por uma combinacdo de vibrissas longas, tufo ou
pincel na extremidade distal da cauda e pelagem escura presente no dorso de suas patas dianteiras
(Tribe, 1996; Emmons & Feer, 1997). Sua distribuicdo é ampla abrangendo desde o leste do
Panamg, atravessando a América do Sul, até o norte da Argentina. No Brasil sdo registrados em
todos os biomas. Estudos citogenéticos nesse género revelaram uma elevada variabilidade
cariotipica, com trés numeros dipldides 2n=44, 48 e 50, e variacdo do nUmero de bracos
autossdmicos (NFa) e dos cromossomos sexuais, totalizando 20 cit6tipos distintos. Os cariotipos
com 2n=44 retém a maior parte da variagdo cariotipica do género com 11 complementos
autossdmicos distintos (NFa=46, 48, 49, 50, 52, 54, 61, 70, 74, 76 e 80). O cariétipo com 2n=48
possui trés citotipos distintos (NFa=66, 67 e 68), enquanto que o 2n=50 apresenta dois citdtipos
diferentes (NFa=70 e 71). Foi sugerido que esses caridtipos poderiam ser divididos e trés grupos de
acordo com o 2n e NFa, grupo R. nitela composto pelos animais com o 2n=48/50; grupo R.
leucodactylus com 2n=44 e NFa baixo que varia de 46 a 52; e grupo R. mastacalis 2n=44 e NFa
alto variando de 74 a 80. Essa distincdo foi reforcada pela existéncia de alelos exclusivos em
alguns desses grupos. Apesar dos dados da literatura sugerirem que o caridtipo seja uma boa
ferramenta para auxiliar na caracterizagdo de espécies de Rhipidomys, e estudos moleculares
comegarem a sugerir como os cariétipos de Rhipidomys estdo estruturados filogeneticamente,
trabalhos que associem dados cariotipicos & caracterizagdo molecular das populagBes sdo
inexistentes em Rhipidomys. Nesse sentido, propomos caracterizar os cariétipos de Rhipidomys
quanto ao nimero e morfologia dos cromossomos; propor uma hipdtese filogenética molecular para
as formas do leste do Brasil usando um novo marcador molecular; verificar se os cariétipos
distintos estdo correlacionados com clados monofiléticos; e testar a validade dos agrupamentos
Rhipidomys baseados na estruturagdo cariotipica: grupo R. leucodactylus (NFas baixos) e grupo
R.mastacalis (NFas altos). Neste estudo encontramos duas novas descrigdes de cariétipos, um
cariotipo com NFa alto inédito (2n=44 e NFa=72) e outro com uma combinacdo inédita de
cromossomos X e Y (2n=44, NFa=50, XbYc). Adicionando nossos dados aos da literatura
observou-se 22 cari6tipos descritos para o género Rhipidomys. Desses 22 caridtipos, 14 foram
associados a 12 dos 21 taxons reconhecidos em Rhipidomys, e oito cariétipos ndo estdo associados
a nenhum taxon reconhecido. Além disso, identificamos seis espécies de Rhipidomys reconhecidas
e sugerimos a presenca de mais dois novos taxons para o leste do Brasil. Encontramos indicios que
a barreira vicariante na Mata Atlantica é marcada pelo rio Jequitinhonha e ndo pelo rio Doce, como

sugerido em muitos trabalhos. Revelamos que o grupo com NFa alto é monofilético, enquanto o
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grupo com NFa baixo é polifilético e parafilético, fato esse que vai de encontro com a hipétese dos
agrupamentos cariotipicos. Descobrimos que hd uma tendéncia do aumento no nimero de bracos
autossdmicos no género, encontrando-se as formas cariotipicas mais derivadas a mais distantes do
provavel ponte de origem do género na Ameérica do Sul. Ainda, foi proposto que a origem da
radiacdo de Rhipidomys ocorreu nos Andes e as populacfes dessa regido carregaria as condicdes
primitivas do grupo, como o 2n=44 e o NFa baixo. A partir desse cariétipo ancestral propomos um
modelo de evolugdo cariotipica levando em consideracdo na distribuicdo das formas

cromossomicas em cada regiéo.

Palavra-chave: cariétipo, filogenia, Rhipidomys, neotropical.



ABSTRACT

The genus Rhipidomys Tshudi, 1845 belonging to the tribe Thomasomyini (Ray Steadman & 1982)
includes rodents with arboreal habits, nocturnal and solitary. Are small, the weight varies from 35
to 170 grams, characterized by a combination of long vibrissae, brush or tuft at the distal tail and
dark coats this on the back of their front legs (Tribe, 1996; Emmons & Feer, 1997 ). It is widely
distributed ranging from east of Panama, crossing South America to northern Argentina. In Brazil
are recorded in all biomes. Cytogenetic studies in this genus revealed a high karyotypic variability,
with three diploid numbers 2n = 44, 48 and 50, and varying the number of autosomal arms (NFA)
and the sex chromosomes, totaling 20 distinct cytotypes. The karyotypes with 2n = 44 retain most
of the variation of the genus karyotype with 11 distinct complements autosomal (NFA = 46, 48, 49,
50, 52, 54, 61, 70, 74, 76 and 80). The karyotype with 2n = 48 has three distinct cytotypes (NFA =
66, 67 and 68), whereas 2n = 50 presents two different cytotypes (NFA = 70 and 71). It was
suggested that these could be divided karyotypes and three groups according to the 2n and NFA
group R. nitela composed of animals with 2n = 48/50, group R. leucodactylus with 2n = 44 and
NFA low ranging from 46 to 52, and group R. mastacalis 2n = 44 and NFA high ranging from 74
to 80. This distinction was reinforced by the existence of private alleles in some of these groups.
Although data from the literature suggest that the karyotype is a good tool to assist in the
characterization of species Rhipidomys, and molecular studies begin to suggest how the karyotypes
of Rhipidomys are phylogenetically structured, work involving karyotypic data on molecular
characterization of populations are nonexistent in Rhipidomys. Accordingly, we propose to
characterize the karyotypes of Rhipidomys the number and morphology of chromosomes; propose a
molecular phylogenetic hypothesis for the forms from eastern Brazil using a new molecular
marker; verify that the karyotypes distinct monophyletic clades are correlated with, and test the
validity Rhipidomys groupings based on karyotype structure: group R. leucodactylus (NFAS low)
and group R. mastacalis (NFAs high). In this study we found two new descriptions of karyotypes, a
karyotype with unprecedented high NFA (NFA 2n = 44 and = 72) and another with an
unprecedented combination of X and Y chromosomes (2n = 44, = 50 NFA, XbYc). Adding our
data to the literature we found 22 karyotypes described for the genus Rhipidomys. Karyotypes of
these 22, 14 were associated with 12 of the 21 taxa recognized in Rhipidomys, and eight karyotypes
are not associated with any recognized taxon. Furthermore, we identified six species of Rhipidomys
recognized and suggest the presence of two new taxa to eastern Brazil. We find evidence that
vicarious barrier in the Atlantic is marked by the Jequitinhonha river, not the Doce river, as
suggested in many studies. Revealed that the group with high NFA is monophyletic, while the
group with low NFA is polyphyletic and paraphyletic, a fact which goes against the hypothesis of
karyotypic groups. We found that there is an upward trend in the number of autosomal arms in the

genre, being more karyotypic forms derived farther from the bridge probable origin of the genus in
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South America yet, it was proposed that the source of radiation occurred Rhipidomys Andes and the
populations of this region carry the primitive conditions of the group, as the 2n = 44 and low NFA.

From this ancestral karyotype propose a model of karyotype evolution taking into account the
distribution of chromosomal forms in each region.

Keyword:karyotype, phylogeny, Rhipidomys, neotropical.



APRESENTACAO

Tribe (1996), responsével pela primeira reviséo sistematica de Rhipidomys Tschudi, 1845
(Rodentia, Cricetidae), destaca a potencial importancia de uso de dados alternativos e
complementares aos dados morfolégicos, como citogenéticos e moleculares, no estudo de
Rhipidomys, pois como o tdxon conta com poucos caracteres morfoldgicos discretos para distinguir
as espécies, a adicdo desses caracteres alternativos poderia fornecer informacdes novas relevantes
para a taxonomia do grupo.

Representantes desse género neotropical revelam uma elevada diversidade cariotipica com
trés numeros dipldides (2n=44, 48 e 50), 17 formas de conjuntos autossdmicos devido a variacao
no nimero de bracos autossdmicos (NFa=46 a 80), trés formas de cromossomo X e trés formas de
cromossomo Y, gerando 19 citétipos distintos para o género (Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999;
Andrades-Miranda et al., 2002). Diante dessa variagcdo, Andrades-Miranda et al. (2002) utilizando
dados citogenéticos e moleculares de microssatélite sugeriram a divisdo do género em trés grupos
de acordo com seu cari6tipo: grupo Rhipidomys nitela para espécimes com 2n=48 e 50; grupo
Rhipidomys leucodactylus com 2n=44 e NFa baixo, variando de 46 a 52; e grupo Rhipidomys
mastacalis com 2n=44 e NFa alto, variando de 74 a 80.

Dados moleculares se mostraram eficientes na inferéncia das relagdes dos taxons de
Rhipidomys em um estudo filogeografico usando o gene mitocondrial citocromo b. Foi
demonstrada a existéncia de pelo menos dois clados distintos no leste do Brasil, um ao norte e
outro ao sul da Mata Atlantica e que estes ndo representam grupos-irmaos. O grupo do norte forma
um clado com espécimes de Cerrado e o grupo do Sul é grupo-irméo dos espécimes da Amazénia
(Costa, 2003).

Posteriormente, Costa (2007) associou dados moleculares com morfol6gicos e
morfométricos permitindo o agrupamento dos organismos em clados monofiléticos, fornecendo
assim o suporte para o delineamento das espécies em um género como Rhipidomys com grande
variabilidade intraespecifica e pouca distincdo interespecifica. Com isso, a autora identificou e
diagnosticou trés novas espécies para o leste do Brasil.

Dados moleculares sdo adequados para resolver problemas sistematicos em niveis
taxondmicos baixos, como relagbes intragenéricas e intraespecificas (Hillis et al., 1996), e se
mostraram uma ferramenta eficiente para inferir as relacbes filogenéticas em Rhipidomys.
Porém,apesar dos dados sugerirem que o cariétipo seja uma boa ferramenta para auxiliar na
caracterizacdo de espécies de Rhipidomys, os trabalhos disponiveis ndo compararam a estrutura
cariotipica com a histéria evolutiva do género.

Diante esse cendrio seria importante investigar o relacionamento filogenético e a

sistematica desse grupo utilizando abordagens moleculares adicionais as existentes, e associar
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dados citogenéticos a moleculares. Desta forma, seria possivel levantar subsidios para avaliar as
relacdes filogenéticas entre os tdxons de Rhipidomys e verificar se 0s cromossomos desempenham
um papel relevante na especiacdo do grupo.

Sendo assim, nosso objetivo foi estudar exemplares de diferentes espécies de roedores
Rhipidomys provenientes de vérias localidades do leste do Brasil, sob o ponto de vista citogenético
e molecular, visando caracterizar os cari6tipos de Rhipidomys quanto ao nimero e morfologia dos
cromossomos; detectar variacfes cromossdmicas e polimorfismos de autossomos e cromossomos
sexuais; comparar os cariotipos obtidos com aqueles ja descritos na literatura; propor uma hip6tese
filogenética molecular para as formas do leste do Brasil usando um novo marcador molecular e
contribuir para o entendimento da diversidade molecular no género; verificar se os cariétipos
distintos estdo correlacionados com clados monofiléticos; e testar a validade dos agrupamentos em
Rhipidomys propostos por Andrades-Miranda et al. (2002), que se baseia na estruturagdo
cariotipica: grupo R. leucodactylus (NFas baixos) e grupo R.mastacalis (NFas altos)

Os resultados do presente estudo estdo organizados em dois capitulos:

1) Citotaxonomia do género neotropical Rhipidomys (Rodentia, Cricetidae)

Apresenta a descricdo dos caridtipos analisados no presente estudo, uma
compilacdo de todos os dados cariotipicos disponiveis na literatura, e a proposta do
padréo de evolutivo do cariotipo em Rhipidomys.

2) Correlacdo entre estrutura cariotipica e filogenia molecular em Rhipidomys

(Cricetidae, Rodentia) do leste do Brasil
Apresenta a hipotese filogenética de Rhipidomys, que associada aos dados
cariotipicos, permite uma visdo mais abrangente do nimero de tdxons no género

Rhipidomys.
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CAPITULO |

Citotaxonomia do roedor neotropical Rhipidomys

(Cricetidae, Thomazomyini)

13



Resumo

O género Rhipidomys Tshudi, 1845 pertencente a tribo Thomasomyini (Steadman & Ray
1982) contempla roedores com habitos arboricolas, noturnos e solitarios. Sdo de pequeno porte, 0
peso varia de 35 al70 gramas, caracterizados por uma combinacdo de vibrissas longas, tufo ou
pincel na extremidade distal da cauda e pelagem escura presente no dorso de suas patas dianteiras
(Tribe, 1996; Emmons & Feer, 1997). Sua distribuicdo é ampla abrangendo desde o leste do
Panam4, atravessando a América do Sul, até o norte da Argentina. No Brasil sdo registrados em
todos os biomas. Estudos citogenéticos nesse género revelaram uma elevada variabilidade
cariotipica, com trés numeros dipldides 2n=44, 48 e 50, e variagdo do numero de bracos
autossdmicos (NFa) e dos cromossomos sexuais, totalizando 20 citétipos distintos. Os cari6tipos
com 2n=44 rettm a maior parte da variacdo cariotipica do género com 11 complementos
autossdmicos distintos (NFa=46, 48, 49, 50, 52, 54, 61, 70, 74, 76 e 80). O cari6tipo com 2n=48
possui trés citotipos distintos (NFa=66, 67 e 68), enquanto que 0 2n=50 apresenta dois citotipos
diferentes (NFa=70 e 71). Apesar dos dados da literatura sugerirem que o cari6tipo seja uma boa
ferramenta para auxiliar na caracterizacdo de espécies de Rhipidomys, estudos cariotipicos em neste
géneroainda sdo escassos, quando comparados a outros roedores sigmondontineos como Akodon e
Oligoryzomys. Nesse sentido, propomos caracterizar citogeneticamente novas populagcdes de
Rhipidomys, reinterpretar e comparar os cariétipos disponiveis na literatura, elaborar uma
compilacdo das formas cariotipicas, e analisar a distribuicdo geografica dos cariétipos de
Rhipidomys. Neste estudo analisamos o cariétipo de 56 espécimes de Rhipidomys de 14 novas
localidades. Encontramos duas novas descri¢cdes de caridtipos, um caridtipo com NFa alto inédito
(2n=44 e NFa=72) e outro com uma combinac&o inédita de cromossomos X e Y (2n=44, NFa=50,
XbYc). Adicionando nossos dados aos da literatura observou-se 22 cari6tipos descritos para o
género Rhipidomys. Desses 22 cariotipos, 14 foram associados a 12 dos 21 taxons reconhecidos em
Rhipidomys, e oito cari6tipos ndo estdo associados a nenhum taxon reconhecido. Além disso, foi
proposto que a origem da radiacdo de Rhipidomys ocorreu nos Andes e as populacdes dessa regido
carregaria as condi¢des primitivas do grupo, como 0 2n=44 e o NFa baixo. A partir desse cariotipo
ancestral propomos um modelo de evolucédo cariotipica levando em consideracdo na distribuicao
das formas cromossémicas em cada regido. Baseada no nimero dipléide e no nimero de bracgos
autossdmicos, observamos trés grandes agrupamentos, como proposto por Andrades-Miranda et al.
(2002), e é provavel cada grupo desse corresponde a uma linhagem evolutiva dentro do género:
2n=44 NFA baixo; 2n=44, NFa alto e 2n=48-50.
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I. Introducéo

Membros do género Rhipidomys Tschudi, 1845 (Cricetidae, Sigmodontinae) séo roedores
arboricolas, noturnos e solitarios; e estdo distribuidos por uma grande diversidade de habitats,
desde florestas, jardins, plantacGes até regibes de campos rurais e domiciliares do leste do Panama,
Guianas, Venezuela, Coldmbia, Equador e Peru até sudeste da Bolivia, noroeste da Argentina e
norte, centro e leste do Brasil (Musser & Carleton, 2005).

Na revisdo sisteméatica mais abrangente do género realizada por Tribe (1996), este autor
sugeriu que dados citogenéticos sdo essenciais para distinguir espécies relacionadas em
Rhipidomys, e seria interessante revelar os padrdes que poderiam emergir com um ndmero maior
de cariotipos analisados pelo grupo possuir uma larga variacdo cariotipica com numero dipl6ide
(2n) variando de 44 ou 48 e numero de bragos autossdmicos (NFa) de 48 a 74 (Zanchin et al.,
1992; Geise, 1995; Correa & Pessoa, 1996), de acordo com os dados disponiveis naquele momento.

Depois dessa revisdo, apesar de novos dados morfoldgicos, cariotipicos e moleculares
serem acrescentados a literatura, a sistematica de Rhipidomys ainda se mostrou pouco resolvida.
Por exemplo, num estudo recente levando em consideracdo dados morfométricos, de pelagem e
moleculares, Costa (2007) adicionou trés novas espécies de Rhipidomys para o leste do Brasil.

Em relacdo aos dados citogenéticos além de novas populagdes analisadas, estudos
posteriores a revisdo de Tribe (1996) revelaram um novo nimero dipléide com 2n=50 (Silva &
Yonenaga-Yassuda, 1999), novos nimeros de bracos autossémicos com NFa=46, 52, 54, 61, 70, 76
e 80 (Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999; Patton et al., 2000; Volobouev & Catzeflis, 2000;
Andrades-Miranda et al., 2002), e variagdo na morfologia, tamanho e composi¢do dos
Cromossomos sexuais, com 0s cromossomos X e Y apresentando quatro formas cada um.

Considerando a estrutura cariotipica, Silva & Yonenaga-Yassuda (1999)sugeriram a
existéncia de hibridos interespecificos em Rhipidomys, ao Um analisarem um espécime com
2n=44, NFa=61 e nove pares heteromorficos encontrado no estado da Bahia (Brasil). As autoras
sugeriram que este cariotipo tdo peculiar teria se originado pelo cruzamento entre um individuo
com o cari6tipo predominantemente composto por cromossomos metacéntricos e submetacéntricos
(NFa alto) e um individuo com o cariétipo formado basicamente por cromossomos acrocéntricos
(NFa baixo).

Andrades-Miranda et al. (2002) utilizando dados citogenéticos e moleculares de
microssatélite sugeriram a divisdo do género em trés grupos, tendo o cari6tipo como marcador:
grupo Rhipidomys nitela para espécimes com 2n=48/50; grupo Rhipidomys leucodactylus com
2n=44 e NFa baixo, variando de 46 a 52; e grupo Rhipidomys mastacalis com 2n=44 e NFa alto,

variando de 74 a 80. O status desses grupos € reforcado pela existéncia de alelos de microssatélite
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exclusivos no grupo Rhipidomys leucodactylus (Lima-Rosa et al., 2000; Andrades-Miranda et al.,
2002). Andrades-Miranda et al. (2002), assim como outro autores (Zanchin et al. 1992, Volobouev
& Catzeflis, 2000), sugeriram que esses diferentes citétipos em Rhipidomys, embora com o mesmo
namero dipl6ide, seriam resultado de rearranjos do tipo inversdo pericéntrica e/ou adigdo/delecédo
de heterocromatina constitutiva , que provavelmente desempenhariam um importante papel na
diversificagdo cariotipica desse grupo.

De toda forma, apesar dos dados da literatura sugerirem que o caridtipo seja uma boa
ferramenta para auxiliar na caracterizacdo de espécies de Rhipidomys, estudos cariotipicos em
Rhipidomys ainda sdo escassos, quando comparados a outros roedores sigmondontineos como
Akodon e Oligoryzomys. Nesse sentido, propomaos caracterizar citogeneticamente novas populacdes
de Rhipidomys, reinterpretar e comparar os caridtipos disponiveis na literatura, elaborar uma
compilacdo das formas cariotipicas, e analisar a distribuicdo geogréafica dos cariétipos de
Rhipidomys.
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1. Material e Métodos

A amostra consiste de 57 exemplares, sendo 55 espécimes coletados em 15 localidades no
Brasil, nos estados de Ceard, Pernambuco, Mato Grosso, Tocantins, Bahia, Minas Gerais, Espirito
Santo e Sao Paulo; e dois espécimes de San Ignacio (Bolivar) na Venezuela (Tabela 1, Figura 1).

Preparaces citogenéticas de medula dssea de todos os exemplares, exceto da Venezuela,
foram obtidas apds injecdo in vivo de colchicina 0,1% (1ml/100g por peso corporal) durante 30
minutos, e apds esse tempo os espécimes foram sacrificados e a medula Gssea retirada com o
auxilio de uma seringa e solucdo Hanks ou soro fisioldgico. As células foram suspensas em solugdo
de KCI 0,075M durante 25-30 minutos a 37°C, fixadas em solucdo carnoy , e o material foi pingado
em laminas.

Para a coloracdo comum as laminas foram hidrolisadas em HCI 1N a 60°C por 7 minutos,
lavadas em &gua destilada, coradas com solucéo de Giemsa 3% em solucdo tampdo fosfato pH 6,8
por 5 a 7 minutos, novamente lavadas em &gua destilada, e secas ao ar. Para determinar 0 nimero
de cromossomos (2n) e o numero bragos autossdmicos ou numero fundamental (NFa) foram
contadas e desenhadas 20 metéafases de cada animal. Para 0 Bandamento C as laminas foram
hidrolisadas em HCI 0,2N por 30 minutos, a temperatura ambiente, lavadas em &gua destilada,
mergulhadas em hidroxido bario octahidratado 5%, a 60°C, por cerca de 20 segundos, e novamente
lavadas em agua destilada. Em seguida as laminas foram mergulhadas em HCI 1N, em banho-
maria, a 60°C, lavadas em agua destilada, incubadas em 2xSSC, a 60°C, por 15 minutos, e coradas
com solugdo de Giemsa 5% em solucdo tampéo fosfato pH 6,8 durante 30 minutos.

O material proveniente de San Ignacio (Bolivar, Venezuela) foi cedido por Dr. Robert
Voss, do American Museum of Natural History (Nova York). Foram analisadas duas laminas de

cada animal previamente coradas via coloragdo comum e fixadas com laminula e balsamo
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I11. Resultados

I11.1. Descricdo dos cariotipos

Foram detectados seis citétipos em 57 exemplares. Os 55 exemplares do Brasil apresentaram
cinco citotipos com 2n=44, que variam no numero de bragos autossémicos (NFa=50, 72 e 74) e na
morfologia dos cromossomos sexuais. Os dois espécimes da Venezuela apresentaram um citétipo
com 2n=48 e NFa=66 (Figura 1, Tabela 1).

A forma 2n=44/NA=50apresenta quatro pares de Cromossomaos
submetacéntricos/metacéntricos e 17 pares de cromossomos acrocéntricos, ambos com variacdo
gradativa de tamanho. Associada a esta estrutura dos autossomos, observamos duas formas de
cromossomo X e duas formas de cromossomo Y, gerando assim trés citotipos (Figura 2).

O primeiro citétipo é composto por um cromossomo X acrocéntrico médio, de tamanho
semelhante ao cromossomo 3 (Xa), e cromossomo Y acrocéntrico pequeno, 0 menor cromossomo
do conjunto (Ya). O bandamento C revelou heterocromatina constitutiva na regido centromérica de
12 pares autossémicos. Este citdtipo foi encontrado em exemplares de Tocantins (Jalapdo, n=1),
Minas Gerais (Nova Ponte, n=2) e de duas localidades no Espirito Santo (Muqui, n=1; Ibitirama,
n=2) (Figura 2a)

O segundo cit6tipo € composto por um cromossomo X submetacéntrico médio do mesmo
tamanho do cromossomo 3 (Xb) e Y acrocéntrico médio (Yc). Este citdtipo é inédito e foi
encontrado em exemplares de Pernambuco (Buique, n=1), Minas Gerais (Coronel Murta, n=1),
Bahia (Andarai, n=2) e Sao Paulo (Cotia, n=3) (Figura 2b).

O terceiro citdtipo é composto pelos cromossomos sexuais Xb e Ya, e foi encontrado em
exemplares de Mato Grosso (Ribeirdo Cascalheiras, n=6), Bahia (Andarai, n=1), e Ceara (Crato,
n=4). Um exemplar fémea do Ceara (Crato) apresentou uma variagdao desse cariotipo com o par
sexual heteromorfico XaXb (Figura 2c)

O quarto citotipo apresentou a forma 2n=44 e NFa=72 com 15 pares autossomos
submetacéntricos/metacéntricos com variacdo gradativa de tamanho (pares 1-15) e seis pares de
autossomos acrocéntricos (pares 16-21). O maior par acrocéntrico (par 16) é do mesmo tamanho do
cromossomo 1 e praticamente trés vezes maior que o segundo acrocéntrico. Os outros acrocéntricos
(pares 17 a 21) tém variacdo gradativa de tamanho. O par sexual € composto por um cromossomo
X acrocéntrico médio (Xa) e Y acrocéntrico pequeno (Ya). (Figura 3a) O bandamento C revelou
pequenos blocos de heterocromatina constitutiva na regido pericentromérica na maioria dos
acrocéntricos e no cromossomo X (Figura 3b). Esse cariotipo é inédito e foi encontrado apenas em
espécimes de Una, no sul da Bahia.

O quinto citétipo encontrado apresentou a forma 2n=44 e NFa=74, coml6 pares de

cromossomos submetacéntricos/metacéntricos com variacdo gradativa de tamanho, e cinco pares de
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acrocéntricos, sendo que o maior acrocéntrico é do mesmo tamanho do cromossomo 1 e
aproximadamente trés vezes maior que o segundo acrocéntrico. Os outros acrocéntricos tém
variacdo gradativa de tamanho. O par sexual é composto por um cromossomo X acrocéntrico
médio (Xa) e 0 Y um acrocéntrico pequeno (Ya), este 0 menor do conjunto. Este cit6tipo foi
encontrado em 16 espécimes de quatro localidades do Espirito Santo (Aguia Branca, n=2;
Jacutinga, n=1; Mugqui, n=2; e Cariacica, n=11) (Figura 3c). Uma fémea de Cariacica (Espirito
Santo) difere de todos os espécimes coletados anteriormente com o cari6tipo 2n=44 e NFA=74, por
apresentar um par sexual heteromdrfico, composto por um X acrocéntrico médio (Xa) e outro
submetacéntrico do mesmo tamanho (Xb) (Figura 3c).

O sexto citdtipo apresentou a forma 2n=48 e NFa=66, com 10 pares de cromossomos
meta/submetacéntricos e 13 acrocéntricos. O par sexual é composto por um X submetacéntrico
médio (Xc) e 0 Y o menor acrocéntrico do conjunto (Ya). Este cit6tipo foi encontrado em quatro
espécimes de San Ignacio na Venezuela (Figura 3e).

Esses seis cariétipos apresentaram variagdo nos cromossomos X e Y. O cromossomo X se
apresentou de trés formas: acrocéntrico médio com um pequeno bloco de heterocromatina
constitutiva na regido pericéntromérica (Xa) encontrado nos espécimes com caridtipo 2n=44 e
NFa=74, 72 e 50; submetacéntrico médio com o brago curto heterocromético (Xb) encontrado em
espécimes com 2n=44 e NFa=74 e 50; e submetacéntrico de médio a grande(Xc) encontrado em
espécimes com 2n=48 e NFa=66. O cromossomo Y se apresentou em X formas: acrocéntrico
pequeno, sendo 0 menor cromossomos do conjunto e totalmente heterocromatico (Xa), encontrado
em espécimes com caridtipo com 2n=44 e NFa=74, 72 e 50; acrocéntrico pequeno (Xc) encontrado

em espécimes com 2n=44 e NFa=50.

111.2. Reviséo dos cariotipos de Rhipidomys

Grupo Rhipidomys mastacalis

Foram observados cinco citotipos (citétipos 1 a 5) para esse grupo (Tabela 2, Figura 4).

Citotipo 1 - 2n=44 e NFa=80 com 19 pares de cromossomos meta/submetacéntricos e dois
pares de acrocéntricos. O par sexual é do tipo XbXb nas fémeas e XbYa nos machos. O
bandamento C marca heterocromatina constitutiva pericentromérica em um par de autossomos, o
braco curto do cromossomo X, e Y inteiramente. Este cariétipo foi descrito por Andrades-Miranda
et al. (2002) para espécimes da Serra da Mesa em Goias (Colinas do Sul e Uruagu).

Citétipo 2 - 2n=44 e NFa=76 com 17 pares de meta/submetacéntricos e quatro pares
acrocéntricos. O par sexual € do tipo XbXb nas fémeas e XbYa nos machos. Apresenta dois pares
de autossomos com pequenos blocos de heterocromatina constitutiva na regido do centrémero, o
braco curto do cromossomo X heterocromaético, e 0 Y inteiramente heterocromaético. Foi descrito
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por Andrades-Miranda et al. (2002) para espécimes do Cerrado em Goias (Niquelandia, Colinas do
Sul, Minagu e Uruagl). Na localidade de Colinas do Sul (Goias) este cari6tipo ocorre em simpatria
com o caridtipo 2n=44 e NFa=80.

Citotipo 3 - 2n=44 e NFa=74 com 16 pares de cromossomos meta/submetacéntricos e
cinco pares de acrocéntricos. O par sexual pode ser do tipo XaXa (Zanchin et al., 1992; Geise,
1995; Souza et al., 2008; presente trabalho) e XaXb (presente trabalho; Souza et al., 2008) nas
fémeas, e XaYa nos machos. O bandeamento C apresentou variagio interpopulacional. Em Aguia
Branca (Espirito Santo) observou-se pouca heterocromatina constitutiva pericentromérica em oito
pares de cromossomos (presente trabalho), enquanto que em Una (Bahia) encontrou-se apenas em
cinco pares de cromossomos (Zanchin et al., 1992). Este cariétipo ocorre tipicamente na Mata
Atlantica e ja foi encontrado em duas localidades do sul da Bahia (Zanchin et al., 1992; Souza et
al., 2008), no Espirito Santo (presente trabalho), em Minas Gerais (Zanchin et al., 1992), e no Rio
de Janeiro (Geise, 1995) (Figura 3c).

Citotipo 4 - 2n=44 e NFa=72 possui 15 pares de cromossomos meta/submetacéntricos e
seis pares de acrocéntricos. O par sexual é do tipo XaXa nas fémeas e XaYa nos machos. Detectou-
se a presenga de pequenas bandas pericentroméricas em cinco pares de autossomos (presente
estudo). Este cariotipo € inédito para o género e foi encontrado apenas em uma localidade do sul da
Bahia (Figura 3a).

Citotipo 5 - 2n=44 e NFa=70 com 14 pares de cromossomos meta/submetacéntricos e sete
pares de acrocéntricos. O par sexual é do tipo XbXb nas fémeas e XbYc¢ nos machos. Este cariétipo

foi descrito para espécimes do Ceara, Bahia e Pernambuco (Sousa, 2005).

Grupo Rhipidomys leucodactylus

Foram observados dez cit6tipos (cit6tipos 6 ao 16) para esse grupo (Tabela 2; Figura 5).

Citotipo 6 - 2n=44 e NFa=54 com 12 pares de cromossomos meta/submetacéntricos e 30
pares de acrocéntricos. Nao ha descricdo dos cromossomos sexuais desse cariotipo. Foi descrito
para espécimes da Chapada Diamantina na Bahia (Sousa et al., 2008).

Citotipo 7- 2n=44 e NFa=52 com cinco pares (pares 4, 19, 20 e 21) de cromossomos
meta/submetacéntricos e 16 pares de acrocéntricos. O par sexual é do tipo XaXa nas fémeas e
XaYa nos machos. Este cariétipo foi descrito para espécimes de Vila Rica no Mato Grosso (Silva
& Yonenaga-Yassuda, 1999).

Citétipo 8- 2n=44 e NFa=52 com cinco pares (pares 18, 19, 20 e 21) de cromossomos
meta/submetacéntricos e 16 pares de acrocéntricos. O par sexual é do tipo XaXa nas fémeas e
XaYa nos machos. Este cariétipo foi descrito para espécimes do Para e Goids (Andrades-Miranda
et al., 2002), e do Mato Grosso (Aripuand; Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999). Os espécimes do

Para revelaram heterocromatina constitutiva na maioria dos cromossomos, incluindo cinco pares de
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cromossomos meta/submetacéntricos e o cromossomo X, além de possuir um Y inteiramente
heterocromatico (Andrades-Miranda et al., 2002).

Citétipo 9- 2n=44 e NFa=50 com quatro pares de cromossomos meta/submetacéntricos e
17 pares de acrocéntricos. O par sexual é do tipo XaXa nas fémeas e XaYa nos machos. O
bandamento C revelou heterocromatina constitutiva na regido centromérica de 12 pares. Foi
descrito para espécimes de Tocantins (Jalapdo), Minas Gerais (Nova Ponte) e Espirito Santo
(Muqui e Ibitirama) todos descritos no presente trabalho, e para espécimes de uma terceira
localidade no Espirito Santo (Domingos Martins) descrita por Zanchin et al. (1992) e para o Acre
(Porto Wallter) por Patton et al. (2000).

Citotipo 10- 2n=44 e NFa=50 com quatro pares de cromossomos meta/submetacéntricos e
17 pares de acrocéntricos. O par sexual é do tipo XbXb nas fémeas e XbYc nos machos . E um
cari6tipo inédito na literatura para o género e foi encontrado em espécimes Minas Gerais (Coronel
Murta), Bahia (Andarai) e Sdo Paulo (Cotia) todos descritos no presente trabalho (Figura 2b).

Citotipo 11- 2n=44 e NFa=50 com quatro pares de cromossomos meta/submetacéntricos e
17 pares de acrocéntricos. O par sexual é do tipo XbXb nas fémeas e XbYa nos machos. Foi
encontrado em espécimes de Mato Grosso (Ribeirdo Cascalheiras), Bahia (Andarai), Pernambuco
(Buique) e Ceara (Crato, presente trabalho, Figura 2), para o Piaui (Bom Jesus e Caracol; Sousa,
2008), e para Bolivar na Venezuela (Aguilera et al., 1994).

Citotipo 12- 2n=44 e NFa=49 com trés pares de cromossomos meta/submetacéntricos, 17
pares de acrocéntricos e um par heteromdrfico (par 10) com um cromossomo acrocéntrico e outro
submetacéntrico. O par sexual é do tipo XaYa no macho de Granja do Ipé em Goias, e do tipo
XbXb+ na fémea de Casa Grande em S&o Paulo (Svartman & Almeida, 1993). O bandamento C
revelou uma banda intersticial na regido proximal do brago longo do cromossomo 1, pequenos
blocos de heterocromatina constitutiva na regido pericentromérica de alguns pares autossémicos,
no cromossomo X, o Y é inteiramente heterocromatico. Foi encontrado em um espécime macho de
Goias e em uma fémea de Séo Paulo (Svartman & Almeida, 1993).

Citdtipo 13- 2n=44 e NFa=48 com trés pares de cromossomos meta/submetacéntricos e 18
pares de acrocéntricos. O par sexual é do tipo XaXa nas feméas e XaYa nos machos. O
bandamento C revelou pequenos blocos de heterocromatina constitutiva na regido pericentromérica
em alguns pares autossdbmicos e no cromossomo X com marcacao, Y inteiramente heterocromético,
e uma banda intersticial na regido proximal do braco longo do cromossomo 1. Foi descrito para
Minas Gerais (Formoso) e Tocantins (Ponte Alta do Tocantins) no presente trabalho, e para Goias
(Aguas Emendadas e lIpameri; Svartman & Almeida, 1993 e Andrades-Miranda et al., 2002,
respectivamente), Bahia (Lencois; Pereira & Geise, 2007) e Rondb6nia (Candeias do Jamari;
Zanchin et al., 1992).
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Citétipo 14- 2n=44 e NFa=48 com trés pares de cromossomos meta/submetacéntricos e 18
pares de acrocéntricos. O par sexual é do tipo XbXb nas fémeas e XbYa nos machos. Foi descrito
para o Rio de Janeiro (Geise, 1995), Sdo Paulo (Svartman & Almeida, 1993), Minas Gerais (Correa
& Pessoa, 1996),todos no Brasil, além de Valle na Colémbia (Gardner & Patton, 1976) e
Anzoategui na Venezuela.

Citotipo 15- 2n=44 e NFa=48 possui trés pares de cromossomos meta/submetacéntricos e
18 pares de acrocéntricos. O par sexual é do tipo XbXb nas fémeas e XbYb nos machos. Foi
descrito apenas para o estado do Tocantins (Lima & Kasahara, 2003).

Citotipo 16- 2n=44 e NFa=46 com dois pares de cromossomos meta/submetacéntricos e 19
pares de acrocéntricos. O par sexual é do tipo XaXa nas fémeas e XaYa nos machos. Foi descrito

para Amazénia (Patton et al., 2000).

Grupo Rhipidomys nitela

Sao registrados cinco cariétipos (17 ao 21) para o grupo Rhipidomys nitela (Tabela 2;
Figura 6).

Cit6tipol7- 2n=48 e NFa=66 com 10 pares de cromossomos meta/submetacéntricos e 13
pares de acrocéntricos. O par sexual é do tipo XbXb nas fémeas e XbYa nos machos. Encontrado
na Venezuela no distrito de Bolivar (San Ignécio; Tribe, 1996; presente trabalho; Figura 3d).

Citotipo 18- 2n=48 e NFa=67 com 10 pares de cromossomos meta/submetacéntricos, 14
pares de acrocéntricos e um par heteromdrfico com um cromossomo acrocéntrico e um
metacéntrico. O par sexual é do tipo XbXb nas fémeas e XbYa nos machos, observado para
exemplares da Guiana Francesa (Voloubouev & Catzeflis, 2000). No bandamento C o cromossomo
X € constituido por um braco totalmente heterocromético (Voloubouev & Catzeflis, 2000).

Cit6tipol9- 2n=48 e NFa=68 com 11 pares de cromossomos meta/submetacéntricos e 12
pares de acrocéntricos. O par sexual é do tipo XbXb nas fémeas e XbYa nos machos. Foi descrito
para Roraima (Andrades-Miranda et al., 2002). No bandamento C, o cromossomo X é constituido
por um brago totalmente heterocromético (Voloubouev & Catzeflis, 2000; Andrades-Miranda et
al., 2002).

Citotipo 20- 2n=50 e NFa=72 com 12 pares de cromossomos meta/submetacéntricos e 12
pares de acrocéntricos. O par sexual é do tipo XbXb nas fémeas e XbYa nos machos. Foi descrito
para exemplares de Amazonas (Manaus; Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999).

Citétipo 21- 2n=50 e NFa=71 com 23 pares de cromossomos meta/submetacéntricos, 12
pares de acrocéntricos, e um par heteromérfico com um cromossomo acrocéntrico e um
metacéntrico. O par sexual é do tipo XbXb nas fémeas e XbYa nos machos. Foi descrito para

exemplares de Amazonas (Manaus; Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999).
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Cariotipo de Hibrido interespecifico

Citotipo22- 2n=44 e NFa=61, composto por nove pares de autossomos heteromorficos e
cromossomos X heteromorficos. Foi descrito para um espécime de Morro do Chapéu na Bahia.
Silva & Yonenaga-Yassuda (1999) propuseram que esse espécime fosse um hibrido entre um

individuo com cariétipo com NFa alto e um com NFa baixo.
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1V. Discussao

IV. 1. Variabilidade citogenética em Rhipidomys

O presente trabalho apresentou duas novas descri¢fes de cariotipos, um cariétipo com NFa
alto inédito (2n=44 e NFa=72) e outro com uma combinacdo inédita de cromossomos X e Y
(2n=44, NFa=50, XbYc). Adicionando nossos dados aos da literatura observou-se 22 cariotipos
descritos para o género Rhipidomys. Desses 22 cariotipos, 14 foram associados a 12 dos 21 tdxons
reconhecidos em Rhipidomys, e oito cariétipos ndo estdo associados a nenhum taxon reconhecido.

Desde 0s primeiros estudos citogenéticos com Rhipidomys foi observada uma alta
diversidade de cari6tipos e a proposta de que inversdes pericéntricas e variacdo de heterocromatina
constitutiva sdo responsaveis pela diferenciacdo dos caridtipos desse género (Zanchin et al., 1992;
Tribe, 1996; Volobouev & Catzeflis, 2000; Andrades-Miranda et al., 2002).

O primeiro a apontar as inversdes pericéntricas como 0S principais rearranjos em
Rhipidomys foi Zanchinet al. (1992) ao comparar os padrdes gerados pelo bandeamento G dos
caridtipos 2n=44, NFa=50 e XaYa de Domingos Martins no Espirito Santo (cit6tipo 9) com 2n=44,
NFa=74 e XaYa de Una na Bahia (citétipo 3). Os autores observaram que havia homologia
completa entre sete pares de autossomos e o cromossomo X dos dois cari6tipos, e que havia
segmentos invertidos entre oito pares do primeiro (2, 3, 4,5, 7, 6, 8 e 9) em relagdo aos pares do
segundo caridtipo (1, 2, 3,4, 7,6,5 e 8).

Em um estudo citogenético posterior, Svartman & Almeida (1993) realizaram analises
comparativas de bandeamento G e R entre especimes com o cariotipo 2n=44, NFa=49 e XaYa
(cit6tipo 12) e 2n=44, NFa=48 e XaYa (Casa Grande em S&o Paulo e Aguas Emendadas em Goias,
respectivamente). As autoras identificaram um rearranjo heterozigoto de inversdo pericéntrica no
par 10 do caridtipo com NFa=49, originando um par heteromérfico formado por um
submetacéntrico e um acrocéntrico, o que explicaria 0 NFa impar e a diferenca entre esses dois
citétipos. Além disso, realizaram uma analise comparativa entre o cariétipo com 2n=44, NFa=48 e
XaYa de Aguas Emendadas em S3o Paulo (Svartman & Almeida, 1993) e o cari6tipo com 2n=44,
NFa=74 XaXa de Una na Bahia (Zanchin et al., 1992) e identificaram 14 pares com morfologias
distintas, explicadas por inversdes pericéntricas.

Mais tarde, Volobouev & Catzeflis (2000) identificaram outro evento de inversdo
pericéntrica heterozigota no par 8 em individuos da Guiana Francesa (Le Trinité), que diferenciava
dos caridtipos com 2n=48 e NFa=68 (par 8 submetacéntrico) de 2n=48 e NFa=67 (par 8 composto
por um cromossomo submetacéntrico e um acrocéntrico).

Sao registrados na literatura diversos casos nos quais as inversées pericéntricas possuem
um papel importante na diversificacdo cariotipica do grupo, como em Peciformes (Galettiet al.,

2006) e em mamiferos (Leal-Mesquitaet al. 1993; Searle, 1993; Qumsiyeh, 1994).
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Em alguns casos as inversfes parecem ndo atuar como mecanismos de isolamento
reprodutivo pds-zigotico, e esses rearranjos acabam se fixando nas popula¢des como simples
polimorfismos. Um exemplo pode ser observado no roedor Nephelomys albigularis que apresenta
cariétipos com 2n=66, com variacdo de NFa de 86 a 100, e toda variacdo explicada por inversdes
pericéntricas em sete pares cromossdémicos (Aguilera et al., 1995). Outro exemplo em roedores
neotropicais, a espécie Oligoryzomys nigripes apresenta polimorfismo inter- e intrapopulacional
devido a inversdes pericéntricas em quatro pares autossémicos (Myers & Carleton, 1981; Brum-
Zorilla et al., 1988; Zanchin, 1988; Almeida & Yonenaga-Yassuda 1991; Bonvicino et al., 2001;
Paresque et al., 2007).

Por outro lado, existem varios exemplos nos quais as inversdes pericéntricas parecem
servir como um importante mecanismo de isolamento pds-zigético, marcando eventos de
especiacao e permitindo, inclusive, que o cari6tipo funcione como carater diagnostico das espécies.
Esse é o caso dos roedores equimideos Isothrix negrensis (2n=60, NFa=112)e l.bistriata (2n=60,
NFa=116), diferenciados apenas por inversdo pericéntrica em dois pares de autossomos
(Bonvincino et al., 2003). Outro exemplo classico é ilustrado pelo complexo de espécies
“Peromyscus maniculatus” no qual a diferenciacdo cariotipica das espécies P. maniculatus, P.
polionatus, P. melanotis e P. gossypinus pode ser explicada por inversfes pericéntricas em oito
pares autossémicos, resultando em cada espécie um cariotipo espécie-especifico (Greenbaum &
Baker, 1978). Outro exemplo nesse género é de duas populacdes de Peromyscus leucopus as quais
se diferenciam por trés inversdes pericéntricas, e seus membros, quando intercruzados geram
descendentes inférteis (Baker et al. 1983). Ainda ha exemplos de inversdes pericéntricas servindo
como barreiras pds-zigéticas para morcegos (Baker & Bickmam, 1980) e roedores do género
Neotoma(Mascarello & Hsu, 1976).

Ainda é prematuro afirmar se as inversfes pericéntricas atuam como mecanismos de
isolamento pds-zigético e marcam eventos de cladogénese na histdria evolutiva de Rhipidomys.
Porém, o alto polimorfismo cariotipico em Rhipidomys é uma caracteristica marcante em roedores,
e tem um papel importante na evolucdo cariotipica do género gerando a maior parte da variacao
observada em Rhipidomys, com seu nimero dipléide constante e uma alta diversidade de nimero
de bragos autossémicos.

Eventos de adicbes e delecbes de heterocromatina constitutiva (heterocromatina
constitutiva) também sdo comuns em Rhipidomys, os estudos de bandeamento C realizados em
Rhipidomys (Zanchinet al., 1992; Svartman & Almeida, 1993; Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999;
Volobouev & Catzeflis, 2000; Andrades-Miranda et al., 2002; presente trabalho) sugerem que 0s
autossomos sdo formados basicamente por eucromatina, exceto na regido dos centrémeros, e que
ndo h& bragos autossdmicos formados por heterocromatina constitutiva. O bandeamento C revelou

uma grande heterogeneidade dentro de Rhipidomys.

25



Blocos de heterocromatina constitutiva sdo quase ausentes nos espécimes analisados do
grupo R.mastacalis, marcando de trés (Andrades-Miranda et al., 2002) a cinco (Zanchin et al.,
1992) pares autossomos em regides pericentroméricas. Além disso, ha variacao interpopulacional
na quantidade de blocos heterocromaticos, como é o caso de espécimes de Aguia Branca no
Espirito Santo (presente trabalho) e Una na Bahia (Zanchin et al., 1992).

O grupo R. leucodatylus pode ser separado em dois grupos, um com uma gquantidade
moderada de blocos de heterocromatina constitutiva composto por espécimes com 2n=44 e
NFa=52 (Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999; Andrades-Miranda et al., 2002) com pequenos blocos
de heterocromatina constitutiva em praticamente todos os pares autossémicos, inclusive no
submetacéntricos, e outro grupo com uma quantidade pequena ou quase ausente de
heterocromatina constitutiva nos espécimes com 2n=44 e NFa=50 (Zanchin et al., 1992; presente
trabalho), 2n=44 e NFa=49 (Svartman & Almeida, 1993) e 2n=44 e NFa=48 (Svartman &
Almeida, 1993). Neste grupo além de banda pericentroméricas também foram registradas bandas
intersticiais no cromossomo 1 nos cariétipos com NFa=49 e NFa=48 (Svartman & Almeida, 1993),
gue podem sugerir tanto rearranjos do inversdes pericéntricas como adicdo/delecdo de
heterocromatina constitutiva para explicar tal ocorréncia, além de ancestralidade em comum.

No grupo R. nitela podemos observar uma tendéncia de um grande nimero de pares
cromossdmicos terem blocos de heterocromatina constitutiva pericentromérica, tanto no cariétipo
com 2n=48 como no 2n=50 (Volobouev & Catzeflis, 2000).

A varia¢do dos cromossomos sexuais é devido ao acumulo de heterocromatina constitutiva,
fazendo com esses variem de forma, tamanho e distribuicdo da heterocromatina constitutiva nesses:
Xa (acrocéntrico) com heterocromatina constitutiva somente na regido do centrémero, encontrado
em todas as formas com 2n=44 (exceto no caridtipo com NFa=70, Sousa, 2005); Xb
(submetacéntrico) com o braco longo do mesmo tamanho do acrocéntrico Xa, com heterocromatina
constitutiva pericentromérica e no brago curto (Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999), encontrado nos
cariétipos com 2n=44 e NFa=74 (presente trabalho), NFa=70 (Sousa, 2005), NFa=54 (Souza et al.,
2008), e NFa=50 (Gardner & Patton, 1976; Svartman & Almeida, 1993; Geise, 1995; Correa &
Pessoa, 1996; Lima & Kasahara, 2003; Sousa, 2005; Pereira & Geise, 2007; presente trabalho); Xc
(submetacéntrico) com o braco longo do mesmo tamanho do cromossomo Xa, com
heterocromatina constitutiva em todo o braco curto e duas bandas intersticiais no brago longo,
encontrado nos espécimes com 2n=50 (VVolobouev & Catzeflis, 2000; Silva & Yonenaga-Yassuda,
1999).

O cromossomo Y também apresenta variagdo na quantidade de heterocromatina
constitutiva, e apesar de geralmente todo heterocromatico, pode se apresentar em trés formas: Ya
(acrocéntrico) pequeno; Yb (acrocéntrico) pequeno, mas maior que o Ya, somente registrado para o

cariétipo 2n=50 e NFa=72 para qual é o Unico registro, com uma pequena banda eucromatica
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intersticial no brago longo (Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999); e Yc (acrocéntrico) do mesmo
tamanho do Yb, porém totalmente heterocromatico, registrado no cariétipo 2n=50 e NFa=71 (Silva
& Yonenaga-Yassuda, 1999).

Shahin & Ata (2004) acreditam que a variacdo na quantidade de heterocromatina
constitutiva entre um par de homologos, ou entre pares de um mesmo caridtipo, ou mesmo entre
caridtipos de espécies relacionadas seja devido a transformacao de heterocromatina constitutiva em
eucromatina ou vice-versa, ou a delecéo e duplicacdo de segmentos heterocromaticos.

Porém, outra proposta sobre a origem de variacdo da heterocromatina constitutiva foi
levantada. Os blocos de heterocromatina constitutiva detectados em um cromossomo podem ser
remanescentes de rearranjos que geram transposi¢do da heterocromatina constitutiva para outras
regibes cromossdmicas. Isso foi demonstrado no roedor africano Arvicanthis niloticus, que possui
0s cromossomos 1 e X nas formas acrocéntrica e subtelocéntrica, cuja diferenca é devido a inversdo
pericéntrica, e assim modificou o lugar do bloco heterocromético, ndo podendo ser associada a
acumulo de heterocromatina constitutiva. Um caso semelhante é o do roedor australiano
Uromyscaudimaculatus (Baverstock et al., 1982), no qual foi comprovado que a maioria dos
segmentos ndo pericentroméricos de heterocromatina constitutiva eram resultados de inversdes
pericéntricas e ndo de adigdo/delecdo de heterocromatina constitutiva.

O efeito da adicdo/delecdo de heterocromatina constitutiva pode ser grande, como por
exemplo, na fertilidade dos individuos em condi¢do heterozigota. Algumas populagdes de gofers da
espécie Thomomys bottae se caracterizam por possuirem bragos cromossémicos exclusivamente
heterocromaticos, enquanto que outras populagbes ndo. Essa diferenga ndo impede o
intercruzamento entre esses individuos e a geragdo de descendentes férteis, e 0 rearranjo parece ndo
funcionar como uma barreira reprodutiva (Patton & Sherwood, 1982). Situagdo similar foi
reportada para o rato do deserto Neotoma lepida (Mascarello & Hsu 1976) e para o rato do campo
Microtus pinetorum (Wilson, 1984).

Em geral, as diferencas no numero de bracos devido a adi¢do/delecdo de heterocromatina
constitutiva ndo afetam a fertilidade dos individuos, mas quando os blocos de heterocromatina
constitutiva sdo localizados intersticialmente o sucesso reprodutivo parece ser mais afetado. No
mesmo estudo, Patton & Sherwood (1982) verificaram que populacdes que se diferem por um
rearranjo de heterocromatina constitutiva intersticial ndo sdo capazes de entrecruzar e deixar
descendentes férteis. Contudo, os autores sugerem que 0 motivo para essa barreira reprodutiva ndao
se deve a heterocromatina constitutiva, mas que a heterocromatina constitutiva intersticial pode ser
resultado de uma inversdo pericéntrica que seria a verdadeira causa do isolamento reprodutivo
entre essas populagoes.

De qualquer forma, os rearranjos de adicio/delecdo de heterocromatina constitutiva

desempenham um papel importante na diversificacdo cariotipica de diversos grupos como 0s
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citados acima e também no caso do rato gafanhoto Onychomys torridus (Rodentia, Muridae),o qual
possui 2n=48 e 0 NFa varia de 72 a 92, e toda sua variacdo pode ser explicada pela presenca ou
auséncia de bracos curtos heterocromaticos sem alteraces dos segmentos de eucromatina (Baker &
Barnnet, 1981).

Porém para compreender melhor os padrdes de adicdo/delecdo de heterocromatina
constitutiva e as inversdes pericéntricas para saber se esses rearranjos funcionam como barreira
reprodutiva faz-se necessarios estudos sobre o comportamento meiético de pares heteromdrficos
para observar o emparelhamento dos complexos sinaptonémicos. Assim como os trabalhos de
Fagundes et al. (1998) no qual analisaram os complexos sinaptonémicos de células paquiténicas de
individuos heterozigotos para a inversdo em Akodon cursor e ndo observaram problemas no
emparelhamento dos cromossomos, com formacao de heterosinapses nas por¢oes ndo homdlogas.
Ou ainda em Wang et al. (2003) no qual estudaram o comportamento dos cromossomos com
inversdes pericéntricas do roedor Microtus madarinus, durante a meiose e ndo detectaram nenhum
problema durante a segregacdo destes cromossomaos.

No caso de Rhipidomys existe uma questdo crucial, que é verificar se o cariétipo seria uma
barreira reprodutiva efetiva entre as diferentes formas cariotipicas. Uma forte evidéncia pode ser o
achado de Silva & Yonenaga-Yassuda (1999) quedescreveram o cari6tipo de uma fémea
encontrada na Bahia com 2n=44 e NFa=69 e nove pares heteromorficos. Devido a grande
guantidade de pares heteromdrficos as autoras sugeriram duas hipéteses: 1) que este espécime foi
originado de uma populagdo na qual os pares heteromorficos sdo estaveis como polimorfismos, ou
2) que este espécime representa um hibrido entre um individuo com um cariétipo
predominantemente composto por metacéntricos e submetacéntricos e um individuo com o
cariotipo formado basicamente por acrocéntricos. Embora as autoras ndo tenham tomado uma
posicdo mais clara sobre o status do cari6tipo NFa=61, baseado nos fatos que: a) em populagbes de
Rhipidomys, casos de pares heteromorficos multiplos ndo existem; b) foram observados casos de
um par heteromérfico em trés caridtipos e em trés individuos de populages distintas,
caracterizando casos isolados e ndo variagdes polimdrficas (Svartman & Almeida, 1993; Silva &
Yonenaga-Yassuda, 1999; Volobouev & Catzeflis, 2000); ¢) em Rhipidomys ha tanto cari6tipos
com NFa alto como com NFa baixo que combinados seriam 0s potenciais parentais desse individuo
com caridtipo com 2n=44 e NFa=61; e d) a regido da Bahia onde ocorre o cari6tipo 2n=44 e
NFa=61 é uma area de simpatria entre diferentes formas cariotipicas com NFa alto (NFa=74, 70 e
72) como com NFa baixo (NFa=48, 50 e 54). Sendo assim, consideramos que esse cariétipo com
2n=44 e NFa=61 deve corresponder a um hibrido entre um espécime do grupo Rhipidomys

leucodactylus e outro espécime do grupo Rhipidomys mastacalis.
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IV. 2. Citotaxonomia em Rhipidomys

Grupo R. mastacalis (2n=44 e NFa alto)

Tribe (1996) analisou caracteres morfolégicos e morfométricos de espécimes cariotipados
(2n=44 e NFa=74) de Unacau na Bahia por Zanchin et al. (1992) e de Casimiro de Abreu (RJ) por
Geise (1995), assim como espécimes ndo cariotipados de Lagoa Santa (MG), e os identificou como
Rhipidomys mastacalis. Como a localidade tipo de Rhipidomys mastacalis (Lund, 1840) é Lagoa
Santa em Minas Gerais, Tribe (1996) associou 0 cariotipo 2n=44 e NFa=74 a essa espécie, apesar
de ndo existir espécimes cariotipados da localidade-tipo.

Anos depois, Costa (2007) utilizou os mesmos caracteres morfologicos e morfométricos de
Tribe (1996), além de dados de sequéncias do gene mitocondrial citocromo b (mas sem a
informacdo dos dados cariotipicos), e observou um clado monofilético, identificado como R.
mastacalis, formado por espécimes de Aguia Branca no Espirito Santo, de Una e de Ilhéus na
Bahia. Dados citogenéticos desses animais foram analisados no presente estudo e em Souza (2005)
e apresentaram o cariétipo com NFa=74, NFa=72 e NFa=70, respectivamente.

Andrades-Miranda et al. (2002) sugerem que 0s espécimes com cariétipo NFa=76 e
NFa=80, seriam subespécies de R. mastacalis, com base na diferenca dos caridtipos e a distribuicdo
geografica descontinua, uma vez que as outras formas desse grupo (NFa=70-74) ocorrem sempre
associadas & Mata Atlantica. Apesar do hiato que h& na distribuicdo das formas do Cerrado e da
Mata Atlantica, as diferencas cariotipicas sdo muito pequenas. Ndo ha estudo que proponha um
nome para essas formas, e a falta de estudos morfoldgicos e/ou moleculares que déem suporte a
sugestdo de subespécies de R. mastacalis ndo permite associar as formas NFa=76 e NFa=80 a um
nome.

A pequena diferenca entre os cariotipos, a distribuicdo geografica continua das formas da
Mata Atlantica, com alguns pontos de simpatria na Bahia e em Goiés, e a falta de evidéncias
morfoldgicas para distinguir os espécimes entre as formas NFa=70-74, podem nos levar a
interpretar que esses cariétipos correspondem ao um Unico tdxon Rhipidomys mastacalis, com
polimorfismos intraespecificos.

Suporte para essa interpretacdo é encontrado na literatura, com véarios exemplos em
roedores. Polimorfismos intraespecificos sdo comuns em Akodon cursor com 28 formas
cariotipicas (Fagundes et al., 1998) e Oligoryzomys nigripes com 46 cit6tipos (Paresque et al.,
2007). Paresque et al. (2007) propuseram uma explicacdo para esse elevado nivel de polimorfismo
intraespecifico, analisando a distribuicdo espacial das formas cariotipicas de O. nigripes, e
encontraram correlagdo entre citdtipos e areas geograficas de ocorréncia, sugerindo que esses

rearranjos em regides geograficas restritas podem estar relacionados com valores adaptativos
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positivos. Segundo Baker et al. (1983) a selecdo natural pode favorecer a fixagdo de rearranjos
cromossdmicos que promovem algum beneficio genético a quem os carrega. Com a fixacdo de
rearranjos localmente a diversidade cariotipicas aumentaria.

Apesar dos aspectos a favor desses caridtipos corresponderem a um polimorfismo
intraespecifico, temos que levar em consideracdo a auséncia das condi¢des intermediarias, nas
quais individuos com pares heteromorficos para essas mudancas cariotipicas pesam contra a
proposta.

Porém, esses cariotipos podem representar espécies distintas, apesar da nao distingcdo
morfoldgica. Ha na literatura casos como de Akodon cursor e A. montensis, duas espécies cripticas
com distribuicdo simpétrica na Mata Atlantica, cujo Unico carater diagnéstico é o caridtipo. Entre
essas espécies foi comprovado por cruzamentos em laboratdrios que individuos quando cruzados
ndo geram descendentes férteis, dando suporte a proposta de espécies distintas sem diferenciacao
morfologica. Outro exemplo € o trabalho de Pelegrino et al. (2005) com o lagarto Gymnodactylus
darwinii, no qual a analise cariotipica de populacGes na Mata Atlantica revelou dois cariétipos
distintos, que associados a estruturacdo genética e distribuicdo geografica, sdo congruentes com
uma separacdo por sistemas de rios na regido norte da Mata Atlantica. Os autores reconheceram
duas ragas cromossdmicas de Gymnodactylus, cada uma com uma espécie valida, apesar de ndo
haver caracteres morfoldgicos para distinguir essas espécies.

Diante desse guadro ndo é possivel afirmarmos se os cariétipos do grupo Rhipidomys
mastacalis representam um polimorfismo intraespecifico ou se cada um representa um taxon
distinto. Estudos moleculares associados a esses dados poderiam auxiliar na interpretacdo desses
dados, dando uma nogdo dos niveis de diferenciagdo genética entre essas formas cariotipicas e suas
relacdes filogenéticas. Além disso, novas analises morfoldgicas incluindo mais exemplares levando

em consideracao os dados cariotipicos sdo necessarias.

Grupo R. leucodactylus (2n=44 e NFa baixo)

A revisdo dos dados cariotipicos para esse grupo apresentada no presente estudo sugerem
gue no grupo R. leucodactylus estdo incluidas varias entidades que foram associadas a uma mesma
forma cariotipica, e ainda que algumas espécies parecam estar associadas a mais de um cariotipo.
Nesse grupo temos 9 espécies reconhecidas de Rhipidomys e 10 caridtipos descritos.

Patton et al. (2000) identificaram na regido leste da Amaz6nia duas espécies simpatricas de
Rhipidomys, que se diferenciam por caracteres morfol6gicos, moleculares e cariotipicos. A espécie
R. leucodactylus possui um tamanho corporal relativamente maior que da espécie R. gardneri,
divergéncia genética de 12% entre essas duas espécies, e cariotipo com NFa=46, enquanto R.

gardneri apresenta NFa=50.
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O taxon R. leucodactylus ocorre nas Guianas, centro e norte do Brasil, sul da Venezuela,
Equador, Peru e Bolivia (Musser & Carleton, 2005). Tribe (1996) diagnosticou uma consideravel
variacdo geografica nesta espécie, porém, com base nos dados disponiveis naquele momento ndo
era possivel separar as variacdes em taxons distintos, nem mesmo como subespécies. Tribe sugeriu
que dados cariotipicos e moleculares no futuro poderiam demonstrar que essa espécie na verdade é
um complexo de espécies.

Os dados cariotipicos mostraram uma consideravel variacdo em R. leucodactylus revelando
quatro cariotipos: NFa=52 XaYa em populagdes de Mato Grosso (Silva & Yonenaga-Yassuda,
1999), Para e Goias (Andrades-Miranda et al., 2002); NFa=48 XaYa em outra populacdo de Goias
(Andrades-Miranda et al., 2002) e uma populacdo Ronddnia (Zanchin et al., 1992); NFa=48 XbYa
na Venezuela (Aguilera et al., 1994); e NFa=46 XaYa na Amazonia. Os cariotipos NFa=52 XaYa e
NFa=46 XaYa estdo associados apenas a essa espécie, por outro lado o NFa=48 XaYa foi
recentemente descrito para espécimes da Bahia identificados como R. macrurus (Pereira & Geise,
2007) e NFa=48 XbYa foi associado as duas espécies novas no leste do Brasil (Costa, 2007) e R.
latimanus da Colémbia (Gardner & Patton, 1976).

A espécie R. gardneri tem sua distribuicdo bem mais restrita, ocorrendo no extremo oeste
do Acre até Sudeste do Peru. Foi descrita levando em baseada dados morfoldgicos, moleculares e
cariotipicos. Apesar de a espécie estar bem estabelecida em termos de morfologia, seu cari6tipo
ndo possui uma descricdo completa (NFa=50), pois apenas uma fémea foi analisada e assim o
cromossomo X foi inferido e, portanto 0 Y ndo é conhecido. Ha registros de outras populagdes fora
da area de distribuicdo de R. gardneri que compartilham o NFa=50.

Outro tdxon amazonico é R. macconnelli que ocorre nas terras altas do sul da Venezuela e
regides proximas ao norte do Brasil e oeste da Guiana. Tribe (1996) levanta trés possibilidades de
classificacdo para essa espécie, que ela talvez seja mais apropriadamente associada ao género
Thomasomys, grupo irmdo de Rhipidomys (Smith & Patton, 1999); que esta espécie merecesse um
status genérico em separado de Rhipidomys e Thomasomys, ou que R. macconnellicorresponderia a
uma possivel ramificacdo basal do género.

Os estudos filogeograficos apresentados por Costa (2003) apontam que ha uma separacdo
temporal muito grande entre a diversificacdo de R. macconnelli para outros taxons, além de mostrar
um nivel de divergéncia genética em torno de 17% com as outras espécies do género, enquanto que
a divergéncia média entre as outras espécie varia em torno de 10 a 12%.

Em Costa (2007) é reforcada a idéia de que R. macconnelli ndo pertence ao género
Rhipidomys. Apesar de todos esses indicios morfoldgicos e moleculares o caridtipo de R.
macconnelli com NFa=50 XbYa é idéntico ao cariétipo de outras espécies de Rhipidomys
encontradas no leste do Brasil como R. macrurus, R. cariri e duas espécies ainda ndo descritas

(Costa, 2007), o que nos leva a sugerir a inclusdo desta espécie nesse género.
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O téxon andino R. latimanus teve seu cariotipo associado a forma NFa=48 XbYa (Gardner
& Patton, 1976). Esta espécie ocorre nas florestas andinas com elevacdo em torno de 450-2200
metros de altitude, no centro e oeste da Colémbia, centro do Equador e extremo norte do Peru. Esse
caridtipo é compartilhado fora da area de distribuicdo de R. latimanus, como populagdes da
Amazénia Venezuelana identificadas como R. leucodactylus (Aguilera et al., 1994), e populacGes
de duas espécies novas no leste do Brasil, uma com registro para o Rio de Janeiro (Costa, 2007) e
outra para Minas Gerais (Costa, 2007).

Para o centro do Brasil, Costa (2007) identificou uma espécie que forma o clado
identificado como R. nitela por Costa et al. (2003) nomeado dessa forma por conter espécimes de
Ribeirdo Cascalheiras no Mato Grosso, localidade citada por Tribe (1996) como érea de ocorréncia
de R. nitela, embora o taxon R. nitela segundo Voss et al. (2001) é restrito as Guianas. Como
nenhum outro tdxon pode ser associado a este clado Costa (2007) o denominou como Rhipidomys
sp. A andlise citogenética de espécimes de Ribeirdo Cascalheiras revelou um cariétipo com
NFa=50 XbYa (presente trabalho). Esse cariétipo € idéntico ao encontrado em espécimes da Bahia
(presente trabalho) reconhecidos como uma espécie nova porCosta (2007) de Piaui identificados
como R. macrurus (Sousa, 2005), da Bolivia identificados como R. macconnelli (Aguilera et al.,
1994) e do Ceara (presente trabalho) identificados como R. cariri (Costa, 2007), além de espécimes
ndo identificados de Pernambuco (presente trabalho).

Tribe (1996) considerou os taxons do leste do Brasil os mais problematicos do género,
reconhecendo trés espécies para essa regido, Rhipidomysmastacalis, R. macrurus e R. cariri, e mais
uma entidade para as montanhas do sudeste como Rhipidomys cf macrurus. A falta de caracteres
morfoldgicos discretos para distinguir essas espécies fez com que Tribe (1996) considerasse 0s
dados cariotipicos disponiveis até aquele momento como caracteres diagnésticos na tentativa de
delimitar as espécies. O taxon R. mastacalis ficou caracterizado por possuir um cariétipo com NFa
alto, R. macrurus com NFa baixo, e R. cariri ndo possuia cariétipo descrito, mas sua ocorréncia é
restrita a0 Ceard. Posteriormente Costa (2007) em sua revisdo sobre os Rhipidomys do leste do
Brasil reconheceu trés novas espécies para essa area.

Rhipidomys macrurus, segundo Tribe (1996) ocorre nas florestas semideciduas e de
galerias do Cerrado e da Caatinga, no sudoeste do Ceard, leste do Mato Grosso e Minas Gerais. No
estudo realizado por Costa (2007) a area de ocorréncia dessa espécie foi reduzida para o sudoeste
do Ceard até leste do Mato Grosso associada a matas de galerias. Esta diminuicdo da area de
distribuicdo desta espécie € devido a descri¢des de trés novas espécies para o leste do Brasil (Costa,
2007), que comumente eram identificadas como R. macrurus. Foram associados a essa espécie
cinco caridtipos, NFa=50XaYa para espécimes de Minas Gerais (presente trabalho) e Espirito
Santo (presente trabalho), NFa=50 XbYa para espécimes do Piaui (Sousa, 2005), NFa=49 XaYa
para um espécime de Goias (Svartman & Almeida, 1993), NFa=48 XaYa para espécimes da Bahia
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(Pereira & Geise, 2007), e NFa=48 XbYb para espécimes de Tocantins (Lima & Kasahara, 2003).
Esta variabilidade dentro de R. macrurus talvez esteja superestimada.

Como novas espécies para o leste do Brasil s6 foram identificados em 2007 por Costa, até
entdo todos 0s espécimes coletados nessa regido que possuiam caridtipo com NFa baixa eram
classificados como Rhipidomys macrurus. Isso ocorreu em Tribe (1996), quando este autor
analisou os espécimes do Vale do Sdo Francisco (oeste da Bahia e norte de Minas Gerais), apesar
de notar que esses espécimes dividiam estados de caracteres tanto com Rhipidomys macrurus
quanto com R. cariri, em virtude do nimero baixo de bragos autossomicos (NFa) encontrados nas
amostras do Vale do S&o Francisco resolveu aloca-los como R. macrurus.

Posteriormente, Costa (2007) separou os espécimes do Vale do Sdo Francisco em uma
espécie nova ainda ndo descrita, referenciada como Rhipidomys sp3. Diante disso, considerando
que a separacdo de macrurus em mais de um taxon, proposta por Costa (2007) esta correta, R.
macrurus compreende somente as populacdes de Minas Gerais e Espirito Santo com NFa=50
XaYa. Porém ndo descartamos a possibilidades de outros caridtipos estarem associados a R.
macrurus, devido a erros e desatualizacdo das identificagdes dos espécimes cariotipados
disponiveis na literatura.

O taxon Rhipidomys cariri tem sua distribuicdo restrita ao Ceara e possui apenas cariotipo
associado a NFa=50 XbYa (presente trabalho), idéntico ao caridtipo descrito para duas populacfes
do Piaui porSousa (2005), do Mato Grosso (presente trabalho), da Bahia (presente trabalho) e de
Pernambuco (presente trabalho).

A anélise cariotipica de exemplares de uma nova espécie identificada por Costa (2007) que
ocorre na Bahia, Goias, Minas Gerais e Tocantins (Rhipidomys sp3) mostrou trés cari6tipos
distintos: NFa=50 XbYc para a populacdo Minas Gerais e Bahia, NFa=50 XbYa para mesma
populacdo da Bahia (presente estudo), e NFa=48 XaYa para um espécime de Minas Gerais (Correa
& Pessoa, 1996).

Costa (2007) comenta que Rhipidomys macrurus, R. cariri e Rhipidomys sp3 possuem
similaridade morfoldgica entre si e se apresentam filogeneticamente préximas com R. cariri e a
Rhipidomys sp3 como grupo-irméo e o clado formado por essas duas espécies, grupo irméo de R.
macrurus. Além disso, Costa (2007) destaca que os espécimes de Rhipidomys sp3 provenientes da
porcdo sul da distribuicdo dessa espécie (Coronel Murta, Minas Gerais) apresentam semelhancas
com R. macrurus, enquanto exemplares mais ao norte da distribuicdo (Andarai, Bahia) apresentam
similaridade com R. cariri. Esta similaridade morfolégica e a dificuldade de limites entre essas trés
entidades do leste do Brasil também pode ser observada nos caridtipos. A proximidade entre R.
cariri e Rhipidomys sp3 é corroborada pelo cariétipo, uma vez que essas duas espécies possuem a

mesma forma cariotipica com NFa=50 XbYa.
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Costa (2007) descreveu outra espécie para o leste do Brasil referenciada como Rhipidomys
sp2 que ocorre especificamente no leste de S&o Paulo e Rio de Janeiro associada a Mata Atlantica.
Neste trabalho Costa (2007) identificou um espécime de Salesdpolis (S&o Paulo) como Rhipidomys
sp2. Svartman & Almeida (1993) cariotiparam uma fémea dessa mesma localidade e encontraram
um cariotipo com NFa=49 XbXb.

Alguns cariétipos descritos ndo estdo associados a nenhuma espécie reconhecida. Este é
caso dos espécimes da Chapada Diamantina com o cariétipo NFa=54 com duas variac¢do devido ao
cromossomo Y (XaYa e XbYa). Sousa et al. (2008) analisaram os dados citogenéticos e 0s
morfoldgicos desses espécimes e ndo foram capazes de associa-los a nenhuma espécie reconhecida
de Rhipidomys, sugerindo que esta seja uma nova espécie para o0 género.

Outro caso é o cari6tipo com NFa=52 descrito para espécimes de Vila Rica no Mato
Grosso (Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999) que ndo foi associada a nenhum taxon reconhecido, e
que se diferencia do cariotipo NFa=52 dos espécimes ndo classificados de Aripuand no Mato
Grosso (Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999), de Melgaco no Pard (Andrades-Miranda et al., 2002) e
de Colinas do Sul em Goiéas pela composi¢do dos cromossomos autossémicos. O caritipo de Vila
Rica apresenta 0 cromossomo 4 como um submetacéntrico, enquanto o segundo cariétipo o
cromossomo 4 se apresenta como um acrocéntrico e 0s quatro menores cromossomos do conjuntos
s80 submetacéntricos.

As espécies de Rhipidomys pertencentes ao grupo Rhipidomys leucodactylus sdo
morfologicamente distintas, mas a distingdo na estrutura cariotipica é pequena. Devido a
insuficiéncia de conhecimento sobre a sistemética e os limites distribucionais de Rhipidomys,
principalmente os do leste do Brasil, e também por erros e desatualizagdo das identificages dos
espécimes estudados ha certa dificuldade de associar toda essa variedade cariotipica com unidades

taxondmicas diagnosticaveis.

Grupo Rhipidomys nitela (2n=48 e 50)

O grupo Rhipidomys nitela foi proposto por Andrades-Miranda (2002), e é composto pelos
espécimes com cariotipos 2n=48 e 2n=50. E o0 grupo menos amostrado, com apenas cinco citotipos
descritos, trés com 2n=48 e dois com 2n=50. Essas formas sdo pouco freqlentes no género,
registradas para quatro localidades, duas no norte do Brasil (Manaus e Surumu), uma na Venezuela
(Bolivar) e uma na Guiana Francesa (Figura 8). Apesar da baixa freqliéncia, esses caritipos
apresentam alta variabilidade uma vez que cada individuo descrito com esses caridtipos possui um
citétipo diferente, totalizando cinco citétipos.

Tribe (1996) identificou uma larga escala de variacdo morfométrica e morfolégica nos

limites de R. nitela, porém a maneira como 0s caracteres estdo distribuidos ndo permitiram sua
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divisdo em téxons distintos. Portanto os dados cromossdmicos e morfolégicos sugerem que as
formas 2n=48/NFa=66, 2n=48/NFa=67, e 2n=48/NFa=68 representam um polimorfismo
cromossdémico, com variagdo de dois pares autossdmicos devido a rearranjos do tipo inversdo
pericéntrica e representam o taxon R. nitela.

Quanto aos caridtipos com 2n=50, descritos por Silva & Yonenaga-Yassuda (1999) para
exemplares de Manaus, que apresentam duas formas, NFa=71 e NFa=72. Uma analise
comparativa desses cariotipos utilizando dados de Ag-RONs e bandeamento C e G revelou que as
diferencas entre os citotipos é devido a rearranjos do tipo inversdo pericéntrica e adigdo/delecédo de
heterocromatina constitutiva, envolvendo dois pares de cromossomos e 0s cromossomos Y. Esses
citétipos foram considerados, pelas autoras, como um polimorfismo. Tribe (1996) revisou 0s
exemplares cariotipados por Silva & Yonenaga-Yassuda (1999) e os classificou como R. cf nitela,
na auséncia de caracteres diagnosticos suficientes para agrupa-los com R. nitela. Levando em
consideracdo os dados morfoldgicos e citogenéticos os exemplares de Manaus representam um

taxon distinto de R. nitela, porém néo foi possivel sua associacdo a nenhum nome existente.

IV. 3. Evolucdo Cariotipica em Rhipidomys

Existem algumas hipdteses para a origem dos sigmodontineos na América do Sul. A mais
aceita é que um estoque ancestral proveniente da América do Norte tenha originado os roedores da
América do Sul, devido a ndo deteccdo de cricetideos primitivos entre os fosseis na América do Sul
e seu registro na América do Norte (Dawson, 1967; Reig 1984; Reig, 1986). Duas hipGteses tentam
explicar a origem destes roedores na América do Sul.

A primeira hipétese é baseada em evidéncias fosseis e postula que a diferenciacdo da
maioria dos géneros sigmodontineos ocorreu na América do Norte. Posteriormente, apés a
formacdo do Istmo do Panamd, os sigmodontineos alcancaram a Ameérica do Sul através da
América Central, ja como um grupo complexo e diversificado (Patterson & Pascual, 1968;
Patterson, 1972).

Outra hipétese sugere que os sigmodontineos sdo mais antigos na América do Sul
do que proposto por Patterson & Pascal (1968). Seus ancestrais teriam alcancado o continente
através de jangadas naturais e aqui ao invadirem novas regifes e nichos ecoldgicos disponiveis
passaram a sofrer uma série de radia¢fes adaptativas, em niveis genéricos e especificos (Savage,
1974; Reig 1978; Reig 1984; Reig, 1986).

Reig (1984) ainda propGem que éarea de diferenciacdo original dos orizominos estaria
localizada nos Andes do Equador, Colémbia e Venezuela. Seus ancestrais (proto-orizominos)
teriam alcancado a costa noroeste da América do Sul por meio de jangadas e teriam se dispersado
rapidamente nas terras altas que emergiam no Mioceno inferior. O levantamento subseqiiente da

cordilheira na fase miocena orogénica teria aumentado a heterogeneidade dos ambientes andinos,
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promovendo a diferenciacdo da linhagem orizomina ancestral em adaptacéo aos habitats diferentes
da selva montanhosa. Engel et al. (1998) propdem que o aparecimento dos sigmodontineos ocorreu
no que hoje seria equivalente ao México e sudoeste do Estados Unidos h& aproximadamente 9 a
14,8 milhdes de anos atras, e que seu surgimento e diversificagdo na América do Sul teria ocorrido
a 5 a8,3 milhdes de anos gerando Reithrodon, akodontinos, e phyllotinos (e presumivelmente as
outras tribos) devido a disponibilidade de vastas areas de habitats anteriormente inexplorados.

E provavel que dentro deste processo tenha-se originado o tixon Rhipidomys. De acordo
com Costa (2003) as origens de Rhipidomys remontam ha pouco mais de seis milhdes de anos
(Mioceno superior), idade essa que separa o0s taxons andinos R. macconnelli e R. wetzeli dos
demais. Dados de Costa (2007) mostram que as espécie andinas Rhipidomys macconnelli e R.
wetzeli sdo ramos basais no género.

Diante disso, uma hip6tese possivel que explique a evolugdo do grupo é que as populagdes
de Rhipidomys com distribui¢cdo no Andes seriam o estoque ancestral, e a partir desse ponto tenham
ocorrido radiacGes em direcdo as terras baixas amazonicas até alcancar a costa brasileira.

Considerando que os Andes seriam o ponto de origem da radiacdo de Rhipidomys as
populacBes dessa regido carregariam as condi¢bes mais primitivas do grupo, sugerimos que 0
caridtipo presente em exemplares dessa regido seja a composic¢do cariotipica mais primitiva, e a
partir dessa forma surgiram as outras formas cariotipicas. Para a regido Andina foram descritos
apenas caridtipos com 2n=44 e NFa baixo, NFa=48 XbYa para a espécie R. latimanus e R.
leucodactylus e NFa=50 para espécimes de R. macconnelli. Apesar de R. macconnelli ser apontada
como um espécie basal dentro do género e possuir o NFa=50, no trabalho de Costa (2003) ndo esta
incluso na andlise espécimes de R. latimanus, portanto ndo sabemos seu posicionamento
filogenético e nem sua origem em relacdo aos outros Rhipidomys.

Dessa forma néo é possivel confirmar qual a forma mais ancestral de Rhipidomys, mas esta
categoria provavelmente é enderegcada a R. macconelli ou R. latimanus, com 2n=44, NFa=50 e 48,
respectivamente.

A partir desse cariotipo ancestral (2n=44/NFa=50,48), propomos um modelo de evolugdo
cariotipica com base na distribuicdo das formas cromossémicas em cada regido. Baseada no
namero dipldide e no nimero de bragos autossémicos observamos trés grandes agrupamentos,
como proposto por Andrades-Miranda et al. (2002), e é provavel cada grupo desse corresponde a
uma linhagem evolutiva dentro do género: 2n=44 NFA baixo; 2n=44, NFa alto e 2n=48-50. A
primeira linhagem, seria a mais basal, teria surgido a partir de um ancestral (2n=44 e NFa baixo)
presente nos Andes, que se distribuiu pela América do Sul dominando inicialmente as cadeias
montanhosas do Andinas e em seguida a terras baixas da Amazonia, atravessando o Brasil central
nos dominios do Cerrado, Mata Atléntica e Caatinga, até alcangar a costa brasileira na altura dos

estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro e S&o Paulo, formando o que reconhecemos hoje como

36



grupo Rhipidomys leucodactylus. Devido & grande diversificagdo de ambientes, pode ter ocorrido
grande diversificagdo cariotipica, com eventos discretos de inversdo pericéntrica atuando como
provaveis barreiras reprodutivas, gerando diversos cariétipos com NFa baixo (46, 48, 50, 52 e 54),
assim como variacdo de heterocromatina constitutiva gerando diferentes formas de cromossomos
sexuais. A tendéncia teria seguido tanto na direcdo de aumentar quanto diminuir o NFa, quanto em
diminuir o NFa. S&o verificados 10 cit6tipos que se distribuem pela Venezuela, Colémbia, e nas
regiGes sudeste, centro-oeste e norte do Brasil, sob dominio da Mata Atlantica, Amazonia, Cerrado
e Caatinga. E nesse grupo que se encontram a maior variedade de taxons com algumas espécies
com distribui¢do ampla, como R. leucodactylus, assim como outras com distribuicdo restrita como
R. gardneri restrito ao extremo oeste do Acre no Brasil até a sudeste do Peru e R. cariri que ocorre
apenas nos brejos de altitude do Ceara. Provavelmente a diversidade morfol6gica ndo acompanhou
a diversificacdo cariotipica nesse grupo, dada a recente diversificacdo das espécies desse grupo
(Tribe, 1996; Costa, 2007). Talvez sirvam como bons exemplos de especiacdo sem mudancas na
macroestrutura cariotipica, a qual ocorre em outros organismos modelos como formigas (Imai,
1983) e peixes (Cipriano et al., 2008). Desses grupos que surgiram as outras duas linhagens.

Uma segunda linhagem alcangou o nordeste brasileiro através de uma ramificacéo
amazbnica, com NFa baixo. Do nordeste brasileiro essa linhagem dispersou dos estados de
Pernambuco até Rio de Janeiro. 1sso é corrobora com o mostrado em Costa (2003) que mostra a
relacdo de grupo-irmédo de um clado Amazdnico com um clado da Mata Atlantica, este clado da
Mata Atlantica é reconhecido como Rhipidomysmastacalis que é caracterizado por Tribe (1996)
por possuir 2n=44 e NFa alto. Ao chegar ao estado do Rio de Janeiro, talvez a cadeia montanhosa
da Serra da Mantigueira tenha servido como uma barreira para dispersdo dessa linhagem, entdo se
dispersou para oeste alcancando o centro do Brasil, até estado de Goias. Esta linhagem seria
equivalente hoje ao grupo Rhipidomys mastacalis, que conforme migrou para o litoral acumulou
inversdo pericéntrica, com aumento de cromossomos meta/submetacéntricos, gerando o cari6tipo
com NFa=70, o mais basal do grupo. Os cinco cari6tipos (NFa= 70, 72, 74, 76 e 80) do grupo
Rhipidomys mastacalis se diferenciam por cinco pares cromossémicos (Tabela 4), com tendéncia a
aumento do numero de pares submetacéntricos em detrimento a diminuigdo de pares acrocéntricos
(Tabela 3). Em relacdo aos cromossomos sexuais, 0 cromossomo X foi registrado como forma Xb
(submetacéntrico) para os cari6tipos com NFa=70 e 74 e Xa (acrocéntrico) para os cariétipos com
NFa=72, 74, 76 e 80. A forma submetacéntrica do cromo X tambhém ocorre em R. macconnelli, 0
que nos leva a propor que a forma submetacéntrica, com brago curto heterocromatico seja a forma
basal para essa linhagem. O cromossomo Y foi registrado como Ya para as formas com NFa=72,
74, 76 e 80 e como Yc somente para a forma NFa=70. Os cari6tipos do grupo Rhipidomys
mastacalis formam dois grupos de distribui¢bes disjuntas. Os cariétipos com NFa 70, 72 e 74

ocorrem sempre associadas a Mata Atlantica e possuem um distribui¢éo espacial quase clinal, com
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o0s espécimes com NFa=70 ocorrendo mais ao norte da Mata Atlantica com registros de ocorréncia
do Piaui até a Bahia; NFa=72 ocorrendo em apenas uma localidade no litoral da Bahia; enquanto
que os espécimes com caridtipos com NFa=74 ocorrem mais ao sul da Mata Atlantica da Bahia ate
0 Rio de Janeiro. Os outros caridtipos do grupo Rhipidomys mastacalis com cariotipo NFA=76 e
NFA=80 possuem uma distribuicdo restrita ao bioma Cerrado é o extremo da distribuicdo
geografica do grupo, dessa maneira, mais divergentes, e foram registrados apenas em Goias. De
qualquer forma fica claro um padréo clinal de distribuicdo dos espécimes com esses cariotipos e
sua similaridade cariotipica, mesmo aqueles separados por grandes distancias geograficas e
habitando biomas distintos como Cerrado e Mata Atlantica.

A terceira linhagem seria equivalente aos espécimes do grupo Rhipidomys nitela e
corresponde aos individuos com 2n=48 e 50. Nessa linhagem houve uma tendéncia ao aumento do
namero diploide, mas assim como no restante do grupo eventos de inversdo pericéntrica também
sdo registrados nas duas formas cariotipicas. Silva & Yonenaga-Yassuda (1999) com uma
comparacdo detalhada dos padrdes de bandas entre os caridtipos com 2n=44 e 2n=50 foram
detectadas homologia entre 10 pares autossdmicos, reveladas cinco eventos de inversao
pericéntrica, além de um rearranjo robertsoniano, envolvidos na diferenciacdo desses dois
cariétipos 2n=50 e 2n=44. Essas formas cariotipicas conquistaram as florestas de tabuleiro das
Guianas, sul da Venezuela e norte do Brasil, provavelmente ficaram restritas ao lado leste do Rio

Negro-Madeiras.

38



V. Conclusao

Apesar de o género Rhipidomys exibir uma elevada variabilidade cariotipica, com trés
nameros dipldides 2n=44, 48 e 50, e com variacdo do nimero de bragos autossémicos (NFa) e dos
cromossomos sexuais, totalizando 22 citdtipos distintos, pouco se sabe sobre os mecanismos
evolutivos na evolucdo cariotipica de Rhipidomys. E necesséario entender a importancia das
inversBes pericéntricas e da adi¢do/delecdo de heterocromatina constitutiva para a diversificagdo e
evolucdo cariotipica do grupo, para isso seria necessario estudos sobre 0 comportamento meidtico
de pares heteromérficos para observar o emparelhamento dos complexos sinaptonémicos e inferir
se esses rearranjos impedem a formacgdo de gametas balanceados e servem como barreiras pos-
zigoticas, interferindo diretamente no surgimento de novas espécies.

E possivel observar alguns padrdes de distribuicdo dos cariétipos, e associar a formas
cariotipicas a espécies reconhecidas, porém ha certa dificuldade nessa tarefa, principalmente
devido a grandes lacunas de pontos amostrados e a dificuldade da identificacdo correta dos
espécimes analisados. Torna-se premente uma revisao sistematica no grupo, na qual o cariétipo
pode servir como ponto de partida para a identificacdo dos taxons.

Ainda ndo existem hipdteses de como seria o cari6tipo primitivo para o género e como teria
ocorrido a diversificacdo cariotipica de Rhipidomys na América do sul, sendo a primeira proposta
apresentada nesse presente trabalho, mas essa hipotese deve ser testada com estudos filogenéticos
para determinar as linhagens basais e as mais derivadas no grupo, dando uma polarizacéo aos dados

cariotipicos.
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Figuras, tabelas e lista de localidades
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Figura 1 — Localidades e cari6tipos amostrados no presente trabalho. Os nimeros correspondem as
localidades numeradas no apéndice.
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Figura 2 — A) Caridtipo em coloragdo comum de um macho de Rhipidomys com o 2n=44 e
NFa=50 com par sexual do tipo XaYa (Citétipo 9), proveniente de Muqui no Espirito Santo. B)
Cariotipo em coloracdo comum de uma fémea de Rhipidomys com 2n=44 e NFa=50 com par
sexual do tipo XbYc (Citétipo 10), proveniente de Cotia em Sao Paulo. C) Cariétipo em coloracao
comum de Rhipidomys com 2n=44 e NFa=50 com par sexual do tipo XbYa (Citétipo 11),
proveniente de Andarai na Bahia.
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Figura 3 — A) Cariotipo em coloragdo comum de
uma fémea de Rhipidomys com o 2n=44 e NFa=72
com par sexual do tipo XaYa (Citétipo 4),
proveniente de Una na Bahia. B) Cari6tipo em Banda
C de uma fémea de Rhipidomys com o 2n=44 e
NFa=72 com par sexual do tipo XaYa (Cit6tipo 4),
proveniente de proveniente de Uma na Bahia. C)
Caridtipo em coloracdo comum de uma fémea de
Rhipidomys com 0 2n=44 e NFa=74 com par sexual
do tipo XaYa (Citétipo 3), proveniente de Cariacica
no Espirito Santo. D) Cariétipo em Banda C de uma
fémea de Rhipidomys com o 2n=44 e NFa=74 com
par sexual do tipo XaYa (Citotipo 3), proveniente de
Cariacica no Espirito Santo. E) Cariotipo em
coloracdo comum de uma fémea de Rhipidomys com
0 2n=48 e NFa=66 com par sexual do tipo XaYa
(Citétipo 17), proveniente de Bolivar na Venezuela.
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Grupo R. nitela
Grupo R. mastacalis

Grupo R. leucodactylus

2n=44 e NFa=61

B

Figura 4 — A) Mapa com os pontos de ocorréncia dos grupos de Rhipidomys, pontos destacados mostram populagdes do grupo Rhipidomys mastacalis. B) Realce das
populacdes do grupo Rhipidomys mastacalis. 2n-namero dipl6ide; NFa- nimero de bragcos autossémicos. Os nlmeros correspondem as localidades numeradas no apéndice.

49



&
o ; x o
. a"q wﬁf%g Grupo R. nitela
(r/;)/ e qg’ 0 w0 Grupo R. mastacalis
Q“ﬁi}{ a k}:% ‘:\\ — ® Grupo R. leucodactylus . P
{ 7 R ey 2n=44 ¢ NFa=61 44/48 XaYa
; U N ha 44/48 XbYa
' f} cAs e 44/48 XbYb
G ) A~
(?U/ ° A~ ’ ﬁy\»\ TN -
&\ </ \)
:_ ° R . y
0 \\ /[,S//ﬂ(\‘ . oo . ,/ L P
\J\ 3 S ¢ . * f» (\f/</ @
\\\\ é\, e, .' ( |
A . ‘
5 2 : o,’/J ?/
IRV s ~
» g ij/ \\\ N /7)(“&_/ / ® e,
7o VP Ay
{ / - J 50,
| o 0 O
[ ¢ % w, A /
A
5 N 2L N
pan o S a 2niNFa
J,»r’ oy L B w E \ B VA W .
0 Z oy . o= ] P s N e 44/61
1 o 0 S so0km Lo A N ~y l 6 S sookm ® 44/54 XaYa
™ s ’}m 2n/NFa S /—\L 1S /KL\F 44/54 XbYa
1 7 { s e 44/50 XaYa N S e o 44/52a
5 \ el 44/50 XbYc . . \?“’\M\ o 44/525
& A, 44/50 XbYa s 7 P\w\ 44/46
T N / / 4
,// %) 7 T / /\ ) C\ N
Y / J 5 JSZas
é { j{ 25 }\ e g«\g&/{/ﬂf}
>.1T\\\\\ Vn/*‘/ \\ \\/ 222 17;1% 27 - /,\/,d’ JP\ ? b — / 5/ /mf*/ ‘:2/‘(\ T ~/
10 ;e aof | ° F ) j\ (i /
\ ¢ 26 ! ]_H 20 / {P"x\ﬂ " ¢[>
\ } \Ag e S “x > i/L § ° g/
AN 27 g
~ ;,f L ‘M\_ﬂg / \""M::/' /
\{} — s : : Cel T
R w“[ h — = Ry
J N - ) il j 5
b S5 Ly C s oY D

Figura 5 — A) Mapa com os pontos de ocorréncia dos grupos de Rhipidomys, pontos destacados mostram populagdes
do grupo Rhipidomys leucodactylus. B) Localidades de ocorréncia de espécimes com caridtipo 2n=44 e NFa=48. C)
Localidades de ocorréncia de espécimes com caridtipo 2n=44 e NFa=50. D) Localidades de ocorréncia de espécimes
com cariotipo 2n=44 e NFa=46, 52, 54 e 61. 2n=nimero dipl6ide; NFa= nimero de bracos autossdbmicos. Os nimeros

correspondem as localidades numeradas no apéndice.
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Figura 6 —A) Mapa com o0s pontos de ocorréncia dos grupos de Rhipidomys, pontos destacados mostram populacbes do grupo Rhipidomys nitela.B) Localidades de
ocorréncia do grupo Rhipidomys nitela. 2n= nimero dipléide; NFa= nimero de bragos autossdmicos. Os nimeros correspondem as localidades numeradas no apéndice.
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Tabela 1 — Cari6tipos, localidades e nimero de exemplares de Rhipidomys analisados.

Pais L Par sexual® o No. exemplares
2n NFa M/SM™ A Municipio
Fémea Macho Fémea Macho
- XaYa Jalapéo, TO - 1
XaXa XaYa Nova Ponte,MG 1 1
44 50 4 17
- XaYa Muqui, ES - 1
XaXa - Ibitirama, ES 2 -
XbXb - Buique, PE 1 -
XbXb - Coronel Murta, MG 1 -
44 50 4 17
- XbYc Andarai, BA - 1
XbXb XbYc Cotia, SP 2 1
XbXb XbYa Ribeirdo Cascalheiras, MG 5 1
Brasil
XbXb XbYa Andarai, BA 1 1
44 50 4 17
XbXb XbYa 1 1
Crato, CE
XaXb - 1 -
44 72 15 6 XaXa XaYa Una, BA 7 6
- XaYa Aguia Branca, ES - 2
- XaYa Jacutinga, ES - 1
44 74 16 5 XaXa XaYa Muqui, ES 2 1
XaXa  XaYa o 6 6
Cariacica, ES
XaXb - 1 -
Venezuela 48 66 10 13  XcXc XcYa San Ignécio, Bolivar 2 -
Total parcial 33 24
Total final 57

2n= nimero dipl6ide; NFa= numero de bragos autossémicos; 1- quantidade de pares metacéntricos (M), submetacéntricos (SM) e
acrocéntricos (A); 2- composi¢do do par sexual nas fémeas e nos machos; Xa- acrocéntrico médio; Xb- submetacéntrico médio; Xc-
submetacéntrico de médio a grande; Ya- acrocéntrico pequeno; Yc- acrocéntrico médio.



Tabela 2 — Compilagéo dos dados da literatura

Referido pelo autor

Grupo Citotipo 2N NA M/ISM A X Y Localidade Referéncias

Original
Sousa Brasil, GO, Colinas do Sul R. mastacalis citl Andrades-Miranda et al., 2002
2005‘ 44 80 38 4 Xa Ya
Brasil, GO, Uruagu R. mastacalis citl Andrades-Miranda et al., 2002
Brasil, GO, Niquelandia R. mastacalis cit2 Andrades-Miranda et al., 2002
Brasil, GO, Colinas do Sul R. mastacalis cit2 Andrades-Miranda et al., 2002
Citétipo 2 44 76 34 8 Xa Ya
Brasil, GO, Minagu R. mastacalis cit2 Andrades-Miranda et al., 2002
Brasil, GO, Uruacu R. mastacalis cit2 Andrades-Miranda et al., 2002
Brasil, BA, Chapada Diamantina R. mastacalis Souza et al., 2008
Brasil, ES, Aguia Branca R. mastacalis Presente Trabalho
Brasil, ES, Cariacica R. mastacalis Presente trabalho
R. mastacalis Brasil, ES, Jacgtmg_a, Regido do Alto - Presente trabalho
Misterioso
o Xa Ya Brasil, BA, Una, Fazenda Unacau R. mastacalis* Zanchin et al., 1992L
Citétipo3 44 74 32 10
Brasil, RJ, Cabo Frio, Casimiro de Abreu R. mastacalis* Geise, 1995
Brasil, BA, Ilhéus R. mastacalis Geise, comunicagéo pessoal
Brasil, BA, Nova Vicosa R. mastacalis Geise, comunicagéo pessoal
Brasil, MG, Lagoa Santa® R. mastacalis* Zanchin et al., 1992
Xb ND Brasil, ES, Cariacica R. mastacalis Presente trabalho
Citétipo 4 44 72 30 12 Xa Ya Brasil, BA, Una - Presente trabalho
Brasil, BA, Jussari, RPPN Serra do Teimoso R. mastacalis Sousa, 2005

Citétipo 5 44 70 28 14 Xb Yc
Brasil, BA, Ilhéus, Centro Experimental Almada
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Referido pelo autor

Grupo Citétipo 2N NA M/SM A X Y Localidade Original Referéncias
P Brasil, CE, Ipu, Serra de Ibiapaba R. mastacalis Sousa, 2005
ﬁ‘;@'&%g{: Chiotipo 5 4 70 28 14X ve Brasil, PE, Brejo da Madre de Deus R. mastacalis Sousa, 2005
Citotipo 6 44 54 12 30 ND ND Brasil, BA, Chapada Diamantina Rhipidomyssp Souza et al., 2008
Citétipo 7 44 52 10 32 Xa Ya Brasil, MT, Vila Rica Rhipidomys sp*** Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999
Brasil, MT, Aripuafia R. leucodactylus*** Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999
Citétipo 8 44 52 10 32 Xa Ya Brasil, PA, Melgacgo, Caxiuana R. leucodactylus citl Andrades-Miranda et al., 2002
Brasil, GO, Colinas do Sul R. leucodactylu citl Andrades-Miranda et al., 2002
Brasil, ES, Domingos Martins, Monte Verde R. cf. macrurus** Zanchin et al., 1992
Brasil, MG, Nova Ponte, Mata do Vasco R. macrurus*** Presente trabalho
Brasil, Porto Walter, AC R. gardneri Patton et al., 2000
Citétipo 9 44 50 8 34 Xa Ya
Brasil, TO, Jalap&o - Presente trabalho
Brasil, ES, Muqui - Presente trabalho
Rhipidomys Brasil, ES, Ibitrama R. macrurus** Presente trabalho
leucodactylus
Brasil, SP, Cotia - Presente trabalho
Citétipo 10 44 50 8 34 Xb Yc Brasil, MG, Coronel Murta Rhipidomys sp3*** Presente trabalho
Brasil, BA, Andarai Rhipidomys sp3*** Presente trabalho
Brasil, MT, Ribeirdo Cascalheiras Rhipidomys sp*** Presente trabalho
Brasil, BA, Andarai Rhipidomys sp3*** Presente trabalho
Brasil, PE, Buique - Presente trabalho
Citétipo 11 a4 50 8 34 Xb va Brasil, PI, Bomdﬁjsgltsi,_&?;agéo Ecolégica R. macrurus Sousa, 2005
Brasil, PI, Caracol, PARNA Serra das R. macrurus Sousa, 2005

Confusfes

Venezuela, Bolivar, La Escalera

R. macconnelli

Aguilera et al., 1994

Brasil, CE, Crato

R. cariri cariri***

Presente trabalho
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Referido pelo autor

Grupo Citétipo 2N NA M/SM A X Y Localidade T Referéncias
Original
Xb - Brasil, SP, Salesopolis, Casa Grande Rhipidomys sp2*** Svartman & Almeida, 1993
Citétipo 12 44 49
Xa Ya Brasil, GO, Brasilia, Granja do Ipé R. macrurus** Svartman & Almeida, 1993
Brasil, GO, Ipameri/Caldas Novas/Corumbaiba R. leucodactylus Andrades-Miranda et al., 2002
Brasil, RO, Candeias do Jamari, Rio Jamari R. leucodactylus* Zanchin et al., 1992
Brasil, BA, Lencgois, Remanso R. macrurus Pereira & Geise, 2007
Citotipo 13 44 48 6 36 Xa Ya Brasil, SP, Aguas Emendadas Rhipidomys sp Svartman & Almeida, 1993
Brasil, MG, Formoso, PN Grande Sertédo
. - Presente trabalho
Rhipidomys _ Veredas _
leucodactylus Brasil, TO, Ponte Alta do Tocantins, EE Serra ) Presente trabalho
Geral do Tocantins
Brasil, RJ, Magé, Garrafao Rhipidomys sp2*** Geise, 1995
Brasil, MG, Matias Cardoso, Mocambinho Rhipidomys sp3*** Correa & Pessoa, 1996
Citétipo 14 44 48 6 36 Xb Ya . :
Venezuela, Anzoategui, Cueva Del Agua R. leucodactylus Aguilera et al., 1994
Colémbia, Valle, Pefias Blancas R. latimanus* Gardner & Patton, 1976
Citétipo 15 44 48 6 36 Xb Yb Brasil, TO R. macrurus Lima & Kasahara, 2003
Citétipo 16 44 46 4 38 Xa Ya Brasil, AM, Rio Jurua R. leucodactylus* Patton et al., 2000
Citétipo 17 48 66° 20 26 Xb Ya Venezuela, Bolivar, San Ignacio R. nitela* Tribe, 1996
Citétipo 18 48 67 21 25 Xb ND Guiana Francesa R. nitela Volobouev & Catzeflis, 2000
Rh'ﬁi'tde(lj;nys Citétipo 19 48 68 22 24 Xb Ya Brasil, RR, Surumu R. nitela Andrades-Miranda et al., 2002
Citotipo 20 50 71 23 25 Xc Yb Brasil, AM, Manaus R. cf nitela** Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999
Citétipo 21 50 72 24 24  Xc Yc Brasil, AM, Manaus R. cf nitela** Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999
Hibrido Citétipo 22 44 61 - - i?)/ ND Brasil, BA, Morro do Chapéu RhipidomysSPA Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999

2n= numero dipléide; NFa= nimero de bragos autossémicos; 1- quantidade de pares metacéntricos (M), submetacéntricos (SM) e acrocéntricos (A); 2- composi¢cdo do par sexual nas fémeas e nos machos; Xa-
acrocéntrico médio; Xb- submetacéntrico médio; Xc- submetacéntrico de médio a grande; Ya- acrocéntrico pequeno; Yc- acrocéntrico médio. 2Localidade tipo de R. mastacalis Lund, 1839. *Classificado como R.
cearanus por Zanchin et al. (1992) mas Musser & Carleton (2003) classificaram cearanus como sinonimia de R. mastacalis. “Primeiramente classificado como R. sclateri, porém com a compilagao de Musser & Carleton
(2005) esta espécie se tornou sinonimia de R. leucodactylus. *Cariétipo com nove pares heteromérficos. *Cariétipo descrito por Tribe (1996) como 2n=48 e NFA=67, mas reorganizado no presente estudo. *Revisado

por Tribe (1996) e como a mesma identificagdo do autor original; **Resivado por Tribe com identificagdo distinta do autor original; ***Revisado e identificado por Costa (2007).

55



Tabela 3 — Varia¢do dos cromossomos no grupo Rhipidomys mastacalis.

Par cromossémico

Cariotipo 16 17* 21* 21 2o%

2n=44, NFa=70 A A A A A

2n=44, NFa=72 SM A A A A

2n=44, NFa=74 SM SM A A A

2n=44, NFa=76 SM  SM SM A A

2n=44, NFa=80 SM  SM SM SM SM

SM= submetacéntrico, A=acrocéntrico; *numero de referéncia do
cariotipo com NFa=70; **numero de referéncia do cariétipo com NFa=76
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Lista de localidades: PAIS: Estado: nimero da localidade. Municipio, localidades, localidade

mais especifica quando houver (referéncia) [dado gerado no presente trabalho]

VENEZUELA: Anzoategui: 1. Cueva del Agua. Bolivar: 2. San Ignécio (Tribe, 1996); 3. La
Escalera (Aguilera et al., 1994). GUIANA FRANCESA: 4. Guiana Francesa (Volobouev &
Catzeflis, 2000).COLOMBIA: Valle: 9. Pefias Blancas (Gardner & Patton, 1976). BRASIL:
Roraima: 5. Pacaraima, Surumu (Andrades-Miranda et al., 2002). Para: 6. Melgago, Caxiuana.
Amazonas: 7. Manaus (Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999); 8. Rio Jurua (Patton et al., 2000).
Cearda: 10. IpQ, Serra de Ibiapaba (Sousa, 2005); 11. Crato, Chapada do Araripe [LPC267;
LPC274; LPC291]. Pernambuco: 12. Buique, PARNA Catimbau [LEM22]. 13. Brejo da Madre
de Deus (Sousa, 2005). Acre: 14. Porto Walter (Patton et al., 2000). Rondénia: 16. Candeias do
Jamari, Rio Jamari (Zanchin et al., 1992). Piaui: 17. Bom Jesus, Estacdo Ecoldgica Urugui-Una
(Sousa, 2005); 18. Caracol, PARNA Serra das Confusdes (Sousa, 2005). Mato Grosso: 19. Vila
Rica (Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999); 20. Aripuafa (Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999); 26.
Ribeirdo Cascalheiras, Fazenda Noruimbda. Tocantins: 21. Tocantins (Lima & Kasahara, 2003);
22. Lagoa do Toca, Jalapdo [APC]; 23. Ponte Alta do Tocantins, EE Serra Geral do Tocantins
[LGA923]. Bahia: 24. Morro do Chapéu (Silva & Yonenaga-Yassuda, 1999); 25. Chapada
Diamantina (Souza et al., 2008); 27.Lencois, Remanso (Pereira & Geise, 2007); 33. llhéus (Geise,
comunicacdo pessoal); 34. llhéus, Centro Experimental Almada (Sousa, 2005); 35. Andarai,
Fazenda Santa Rita [LPC203; LPC204; LPC208]; 36. Una, Fazenda Unacau (Zanchin et al.,
1992); 37. Uma [CIT802; CIT803; CIT805; CIT849; CIT850; CIT871; CIT874; CIT877; CIT900;
CIT909; CIT918; RM94; RM96]; 38. Jussari, RPPN Serra do Teimoso (Sousa, 2005); 45. Nova
Vigosa. Goids: 28. Minagl (Andrades-Miranda et al.,2002); 29. Colinas do Sul, Serra da Mesa
(Andrades-Miranda et al.,2002); 30. Niquelandia (Andrades-Miranda et al.,2002); 32. Uruacu
(Andrades-Miranda et al.,2002); 44. Ipameri/Caldas Novas/Corumbaiba (Andrades-Miranda et
al.,2002). Minas Gerais: 39. Formoso, PN Grande Sertdo Veredas [LGA463]; 42. Matias
Cardoso, Mocambinho (Correa & Pessoa, 1996); 43. Coronel Murta, Ponte do Colatino; 47. Nova
Ponte, Mata do Vasco; 48. Lagoa Santa (Zanchin et al, 1992). Brasilia: 40. Aguas Emendadas
(Svartman & Almeida, 1996); 41. Granja do Ipé (Svartman & Almeida, 1996). Espirito Santo:
46. Aguia Branca [YL433; YL435]; 49. Jacutinga, Regido do Alto Misterioso; 51. Cariacica,
ReBio Duas Bocas [LGA329; LPC1049; LPC1051; LPC1052; LPC1053; LPC1054; LPC1055;
LPC1067; LPC1076; LPC1083; LPC1084; LPC1150] ;52. Ibitirama, PARNA Caparad
[LGA1202; LGA1205]; 53. Domingos Martins, Monte Verde (Zanchin et al., 1992); 54. Muqui,
Fazenda Recanto. Rio de Janeiro: 50. Guapimirim, Garrafdo (Geise, 1995); 55. Cabo Frio,
Casimiro de Abreu (Geise, 1995). Sdo Paulo: 56. Cotia, Reserva do Morro Grande; 57.
Salesopolis, Casa Grande (Svartman & Almeida, 1996).
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CAPITULO II

Correlacao entre estrutura cariotipica e filogenia
molecular em Rhipidomys (Cricetidae, Rodentia) do leste

do Brasil
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Resumo

Membros do género Rhipidomys Tschudi, 1845 (Cricetidae, Sigmodontinae) sdo roedores
arboricolas, noturnos e solitarios; e estdo distribuidos do leste do Panamd, Guianas, Venezuela,
Coldmbia, Equador e Peru até sudeste da Bolivia, noroeste da Argentina e norte, centro e leste do
Brasil.

Estudos citogenéticos revelaram uma alta variabilidade cariotipica no género, com trés
nameros dipléides 2n=44, 48 e 50, e variacdo dos cromossomos sexuais e do nimero de bracos
autossémicos (NFa), totalizando 22 citétipos distintos. Foi sugerido que esses cariotipos poderiam
ser divididos e trés grupos de acordo com 0 2n e NFa, grupo R. nitela composto pelos animais com
0 2n=48/50; grupo R. leucodactylus com 2n=44 e NFa baixo que varia de 46 a 52; e grupo R.
mastacalis 2n=44 e NFa alto variando de 74 a 80. Essa distingdo foi reforcada pela existéncia de
alelos exclusivos em alguns desses grupos. Apesar de estudos moleculares comegarem a sugerir
como os cariétipos de Rhipidomys estdo estruturados filogeneticamente, trabalhos que associem
dados cariotipicos a caracterizagdo molecular das populagbes sdo inexistentes em Rhipidomys.
Diante disso, 0 objetivo do presente estudo foi propor uma hipétese filogenética para as formas do
leste do Brasil; contribuir para o entendimento da diversidade molecular no género; verificar se
caridtipos distintos estdo correlacionados a clados monofiléticos e testar a hipGtese dos
agrupamentos de espécies baseados nos cariotipos. Neste estudo diagnosticamos seis espécies de
Rhipidomyse dois novos tdxons para o leste do Brasil. Encontramos indicios de que uma barreira
vicariante na Mata Atlantica é marcada pelo rio Jequitinhonha e néo pelo rio Doce, como sugerido
em muitos trabalhos. Os nossos resultados indicaram ainda a importancia da Serra da Mantigueira
para a diversificacdo dos taxons de Rhipidomys responsavel por dividir dois clados na Mata
Atlantica. Revelamos que o grupo com NFa alto € monoflético (grupo R. mastacalis), enquanto o
grupo com NFa baixo (grupo R. leucodactylus) é polifilético e parafilético, fato esse que vai de
encontro com a hipotese dos agrupamentos cariotipicos. Identificamos uma tendéncia do aumento
no namero de bracos autossdbmicos na diversificacdo cariotipica do género, encontrando-se as
formas cariotipicas mais derivadas as mais distantes do provavel ponte de origem do género na

América do Sul.
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I. Introducéo

O género Rhipidomys Tshudi, 1845 pertencente a tribo Thomasomyini (Steadman & Ray
1982) contempla roedores com hébitos arboricolas, noturnos e solitarios. Sdo de pequeno porte, 0
peso varia de 35 al70 gramas, caracterizados por uma combinacdo de vibrissas longas, tufo ou
pincel na extremidade distal da cauda e pelagem escura presente no dorso de suas patas dianteiras
(Tribe, 1996; Emmons & Feer, 1997). Sua distribuicdo é ampla abrangendo desde o leste do
Panam4, atravessando a América do Sul, até o norte da Argentina. No Brasil sdo registrados em
todos os biomas.

Na revisdo do género baseada em dados morfoldgicos, Tribe (1996) reconheceu 18
espécies para o0 género Rhipidomys, sendo quatro delas novas, duas com distribuicdo restrita ao
Brasil, uma fossil (Rhipidomys cf couesi) e outra ainda incerta (Rhipidomys cf macrurus). Uma das
duas espécies novas com ocorréncia no Brasil foi descrita recentemente ocorrendo nos enclaves
mésicos da caatinga e engloba duas subespécies, Rhipidomys cariri cariri e Rhipidomys cariri
baturitensis (Tribe et al. 2005).

Estudos citogenéticos revelaram uma alta variabilidade cariotipica no género, com trés
nameros dipléides 2n=44, 48 e 50, e variacdo dos cromossomos sexuais e do nimero de bracos
autossdmicos (NFa), totalizando 22 citétipos distintos (presente estudo, capitulo 1). Os cariétipos
com 2n=44 retém a maior parte da variacdo cariotipica do género com 13 citétipos distintos
(NFa=46, 48, 49, 50, 52, 54, 61, 70, 72, 74, 76 e 80); o cari6tipo com 2n=48 possui trés citotipos
distintos (NFa=66, 67 e 68), enquanto que o 2n=50 apresenta dois citdtipos diferentes (NFa=70 e
71).

Andrades-Miranda et al. (2002) utilizando dados citogenéticos e variabilidade de
microssatélite propuseram que Rhipidomys poderia ser dividido em trés grupos: grupo R. nitela
composto pelos animais com o 2n=48/50; grupo R. leucodactylus com 2n=44 e NFa baixo que
varia de 46 a 52; e grupo R. mastacalis 2n=44 e NFa alto variando de 74 a 80. Essa distin¢do foi
reforcada pela existéncia de alelos exclusivos em alguns desses grupos (Lima-Rosa et al., 2000;
Andrades-Miranda et al., 2002).

Costa (2003) inferiu relagdes filogeograficas usando dados de sequéncias do gene
mitocondrial citocromo b entre cinco espécies do género, e identificou uma alta diversidade génica
entre os clados geograficos e a existéncia de pelo menos dois clados distintos no leste do Brasil, ao
norte e ao sul da Mata Atlantica. A autora sugeriu que os clados ndo representam grupos-irmaos,
visto que o grupo do norte é grupo irmao com espécimes de Cerrado e o clado Sul é grupo-irméo
dos espécimes da Amazodnia; e ainda indicou a existéncia de um novo taxon no sudeste brasileiro.

Costa (2007) utilizando uma abordagem multidisciplinar associou dados moleculares de

sequéncias do gene mitocondrial citocromo b, dados morfol6gicos e morfométricos visando
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identificar, diagnosticar e delimitar geograficamente os taxons de Rhipidomys do leste do Brasil.
Como resultado sugeriu trés novas espécies a lista de Tribe (1996).

Apesar dos dados da literatura sugerirem que o cari6tipo seja uma boa ferramenta para
auxiliar na caracterizacdo de espécies de Rhipidomys, os trabalhos disponiveis ndo compararam a
estrutura cariotipica com a histéria evolutiva do género, e ndo fornecem bases para afirmar se o
cariétipo desempenha um papel importante na separacdo de populagdes/espécies.

Existem artigos que apresentam discussdes a respeito da utilizagdo das informacdes
cariotipicas na realizacdo de inferéncias filogenéticas e do papel das mudangas cromossémicas nos
processos de especiacdo (Sites & Moritz, 1987; Kluge, 1994; King, 1994; Sites & Reed, 1994). Ha&
também estudos filogenéticos, populacionais e de delimitacdo de espécies usando dados
cromossdmicos aliados a dados morfoldgicos e de sequéncias de genes nucleares e mitocondriais
realizado em lagartos (Flores-Villelaet al. 2000; Bosch et al., 2003; Pellegrino et al., 2005) e
roedores (Salazar-Bravo et al., 2001; Catanesi et al., 2006; Almeida et al., 2007). Em conjunto,
esses trabalhos sugerem que o caridtipo seja uma valiosa informacdo, que aliada a dados
filogeograficos, contribuem para a resolucdo de questBes taxonémicas e sistematicas.

Diante disso, o presente estudo pretende propor uma hipétese filogenética para as formas
do leste do Brasil; contribuir para o entendimento da diversidade molecular no género; verificar se
cariotipos distintos estdo correlacionados a clados monofiléticos; e testar a validade dos

agrupamentos em Rhipidomys propostos por Andrades-Miranda et al. (2002).
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1. Material e Métodos

11.1. Amostra

Foram usadas amostras de tecidos (figado ou musculo) de 48 espécimes de Rhipidomys
com cari6tipos previamente descritos, e 22 espécimes ndo cariotipados, totalizando 70 espécimes
de 23 localidades do Brasil (Figura 1, Tabela 1).

Os cddigos das amostras correspondem aos codigos dos coletores: Leonora P. Costa (LP e
LPC), Valéria Fagundes (LGA e VF), Yuri L. R. Leite (YL), Ana Paula Carmignotto (APC),
Barbara M. A. Costa (BAC), Daniela M. Rossoni mais (DMR), Gabriel Marroig (LEM), Juliana
Braganca (NSTO e PCH1), Lena Geise (FS, FU, HGB, IG, LG, LGP, PSP), Margarete S. Mattevi
(EEB, FO, MAS), Raquel Moura (RM), Renata Pardini (AB, B), Yatiyo Yonenaga-Yassuda (CIT,
MRT).

Os exemplares LGA, YL e LPC foram identificados por Béarbara M. A. Costa. Os demais
espécimes foram identificados pelos coletores.

Para as analises filogenéticas, a seqliéncia do roedor Akodon montensis retirada do

Genbank foi usada para polarizacédo das analises, como grupo externo.

11.2. Dados citogenéticos

Para a caracterizagdo dos cariotipos utilizamos dados de namero dipléide (2n), nimero de
bracos autossdmicos (NFa) e morfologia dos cromossomos sexuais. Dados citogenéticos foram
obtidos de Thomazini (2009, capitulo 1 do presente estudo), Geise (1995), Silva & Yonenaga-
Yassuda (2003), Souza (2005) ou comunicacdo pessoal (Tabela 1).

11.3. Dados moleculares
Extracdo de DNA, amplificacdo do DNA e sequenciamento

Amostras de tecido (figado e musculo) foram submetidas ao protocolo de extracdo de DNA
total (SDS/NaCl/Proteinase K) segundo Brufford et al. (1992). O gene mitocondrial Citocromo
Oxidase | (COI) foi amplificado através da clonagem in vitro pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), utilizando-se os primers COI-5285F e COI-6929R descritos por Spradling et al.
(2004). Os produtos de PCR foram purificados com o Kit de Purificagdo de PCR (Invitrogen, Inc.),
quantificados utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop ND1000 (Thermo Scietific), e
sequenciados utilizando-se os primers COI-5285F e COI-6929R em um seqiienciador automatico
ABI 377 (Applied Biosystems).
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Analise das sequéncias

O programa MEGA (Tamura et al., 2007) foi utilizado para alinhar as sequéncias de DNA.
O alinhamento das sequéncias foi realizado manualmente, concomitante a correcao das sequéncias
no programa MEGA (Tamura et al., 2007). A analise de similaridade com o gene COI foi realizada
no GenBank (http://ncbi.ncim.nih.gov) utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool).

Analises dos dados

A composicdo nucleotidica e a divergéncia genética usando o modelo evolutivo K2P foram
calculadas o programa MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007).

O teste de saturacdo foi realizado para os segundo e terceiro codons separadamente e para
os trés codons juntos. Foram gerados os graficos de transicdo versus transversao com o modelo
evolutivo TN93, assim como o teste de Xia (Xia et al., 2003), usando o programa DAMBE 5.0.23
(Xia & Xie, 2001).

Para identificar os hapl6tipos, calcular a diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (Pi)
foi usado o programa DNAsp 4.50.3 (Rozas et al., 2003).

O modelo de substituicdo com a distribuicdo gama e o nimero de sitios invariaveis
(GTR+G+I) para as reconstrucdes filogenéticas foram estimados com MODELTEST 3.06 (Posada
& Crandall, 1998). Para a construgdo das hipoteses filogenéticas foram utilizadas as analises de
Méxima Parcimdnia (MP), Maxima Verossimilhanca (MV) e Andlise Bayesiana (AB). A MP foi
inferida no programa PAUP 4.0.10 (Swofford, 2002). Todos os caracteres receberam o mesmo
peso, e a busca heuristica foi implementada com 10.000 replicagbes randdmicas a partir de uma
arvore de Neighbor-Joining (NJ). A MV foi inferida pelo programa PHYML 3.0 (Guindon &
Gascuel, 2003) e a AB pelo MrBAYES 3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist, 2003), utilizando o
servidor online Phylogeny.fr (http//phylogeny.fr; Dereeper et al., 2008). A robustez dos clados foi
acessada por porcentagens de bootstrap (BT) depois de 10.000 pseudoreplicacGes com 10 adi¢des
randémicas para MP usando o PAUP 4.0.10 (Swofford, 2002); e 500 pseudoreplica¢des para 0 MV
usando o PHYML 3.0 (Guindon & Gascuel, 2003). A probabilidade posterior da anélise Bayesiana
(PPB) foi calculada através de arvores que foram amostradas a cada 100 geracGes, depois de
remover as 5.000 geragdes iniciais.

Foram construidas redes de hapl6tipos pelo algoritmo median-joining (Bandelt et al., 1999)
com o programa NETWORK 4.1 (Rohl, 2000), e pela parciménia estatistica do programa TCS 1.21

(Clement et al., 2000), para verificar a relacBes hierarquicas entre os haplétipos.
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I11. Resultados

111.1. Composicdo de bases e variacdo das sequéncias

A reacdo em cadeia da polimerase gerou somente um produto com o tamanho esperado
(~1300 pb). O alinhamento das sequéncias do gene COI de 70 individuos resultaram em 1062 pb,
correspondendo a 352 aminoacidos. A traducdo da seqiiéncia de nucleotideos ndo mostrou nenhum
cddon de parada inesperado. Os 1062 pb contém 765 sitios constantes e 237 sitios polimdrficos
(277 mutacdes) dos quais195 sitios sdo informativos para parciménia. Dos 237 sitios polimérficos,
40 ocorreram na primeira posi¢do, 99 na segunda posicdo e 98 na terceira posicdo. A média da
composicao das bases em todos os taxons foi T: 29,74%, A: 28,24%, C: 25,94% e G: 16,07%. O
tipo de substituicdo mais comum foi transicdo com freqiiéncia de C para T com 31,82%, T para C
com 28,31%, G para A com 14,97%, e A para G com 8,36% (Tabela 2).

No teste de Xia indicou pouca saturacdo para topologias simétricas e assimétricas em todas
as posicdes. Os graficos das taxas de transicdo versus transversdao em cada posi¢do do codon

mostraram baixos niveis de satura¢do, somente na terceira posi¢éo do codon.

111.2. Diversidade haplotipica

A diversidade haplotipica geral (Hd) e a diversidade nucleotidica (Pi) foram altas
(Hd=0,9871 e Pi=0,06604). Dos 55 haplotipos, 51 foram especificos de cada populacgdo analisada e
somente quatro foram compartilhados: haplétipo 8 (H8) entre as populagbes de Ribeirdo
Cascalheiras e Vila Rica, ambas no Mato Grosso; o0 H16 e o H18 entre Ilhéus e Una, ambas na

Bahia; e 0 H36 entre Jacutinga e Cariacica, ambas as localidades no Espirito Santo (Tabela 1).

111.3. Andlises filogenéticas

As arvores de MP, MV e AB mostraram topologias congruentes, apresentando Rhipidomys
com gquatro linhagens monofiléticas distintas (Figura 1).
Os clados correspondem a arranjos biogeograficos de distribuicdo dos taxons por biomas.
A Mata Atlantica apresentou dois clados, um clado ao sul (Clado Atlantico-Sul) ocorrendo do sul
de S&o Paulo até o extremo sul do Espirito Santo com suporte de BT=54%, e outro clado ao norte
(Clado Atléantico-Norte) ocorrendo do norte do Rio de Janeiro até Pernambuco com suporte de
BT=89%. Esse dois clados apesar de compartilharem 0 mesmo bioma ndo sdo grupos-irméos e
possuem uma divergéncia genética de 10,8%. O clado Atlantico-Sul se apresenta como 0 mais
basal, enquanto o Clado Atlantico-Norte € um dos mais derivados.
O terceiro clado é formado por espécimes do centro-norte do Brasil com ocorréncia
préxima a regido Amazonica, desde o leste do Mato Grosso e de Tocantins, aléem de uma populacéao

disjunta no Ceara (Clado Cerrado-Amazonico). Esse clado tem o suporte de BT=80% e divergéncia
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interna de 1,8%. O clado Cerrado-Amazonico se apresenta como grupo irmao do clado Atlantico-
Norte com suporte de BT=89% e divergéncia entre os clados de 3,8%.

O quarto clado é formado por espécimes do Cerrado e da Caatinga (Clado Cerrado-
Caatinga) com uma distribuicdo ampla que vai desde o sudoeste de Mato Grosso do Sul passando
por Minas Gerais, norte de Goids, leste de Tocantins, alcando até o extremo sul do Ceard e
Pernambuco, possui suporte de BT=90% e divergéncia dentro do grupo de 6,7%. O Clado Cerrado-
Caatinga se apresenta como grupo-irmdo do clado formado pela unido dos clados Atlantico-
Norte/Amazénico-Cerrado com divergéncia entre eles de 9,1%.

As relacdes reveladas nas redes de haplotipos foram congruentes com 0s arranjos obtidos
nas analises filogenéticas (Figuras 2 e 3), porém fica mais claro nas redes a distingdo entre os
guatro grupos e a existéncia de linhagens com historias evolutivas préprias dentro desses grupos,
pelo fato das redes indicarem os passos intermediarios, perdidos pelas arvores filogenéticas..

As diferencas na topologia das redes do programa NETWORK e TCS foram geradas pela
maneira como cada programa trata os dados. O TCS constr6i a rede a partir de um calculo de
confianca e s agrupa os hapl6tipos que estdo dentro desse intervalo de confianga, enquanto o TCS

ndo possui essa analise e d& a relagdo entre os hapldtipos por mais divergentes que esses sejam.

Clado Atlantico Sul (Figura 4)

O clado Atlantico-Sul é o mais basal dentro de Rhipidomys, e une espécimes do sul do
Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, com valor de BT=54% e divergéncia genética baixa
dentro do grupo (1,9%). Apesar do suporte baixo desse grupo, dentro desse clado séo identificadas
trés linhagens com suporte alto (BT=91, 98 e 83%).

A linhagem do Espirito Santo apresenta-se como a mais basal desse clado. E formada por
um espécime de Ibitirama e um de Muqui, com suporte de BT=91%, que compartilham o0 mesmo
citétipo com 2n=44, NFa=50 e par sexual do tipo XaYa, e apresentam baixa divergéncia entre si
(0,6%) (Tabela 3). Os dois haplotipos observados, H38 (lbitirama) e H39 (Muqui) se diferenciam
por quatro transigdes e trés transversoes, sendo H38 considerado o mais basal para este clado.

A linhagem Rio de Janeiro (RJ) une espécimes de quatro localidades do Rio de Janeiro
(Cachoeiras de Macau, Mangaratiba, Angra dos Reis e Paraty) e duas do extremo norte de S&o
Paulo (Ubatuba e Bananal). Dos nove exemplares, quatro possuem cariétipo analisado, com 2n=44,
NFA=48 e par sexual do tipo XaYa. A divergéncia dentro do grupo € baixa (0,3%). Dentre 0s nove
espécimes desse clado sdo encontrados seis hapl6tipos. Em Angra dos Reis (n=4) ocorreu apenas
um haplétipo (H47) compartilhado entre todos os individuos; em Cachoeiras de Macau (n=1),
Mangaratiba (n=1), Paraty (n=1), Ubatuba (n=1) e Bananal (h=1) ocorreram um haplétipo em cada
(H41, H45, H46, H49 e H43, respectivamente). O H49 de Ubatuba é considerado o mais basal
dentro dessa linhagem e se diferencia de H43 e H46 por uma transicdo, de H47 por uma
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transversdo, de H45 por duas transversoes e quatro transigdes, e de H41 por cinco transi¢des e duas
transicdes.

A linhagem S&o Paulo (SP) une espécimes de quatro localidades de Sdo Paulo: Cotia (n=5),
sendo trés especimes cariotipados com 2n=44/NA=50 e par sexual do tipo XbYb; um espécime de
Capéo Bonito com cariétipo 2n=44/NA=48, e Ubatuba, e Ribeirdo Grande, ndo cariotipados. A
divergéncia genética dentro do grupo é baixa (0,6%). Entre 0s nove espécimes desse grupo sdo
encontrados oito haplotipos. Cotia (n=5) apresenta quatro haplétipos (H50, H51, H52 e H53),
sendo que H50 compartilhado entre dois espécimes. Capdo Bonito (n=2) apresenta dois hapl6tipos
(H54 e H55), diferenciados entre si por seis transi¢des. Ubatuba (n=1) e Ribeirdo Grande (n=1)
apresentam hapl6tipos Unicos (H48 e H44, respectivamente).

Os clados RJ e SP se apresentam como grupos-irmaos na arvore de MV com suporte de
BT=86%, divergindo 1,6% entre si. Os dois clados estdo distanciados entre si por sete transicdes e
cinco transversdes. O clado formado pelo RJ-SP se apresenta como grupo-irmé&o da linhagem ES e

se diferenciam por 5,1% e cerca de 40 mutaces.

Clado Cerrado-Caatinga (Figura 5)

O clado Cerrado-Caatinga é o segundo grupo mais basal em Rhipidomys, e inclui
individuos de uma ampla &rea geografica, incluindo individuos da Caatinga nas localidades de
Crato (CE) e Buique (PE), até regibes de Cerrado de Ponte Alta do Tocantins (TO), Parana (TO),
Dourados (MS), Minagu (GO), Andarai (BA), Nova Ponte (MG), Coronel Murta (MG), Formoso
(MG) e Serra da Canastra (MG), com valor de BT=90% e divergéncia genética dentro do grupo de
4,9% (Tabela 3).

Dentre os exemplares estudados (n=15), 10 foram cariotipados, dos quais cinco
apresentaram 2n=44 e NFa=50 com par sexual do tipo XbYa para Crato (n=2), Buique (n=1),
Coronel Murta (n=1) e Andarai (n=2), quatro apresentaram 2n=44 e NFa=50 com par sexual do
tipo XaYa para Nova Ponte (n=3) e Ponte Alta do Tocantins (n=1), e um revelou 2n=44 e NFa=48
com par sexual do tipo XaYa para Formoso (n=1). Entre os 15 espécimes desse grupo, sao
encontrados 14 hapldtipos, o Unico haplétipo compartilhado é o H29 entre dois espécimes de
Minagu (GO).

Sdo identificadas trés linhagens dentro desse grupo (Cerrado-norte, Cerrado-Sul e
Caatinga).

A linhagem da Caatinga (Caatinga) é formada por um espécime de Buique (Pernambuco) e
dois espécimes de Crato (Ceara) com suporte de BT=98%, que compartilham o mesmo caribtipos
com 2n=44 e NFa=50 com par sexual do tipo XbYa, e apresentam baixa divergéncia entre si (1%).
O H2 de Crato é considerado o mais basal dentro dessa linhagem e se diferencia de H3 também de

Crato por duas transicGes, e do H4 de Buique por 11 transi¢des e duas transversoes.
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O Cerrado apresenta duas linhagens, uma linhagem ao norte (Cerrado-norte) formada por
espécimes do sul da Bahia (Andarai), leste de Tocantins (Ponte Alta do Tocantins e Parand) e
extremo oeste de Minas Gerais (Nova Ponte e Formoso), com suporte de BT=80% e divergéncia
dentro do grupo de 3,1%. Outra linhagem ao sul (Cerrado-sul) formada por espécimes do Mato
Grosso (Dourados), extremo norte de Goias (Minacu) e Minas Gerais (Nova Ponte, Coronel Murta
e Serra da Canastra), com suporte de BT=100% e divergéncia dentro do grupo de 2,2%. A
divergéncia entre os clados norte e sul do Cerrado é de 6,7%.

Vale destacar que os trés haplétipos presentes nos espécimes de Nova Ponte (H33, H34 e
H35) se mostram pouco relacionados entre si (5,3%) apresentando-se mais proximos de haplétipos
de outras localidades do que entre si.

A linhagem do Cerrado-norte é composta por cinco espécimes, dos quais quatro sdo
cariotipados: um individuo de Nova Ponte e um de Ponte Alta de Tocantins com o cariétipo 2n=44
e NFa=50 com par sexual do tipo XaYa, um Andarai com 2n=44 e NFa=50 com par sexual do tipo
XbYa, e um de Formoso com 2n=44 e NFa=48 com par sexual do tipo XbYa. Sdo encontrados
cinco haplétipos nessa linhagem, que sdo bem diferenciados entre si. Os mais semelhantes entre si
0 H11 (Ponte Alta do Tocantins) e o H13 (Parand) que se diferenciam por seis transi¢bes enquanto
os outros haplétipos (H19 de Andarai, H25 de Formoso e H34 de Nova Ponte) possuem mais de 13
mutacBes em relagdo a todos os outros haplétipos (Figura 2). Os haplétipos H19, H25 e H34 ndo se
agruparam na andlise do TCS (Figura 3) devido ao grande nimero de mutagdes, na rede geradas
pelo NETWORK esses trés haplotipos se diferenciaram por 17 mutagbes de H19 para H25 e 15
mutacOes de H52 para H34, nas arvores como um clado monofilético com suporte de (BT=88%).

Os clados Cerrado-norte e Caatinga se apresentam como grupos-irméos na arvore de MV
com suporte de BT=94%, divergindo 3,8% entre si.

A linhagem do Cerrado-sul é composta por sete espécimes, dos quais trés sdo cariotipados:
dois de Nova Ponte com o cariétipo 2n=44 e NFa=50 com par sexual do tipo XaYa, e um de
Coronel Murta com o cari6tipo 2n=44 e NFa=50 com par sexual do tipo XbYa, e espécimes ndo
cariotipados da Serra da Canastra (Minas Gerais), de Dourados (Mato Grosso), de Minagu (Goiés).
Sdo encontrados seis haplotipos nesse grupo, pois os espécimes de Minacu compartilham o
caridtipo H29. Na rede de hapl6tipos do TCS séo formados dois grupos, um com os haplétipos H29
e H35 que se diferenciam por 11 transi¢des. Outro grupo é formado pelo haplétipos H28, H33 e
H37, sendo o H40 apontado como o mais basal, se diferenciado do H29 por uma transi¢cdo e um
transversdo e do H37 por cinco transi¢cdes. O H40 apresenta mais de 13 mutagdes em relacdo aos
outros haplétipos e na rede de haplétipos de TCS ndo se mostra associado a nenhum outro
haplétipo.

O clado formado pelas linhagens Caatinga/Cerrado norte como grupo irmdo da linhagem

Cerrado-sul e divergem em 6,7% entre eles.
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Clado Cerrado-Amazonia (Figura 6)

O clado Cerrado-Amazonia une espécimes de Mato Grosso (Ribeirdo Cascalheiras, Barra
das Garcas e Vila Rica), de Tocantins (Palmas e Peixe) e do Ceara (lbiapaba) com suporte de
BT=80% e divergéncia dentro do grupo de 1,8%. Séo identificadas trés linhagens dentro desse
grupo (Ibiapaba, Tocantins e Mato Grosso). As linhagens de Mato Grosso e a de Tocantins sdo
grupos irmaos e divergem entre eles em 1,3% (Tabela 3).

A linhagem de Ibiapaba é composta por um espécime ndo cariotipado. O hapl6tipo desse
espécime (H1) diverge em 4,1% do restante do Clado Cerrado-Amazénia e se diferencia por 53
mutacBes. O haplétipo H1 apesar de cair dentro do Clado Cerrado-Amazénia nas arvores
filogenéticas, na rede de hapl6tipo do programa Network se mostra mais préximos dos espécimes
do clado Atléantico-Sul (Figura 6B), do qual se diferencia por pelo menos 44 mutagoes.

A linhagem de Tocantins une um espécime de Palmas e um de Peixe, com suporte de
BT=99% e divergéncia entre eles baixa (0,4%). No cari6tipo dos exemplares de Peixe e Barra das
Garcas s0 foram identificados que o NFa € baixo. O haplotipo de Palmas (H10) diverge do
hapl6tipo de Peixe (H12) por trés transicdes e uma transversao.

A linhagem Mato Grosso une espécimes de Barra das Garcas, Ribeirdo Cascalheiras e Vila
Rica, com suporte de BT=96% e divergéncia baixa entre eles (0,7%). Dos oito espécimes desse
grupo, seis sdo cariotipados, trés espécimes de Vila Rica revelam 2n=44 e NFa=52 com par sexual
do tipo XaYa, e trés espécimes de Ribeirdo Cascalheiras com par sexual do tipo revelam 2n=44
NFa=50XbYa. Os oito espécimes dessa linhagem apresentam seis haplétipos, o H8 é
compartilhado entre dois espécimes de Ribeirdo Cascalheiras e um de Vila Rica, os outros
espécimes apresentam haplétipos unicos (H9, H14, H15, H26 e H27). Barra das Gargas (n=2)
apresenta dois hapl6tipos (H26 e H27) que se diferenciam entre si por quatro transi¢des. Ribeirdo
Cascalheiras (n=3) com trés hapl6tipos (H8, H14 e H15), sendo que H8 e H14 apresentam-se mais
similares entre si e se diferenciam por duas transi¢cdes, enquanto H15 se diferencia dos outros dois
haplétipos por 10 transi¢des. O H15 de Ribeirdo Cascalheiras apresentou-se mais semelhante aos
haplétipos de Barra das Gargas (H26 e H27) e se diferencia de ambos por duas transi¢des. Vila
Rica (n=3) apresenta dois haplotipos (H8 e HI) que se diferenciam por duas transi¢des. O H8 é
considerado o mais basal do grupo diferenciado do H9 (Vila Rica) e H14 por duas transicdes, de
H15 (Ribeirdo Cascalheiras) por 10 transices, e de H26 (Barra das Gargas) e H27 (Barra das

Garcas) por 11 transicoes.

Clado Atlantico-Norte (Figura 7)

O clado Atlantico-Norte é o mais derivado dentro de Rhipidomys une os espécimes da Mata
Atléantica do sul do Rio de Janeiro (Casimiro de Abreu), da por¢do centro-norte do Espirito Santo

(Jacutinga, Cariacica e Aguia Branca), do sul da Bahia (Ilhéus e Una), e de Pernambuco (Caruaru),
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com bootstrap de BT=98%, com divergéncia de 1,2% dentro de grupo. Foram identificadas trés
linhagens com suporte elevado (Norte, Centro e Sul). As linhagens Centro e Sul se apresentam
como clados-irmdos, e divergem uma da outra por apenas 1,6% (Tabela 3). Essas duas linhagens se
apresentam como as mais derivadas e se apresentam-se como grupo-irmao da linhagem Norte que
diverge das outras duas linhagens em 2,2%.

A linhagem Sul une espécimes de Nova Vigosa (Bahia), Aguia Branca (Espirito Santo),
Jacutinga (Espirito Santo), Cariacica (Espirito Santo) e Casimiro de Abreu (Rio de Janeiro), todos
com citotipo 2n=44 e NFa=74, com suporte alto suporte (BT=95%) e divergéncia genética baixa
(0,4%) dentro do grupo (Tabela 3). Entre os oito espécimes desse clado sdo encontrados cinco
haplétipos. Cariacica (n=3) e Jacutinga (n=1) compartilham o mesmo hapldtipo (H36). Aguia
Branca (n=2) com dois haplotipos (H31 e H32) que se diferenciam por uma transicdo e uma
transversdo. Nova Vicosa e Casimiro de Abreu revelam haplétipos unicos (H30 e H42,
respectivamente). Segundo a rede de haplétipos do TCS (Figura 3) o haplétipo H36 presente em
Jacutinga e Cariacica, ambas no Espirito Santo, € 0 mais basal dentro desse grupo e se diferencia
do H42 de Casimiro de Abreu por uma transversio, do H31 de Aguia Branca por quatro transicoes,
do H32 de Aguia Branca por cinco transi¢des e uma transversio, e do para H30 de Nova Vigosa
por cinco transigoes.

A linhagem Centro une espécimes de Una e Ilhéus, ambos na Bahia, com suporte alto
(99%) e divergéncia baixa (0,2%). Os 13 espécimes desse grupo sdo cariotipados, dez espécimes
apresentam 2n=44 e NFa=72 de Una, um espécime com 2n=44 e NFa=74 e dois espécimes com
2n=44 e NFa=70 em IlIhéus. Entre esses 13 espécimes sdo encontrados oito haplotipos. IIhéus (n=3)
com trés haplétipos (H16, H17 e H18) e Una (n=10) com sete hapldtipos (H16, H18, H20, H21,
H22, H23 e H24). Os H16 e H18 sdo compartilhados entre as duas popula¢des, mas o H16 é o mais
frequente aparecendo em um individuo de llhéus e em cinco de Una. O H18 é considerado como o
mais basal e se diferencia do H16, H20 e H21 por uma transicdo cada, do H22 e H24 por duas
transi¢Oes cada, do H17 por quatro transigdes, e do H23 por trés transicdes e uma transversoes.

A linhagem Norte é a mais basal dentro do clado Atlantico-Norte, e é formada por
espécimes ndo cariotipados de Caruaru (Pernambuco), com suporte de BT=96%, e com divergéncia
baixa (0,7%) dentro do grupo. Dentro desse grupo cada espécime (n=3) possui um haplétipo Gnico
(H5, H6 e H7). O H6 se apresenta como 0 mais basal dentro do grupo e se diferencia de H5 por

oito transversdes e de H7 por duas transi¢des e oito transversoes.
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1V. Discussao

IV.1. Relac¢des filogenéticas e consideracdes taxondmicas
Grupo R. mastacalis: uma subdivisdo norte-sul da Mata Atlantica

A Mata Atléantica encontra-se subdivida em dois clados bem diferenciados e praticamente
sem sobreposicdo, um com distribuicdo norte (Atlantico-Norte) e outro com distribuicdo ao sul
(Atlantico-Sul), e que estes ndo se apresentam como grupo irmdos. O clado Atlantico Sul é o mais
basal do grupo, enquanto o Atlantico-Norte é o clado mais derivado e se apresenta como grupo
irmdo de espécimes amazOnicos. Esse mesmo padrdo foi encontrado em estudos prévios para o
género (Costa, 2007; Costa et al., 2003).

O clado Atlantico-Norte (AN) possui uma distribuicdo ampla ocorrendo na Mata Atlantica
de Pernambuco até a Serra da Mantigqueira no Rio de Janeiro. Neste clado é possivel observar uma
estruturacdo genética separando a Mata Atlantica em dois filogrupos, um norte e outro sul. Esse
padrdo de quebra norte/sul dentro da Mata Atlantica foi observado em diversos trabalhos com
mamiferos (Costa et al. 2003; Gomes, 2008; Coutinho, 2008; Nogueira & Fagundes, 2008), répteis
(Vanzolini, 1988; Pellegrino et al., 2005; Grazziotin et al., 2006), anfibios (Lynch, 1979), aves
(Bates et al., 1998) e até mesmo para opilionideos (Pinto-da-Rocha & da Silva, 2005), e sugerem
gue h& uma historia vicariante compartilhada nesta regido e que a principal quebra dentro da Mata
Atléntica ocorre na altura do rio Doce ou do rio Jequitinhonha.

De acordo com nossos dados moleculares, o rio Doce ndo atua como uma barreira natural
entre os dois filogrupos de R. mastacalis. O espécime de Nova Vigosa na Bahia, localidade ao
norte do rio Doce, se encontra no mesmo filogrupo das populacgdes ao sul do rio Doce, divergindo
apenas em 0,57% dos espécimes de seu filogrupo.

Por outro lado, o Rio Jequitinhonha se mostra como uma potencial barreira vicariante entre
0s espécimes do clado Atlantico Norte, a populacdo com a distribuicdo mais ao norte do filogrupo
AN-Sul é Nova Vicosa, que se encontra na margem sul do Rio Sdo Francisco, enquanto a
populacdo mais ao sul do filogrupo AN-Norte é Una, que se encontra na margem norte do rio
Jequitinhonha, portanto os limites da distribuicdo dessas duas formas ocorrem em margens opostas
do rio Jequitinhonha. Apesar da possivel barreira fisica entre esses dois filogrupos a divergéncia
genética entre eles é baixa (1,6%), indicando uma homogeneizacao desses dois filogrupos.

O cari6tipo também parece ndo servir como uma barreira reprodutiva eficiente entre esses
filogrupos, apesar da linhagem AN-Sul ser exclusivamente composta por espécimes com 2n=44 e
NFa=74, na linhagem AN-Norte foi encontrado um espécime com este mesmo cariotipo na
localidade de Ilhéus (Bahia).

Costa (2007) analisou especimes de populagdes dos dois filogrupos e ndo encontrou

diferencas morfoldgicas entre essas entidades que justificasse as separacdes dessas unidades em
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categorias taxondmicas distintas, isso somado ao fato de sua andlise de sequéncias de Citocromo b
indicarem que essas populacdes formavam um clado, fez com que Costa (2007) os categorizasse
como pertencentes a espécie Rhipidomys mastacalis.

Thomazini (2009, capitulo do presente trabalho) destacou que a pequena diferenca entre 0s
cariotipos, a distribuicdo geografica continua das formas cariotipicas da Mata Atlantica, com
alguns pontos de simpatria na Bahia e a falta de evidéncias morfolégicas, para distinguir os
espécimes entre as formas 2n=44 e NFa=70, 72 e 74, podem indicar que esses cariétipos
correspondem ao um unico taxon Rhipidomys mastacalis.

A falta de caracteres morfoldgicos, a baixa diferenciacdo genética, e a falta de barreiras
reprodutivas eficientes, sejam elas fisicas ou biol6gicas entre esses filogrupos indicam que esses
espécimes fazem parte da mesma entidade taxondmica. Nesse sentido reconhecemos que as
linhagens AN-Norte e AN-Sul como Rhipidomys mastacalis, e que esta espécie esta associada aos
cariotipos com 2n=44 e NFa=70, 2n=44 e NFa=72 e 2n=44 e NFa=74, com polimorfismos intra-
especificos tanto cariotipicos como moleculares

Uma terceira linhagem formada por espécimes de Caruru (AN-Caruaru) em Pernambuco
compdem o clado Atlantico-Norte. Tribe (1995) analisou 58 espécimes de Rhipidomys mastacalis
em Caruru, como nao ha registros de outras espécies de Rhipidomys ocorrendo em simpatria nessa
area. A baixa divergéncia genética (2,16%) entre o clado AN-Caruaru e as outras duas linhagens
(AN-Norte e AN-Sul) do clado Atantico-Norte, ndo da suporte para afirmar se esses espécimes

correspondem a outro taxon, porém revela uma distin¢éo no grupo R. mastacalis.

Grupo R. leucodactylus: distingdo entre os biomas Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica

e Amazobnia

Alguns clados do presente trabalho sdo equivalentes aos clados propostos por Costa
(2007): clados Atlantico-Norte associado a Rhipidomys mastacalis; eclados Atlantico-Sul e
Cerrado-Amazonico equivale a dois tAxons novos ndo descrito (Rhipidomys sp2 e Rhipidomys sp,
respectivamente).

No clado Cerrado-Amazénico (CAm), o espécime de Peixe e de Palmas, ambos no
Tocantins forma um clado com baixa divergéncia (0,03%) sugerindo se tratar de um mesmo taxon.
Considerando que Costa (2007) identificou o espécime de Peixe (Tocantins) como nova espécie
nomeada em seu trabalho como Rhipidomys sp, reconhecemos os exemplares de Palmas como essa
nova espécie, expandindo a distribuicdo geogréafica para o norte doe Tocantins .

A linhagem CAm-lbiapaba apresenta-se com alta divergéncia do restante dos
representantes do clado Cerrado-Amazénico (4,1% e 53 mutacGes).

Desta forma, apesar deste hapl6tipo de lbiapaba estar associado ao clado Cerrado-

Amazbnico, devido ao grande nimero de mutagdes (53), o indice de divergéncia genético elevado
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(4,1%), e distribuicdo disjunta com as outras populagdes, pois enquanto Ibiapaba encontra-se no
bioma Cerrado, as outras popula¢fes do clado Cerrado-Amazonico estdo numa zona de transicdo
para a Amazobnia, isto permite sugerir que a linhagem de CAm-lbiapaba seja considerada uma
linhagem distinta do clado Cerrado-Amazonico e corresponda a um taxon ndo identificado de
Rhipidomys, mas que se apresente como grupo-irmdo da espécie nova reconhecida por Costa
(2007).

Esses dados quando comparados com outros tdxons de mamiferos, mostra um nivel
elevado de divergéncia, equivalente a divergéncia interespecifica. Por exemplo, nos cetaceos do
géneroStenella, Tursiops e Delphinus, Amaral et al. (2007) obteve valores de divergéncia genética
interespecifica entre 1,47% a 2,45%. Nos morcegos Carollia brevicauda, Myotis riparius, Noctilio
albiventris, Phylloderma stenops, Platyrrhinus helleri, Trachops cirrhosus, Clare et al. (2006)
encontrou que cada uma dessas espécies formavam duas ou trés linhagens distintas e as linhagens-
irmé&s tinham valores de divergéncia entre 2,5 a 12,7%. Esse dado é ainda mais relevante levando
em consideracdo que trabalhos anteriores sugerem que Noctilio albiventris seja na verdade um
complexo de espécie (Lewis-Oritt et al. 2001; Wilson & Reeder 2005). Borisenko et al. (2008)
mostrou que 90% das linhagens genéticas encontradas em seu trabalho, que equivalem a espécies
de mamiferos reconhecidas (Wilson & Reeder, 2005) revelaram distancia genética maior que 2%
em relacdo ao seu vizinho mais proximo. Existem outros exemplos fora de mamiferos como em
aves que a média de divergéncia entre espécies € de 3% (Hebert et al. 2004), e em borboletas com
5% (Hajibabaei et al. 2006).

Situagdo semelhante & da linhagem CAm-Ibiapaba no clado Cerrado-Amazénico, ocorre no
clado Atlantico-Sul (AS), no qual a linhagem AS-Espirito Santo formado por espécimes de
Ibitirama e Muqui, ambas no Espirito Santo, divergem em 5,1% em relagdo 0s outros espécimes do
clado Atlantico-Sul, além de possuirem cari6tipos distinto do restante do clado com 2n=44 e
NFa=50XaYa. O espécime de Ibitirama foi identificado por Costa (2007) como R. macrurus,
porém a linhagem AS-Espirito Santo diverge 10,2% quando comparados com outros espécimes
identificados como Rhipidomys macrurus por Costa (2007). Essa elevada divergéncia genética e o
caridtipo distinto entre os espécimes do clado AS-Espirito Santo e dos outros individuos
identificados como R. macrurus por Costa (2007), sugerem que o clado AS-Espirito Santo ndo
corresponde a espécie Rhipidomys macrurus, e provavelmente é uma nova espécie para o género.

As outras duas linhagens que compdem o clado Atlantico-Sul (AS-Rio de Janeiro e AS-S&o
Paulo) compartilham o cari6tipo 2n=44 NFa=48 XaYa, mas a linhagem AS-Sao Paulo possui um
cariétipo ndo compartilhado na localidade de Cotia com 2n=44 e NFa=50 XbYc . Apesar das
diferencas cariotipicas essas duas linhagens se apresentam bem homogéneas com divergéncia
genética baixa de 1,69% entre eles. Espécimes de Angra dos Reis e Bananal foram identificados
por Costa (2007) como uma espécie nova denominada em seu trabalho como Rhipidomys

sp2.Levando em consideracdo a homogeneidade das linhagens e sua distribuicdo continua,
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propomos que linhagens AS-Rio de Janeiro e AS-S8o Paulo correspondem a esta espécie ainda nao
descrita.

No clado Cerrado-Caatinga (CCa), verificamos trés clados (CCa-Crato, CCa-Norte, CCa-
Sul),porém a adi¢do de novos individuos trouxe novas informag6es sobre a identificacdo de alguns
exemplares. Em nossa analise foram amostrados trés espécimes de Nova Ponte (MG) e cada
espécime revelou um haplétipo distinto, com divergéncia de 5,35% entre eles. Os haplétipos de
Nova Ponte (MG) se apresentaram como grupo irmdo de haplo6tipos de espécimes tanto do clado
CCa-Norte (Rhipidomys macrurus de Costa, 2007) como do clado CCa-Sul (Rhipidomys sp3 de
Costa, 2007), sugerindo que mais de um taxon esta representado pelos espécimes de Nova Ponte
(MG). Em Costa (2007) foi amostrado na analise molecular apenas um espécime da localidade de
Nova Ponte e este foi associado ao taxon Rhipidomys macrurus, o que levou a autora a propor que
individuos de Nova Ponte (MG) correspondessem a R. macrurus, dado contestado pelos dados
adicionais do presente estudo.

Na linhagem dos brejos da Caatinga de Crato e Buique observamos uma baixa divergéncia
genética (1,01%) e o mesmo cari6tipo com 2n=44 e NFa=50 XbYa, sugerindo que esses individuos
correspondam a um mesmo taxon. Costa (2007) identificou os espécimes de Crato como R. cariri.

Além de inferir as relacfes filogenéticas em Rhipidomys foi possivel testar a eficiéncia do
gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (COI) na identificacdo Rhipidomys. O COI conseguiu
resgatar praticamente as relagfes filogenéticas encontradas com o Citocromo b (Cit b), analisado
por Costa (2007), mostrando que ha marcadores suficientes que permitam a identificacdo das
espécies desse género. Este estudo reforca a conclusdo de estudos anteriores com COIl (Hebert et
al.,2003; Clare et al., 2007; Borisenko et al., 2008 ), encorajando o uso de sequéncias de COI como
uma ferramenta para verificar a organizacdo taxondmica de espécies ou espécimes de pequenos
mamiferos, e realcar casos que necessitam de atencdo sistematica. Também ilustra o potencial
desse gene em revelar a diversidade criptica na uniformidade morfoldgica e pouco estudada de

grupos de roedores.

IV.2. Evolucdo cariotipica x agrupamentos no género Rhipidomys

Os roedores sigmondontineos revelam elevados niveis de diversidade cariotipica, devido a
isso dados cromossdmicos tém sido usados para estabelecer filogenias em diferentes niveis
taxondmicos (Salazar-Bravo et al., 2001; Almeida et al., 2007). No nosso estudo foram amostradas
oito formas cariotipicas, que quando valores de 2n e NFa foram plotados nas arvores filogenéticas,
alguns padrdes emergiram.

Os dados indicam uma tendéncia do aumento no nimero de bragos autossdmicos (Figura
7), com 0s grupos basais com 0 2n=44 e NFa=48 e 50 (clados Atlantico-Sul e Cerrado-Caatinga) e

0s mais derivados com 2n=44 e NFa=50 e 52 (Clado Cerrado Amazonico), seguindo do clado
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formado por espécimes com 2n=44 e NFa=70, 72 e 74 (Clado Atléntico-Norte). Embora o0s
roedores sigmodontineos exibam uma tendéncia geral de reducdo do 2n e NFa (Gardner & Patton,
1976), segundo Aguilera et al. (2000), o grupo-irmdo de Rhipidomys, o0 género Thomasomys
apresenta dois grupos cariotipicos: um mais primitivo encontrado em T. aureus, T. kalinowskii, T.
notatus, T. taczanowskii, e T. laniger com 2n mais baixo e composto praticamente por
cromossomos acrocéntricos (NFa baixo), e outro exemplificado em T. niveipes (Gémez-Laverde et
al., 1997), que é caracterizado pela prevaléncia de cromossomos metacéntricos (NFa alto), e pode
ser considerado como uma condicao derivada em Thomasomys. Outro exemplo de grupo com essa
mesma tendéncia é o roedor africano Mastomys (Volobouev et al., 2002).

Thomazini (2009, Capitulo 1 do presente trabalho) baseada na distribuicdo das formas
cariotipicas e a diversificagdo dos sigmodontineos na América do Sul sugeriu que o cariotipo basal
para 0 género Rhipidomys seria um cari6tipo com 2n=44 e NFa=baixo. Os dados do presente
trabalho corroboram com essa hipdtese, pois esta condi¢do ancestral com NFa baixo foi encontrada
nos clados mais basais da filogenia (Atlantico-Norte e Cerrado-Caatinga), e apontamos o cariotipo
com 2n=44, NFa= 50 XaYa de Ibitirama e Muqui no Espirito Santo e par sexual como mais basal
para o género.

Levando em consideragdo o cariétipo ancestral de Rhipidomys com 2n=44 e NFa=baixo,
Thomazini (2009, Capitulo 1 do presente trabalho) sugeriu que a diversificagdo do género
Rhipidomys pode ter ocorrido por trés linhagens independentes, uma linhagem que ficou restrita ao
norte do Rio Negro, linhagem essa que teve uma tendéncia de aumentar seu nimero dipldide
(amostra ndo analisada no presente estudo). As outras duas linhagens teriam alcancado a Mata
Atléntica distintamente e seguido rumos evolutivos distintos. Essa invasdo multipla da Mata
Atléntica é corroborada pelo fato de existir dois clados distintos na Mata Atlantica e esses ndo se
representam grupos-irmaos, bem divergentes entre si, com caracteristicas cariotipicas distintas: o
clado Atlantico-Sul é formado por espécimes com 2n=44 e NFa=48 e 50, e o clado Atlantico-Norte
com 2n=44 e NFa=70, 72 e 74.

Nossa proposta é de que as duas rotas de invasdo até a Mata Atlantica tenha se iniciado a
partir dos Andes onde ocorreu uma separacdo das linhagens uma seguindo pelas terras baixas
amazonicas seguindo pelo norte, alcangando o nordeste do Brasil e se dispersando para o sudeste
até alcancar a Serra da Mantiqueira. Essa proposta é corroborada pelos nossos dados que mostram
que a linhagem Atlantico-Norte ¢ mais relacionada com os espécimes das proximidades da
Amazénia (clado Cerrado-Amazonico). A outra linhagem, das terras baixas da Amazodnia se
dispersou para o Cerrado pelo centro do Brasil, alcangando a Mata Atlantica. Apesar de ndo termos
amostrados grupos estritamente amazonicos, em Costa (2003) e Costa (2007) é mostrado que 0
clado sul da Mata Atlantica é grupo irmédo de espécimes ao sudoeste da Amazonia, confirmando

essa relagdo proxima dos espécimes no sul da Mata Atlantica com espécimes da Amazénia.
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Nossa filogenia ndo corresponde ao esquema cromossémico proposto por Andrades-
Miranda et al. (2002):trés grupos de espécies baseado em dados cromossémicos. pesar do grupo
Rhipidomys nitela ndo ter sido amostrado, conseguimos fazer consideraces sobre 0s outros grupos
de Rhipidomys. Assim como proposto por Andrades-Miranda et al. (2002) foi diagnosticado que os
espécimes com 2n=44 e NFa alto formam um grupo monofilético, correspondendo neste trabalho
ao clado Atlantico-Norte e a espécie Rhipidomys mastacalis. Nosso trabalho também confirma a
hipo6tese de Thomazini (2009, Capitulo 1 do presente trabalho) que as formas com 2n=44 e NF alto
séo derivadas dentro de Rhipidomys.

Por outro lado, os espécimes com 2n=44 e NFa baixo, representados pelos clados
Atléntico-Sul, Cerrado-Amazonico e Cerrado-Caatinga, se mostraram polifiléticos, pelo menos
duas origens uma linhagem originando o clado Atlantico-Sul, o mais basal do grupo, e outra
linhagem originando os outros clados. Além disso, se mostra parafilético, pois ndo é possivel
agrupar todos os clados com 2n=44 e NFa baixo e seus descendentes sem incluir o clado com
2n=44 e NFa baixo. Portanto nossos dados vao de encontro com a hipdtese de Andrades-Miranda
et al. (2002) em relacdo ao grupo com 2n=44 e NFa baixo, esta divisdo dada por ela seria artificial.

Uma questdo importante para entender e dar importancia ao cariétipos de um grupo é saber
se 0 cari6tipo serve como uma barreira reprodutiva eficiente. No clado Amazénico-Cerrado, grupo
irmdo do clado Atlantico-Norte, seus espécimes cariotipados possuem 2n=44 e o NA baixo
(2n=44/NA=50 XbYa e 2n=44/NA=52 XaYa). Espécimes amostrados de Vila Rica (Mato Grosso)
com cariétipo 2n=44/NA=52 XaYa e de Ribeirdo Cascalheiras (Mato Grosso) com 2n=44/NA=50
XbYa, compartilham o mesmo haplétipo (H8), sugerindo que talvez o cariétipo ndo funcione como
barreira reprodutiva entre esses dois citotipos. Por outro lado, o H8 foi indicado como o haplétipo
ancestral para todo o clado Cerrado-Amaz6nico. Isso corrobora a hip6tese de que esses espécimes
com diferentes citétipos compartilham o mesmo hapl6tipo por descendéncia em comum,
considerando isso como mais um caso de retencdo de hapl6tipo ancestral os espécimes dessas duas
localidades se apresentariam como grupos irmdos. Casos de retencdo de haplétipo ancestral séo
bens comuns na natureza como no caso de primatas (O’hUigin et al., 2002), roedores (Edwards et
al., 1997, Belfiore et al., 2008), gafanhotos (Bulgin et al., 2003) e em fungos (Wardet al., 2002).
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V. Conclusao

Neste trabalho associando a informacéo citogenética, de distribui¢cdo geogréfica e analises

moleculares identificamos oito tdxons, sendo seis taxons ja propostos na literatura, e sugerimos a

existéncia de mais dois td&xons novos para Rhipidomys, quais sejam:

1.

Rhipidomys mastacalis com distribui¢&o do sul do Rio de Janeiro a Pernambuco, associado
a Mata Atlantica. Possui trés formas cariotipicas, 2n=44 e NFa=70, 72 e 74.

Rhipidomys cariri, anteriormente descrito apenas para o Cear, neste trabalho teve sua area
de ocorréncia para Pernambuco. Esta associada a forma cariotipica com 2n=44 e NFa=50
XbYa.

Rhipidomys macrurus distribuido pelas matas de galerias do Mato Grosso ao Ceara. Esta
associado aos caridtipos com 2n=44 ¢ NFa=48 com par sexual do tipo XaYa, 2n=44 e
NFa=50 com par sexual do tipo XbYa e 2n=44 e NFa=50 com par sexual do tipo XaYa.
Rhipidomys spreconhecido por Costa (2007) com ocorréncia na regido do Mato Grosso e
Tocantins, associados as formas com 2n=44 e NFa=50 e 2n=44 e NFa=52.

Rhipidomys sp2 reconhecido por Costa (2007) para o leste de S&o Paulo e sul do Rio de
Janeiro com 2n=44 e NFa=48 XaYa e 2n=44 e NFa=50 XbYc.

Rhipidomys sp3 reconhecido por Costa (2007) distribuido pela regido oeste da Bahia e
noroeste de Minas Gerais, associado aos cariotipos com 2n=44 e NFa=50 com par sexual
do tipo XbYa e 2n=44 e NFa=50 com par sexual do tipo XaYa.

Uma espécie nova para a localidade de Ibiapaba (CE), na regido nordeste do Brasil, sem
cariotipo associado, porém com divergéncia de 5% das demais do género.

Uma espécie nova para a regidao montanhosa sul do Espirito Santo, na regido de Ibitirama e
Muqui, associada ao cariétipo com 2n=44 e NFa=50, XaYa, com 4% de divergéncia das

demais espécies.

Os dados moleculares e citogenéticos trabalhados em conjuntos proporcionam uma Vvisdo

global e polarizada dos acontecimentos cromossémicos, servindo para confirmar e refutar

propostas citogenéticas anteriores.

Foi possivel (1) refutar a proposta de separacdo dos Rhipidomys de acordo com o cariétipo,

pois apesar dos espécimes com NFa alto se mostrarem monofiléticos, os espécimes com NFa baixo

se mostraram polifiléticos e parafiléticos; (2) apoiar a sugestdo do cari6tipo ancestral de

Rhipidomys ser com 2n=44 e NFa baixo; (3) propor que os Rhipidomys se dispersara pela América

do Sul por trés linhagens independentes; (4) propor que apesar dos diferentes citotipos citados nao

formarem clados monofiléticos eles revelam a histéria evolutiva do cariétipo mostrando uma

propensdo do grupo para aumento do 2n e do NFa.
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Do ponto de vista taxondmico e evolutivo, ainda hd muitas questdes a serem respondidas,
principalmente em relacdo a evolugdo cariotipica. Apesar de termos encontrado fatos que nos
sugerem como ocorreu a processo de diversificacdo em Rhipidomys, € necessario adicionar as
outras formas cariotipicas e novas populacdes de toda a América do Sul, principalmente da regido
Andina para testar a hipotese do estoque cariotipico ancestral de Rhipidomys estar estabelecido
nesse local. Se possivel associar os dados citogenéticos e moleculares com estudos morfoldgicos,
tomando como partida as relacbes colocadas em prova nesse trabalho, e as sugestGes de novas

espécies.

77



V1. Referéncias

AGUILERA, M.M.; PEREZ-ZAPATA, A.; OCHOA J.0.G.; SORIANO P. (2000). karyology of
Aepeomys and Thomasomys (Rodentia: Muridae) from the Venezuelan Andes. Journal of
Mammalogy, 81(1):52-58.

ALMEIDA, F.C.; BONVICINO, C.R.; CORDEIRO-ESTRELA, P. (2007). Phylogeny and
temporal diversification of Calomys (Rodentia, Sigmodontinae): implications for the
biogeography of an endemic genus of the open/dry biomes of South America. Molecular
Phylogenetics Evolution, 42 (2):449-66.

AMARAL, AR.; SEQUEIRA, M.; COELHO, M.M. (2007). A first approach to the usefulness

of cytochrome c oxidase | barcodes in the identification of closely related delphinid
cetacean species. Marine and Freshwater Research 58(6): 505-510.

ANDRADES-MIRANDA, J.; OLIVEIRA, L.F.B. de; LIMA-ROSA, C.AV.; SANA, DA,
NUNES, A.P.; MATTEVI, M.S. (2002). Genetics studies in representatives of genus
Rhipidomys (Rodentia, Sigmodontinae) from Brazil. Acta Theriologica, 47 (2): 125-135.

BANDELT, H.J.; FORSTER, P.; ROHL, A. (1999). Median-joining networks for inferring
intraspecific phylogenies. Molecular Biology and Evolution, 16 (1): 37-48.

BATES, J.M., HACKETT, S.J., CRACRAFT, J. (2004). Area-relationships in the Neotropical
lowlands: an hypotheses based on raw distribution of passerine birds. Journal of
Biogeography, 25: 783-93.

BELFIORE, N.M.; LIU, L.; MORITZ, C. (2008). Multilocus phylogenetics of rapid radiation in
the genus Thomamys (Rodentia: Geomyidae). Systematic Biology, 57 (2): 294-310.

BORISENKO, AV.; LIM, B.K,; IVANOVA, N.V.; HANNER, R.H.; PAUL D. N. HEBERT,
P.D.N. O (2008). DNA barcoding in surveys of small mammal communities:a field study
in Suriname.Molecular Ecology Resources, 8: 471-479.

BOSCH, H.A.J.; ODIERNA, G.; APREA, G.; BARUCCA, M.; CANAPA, A.; CAPRIGLIONE,
T.; OLMO, E. (2003). Karyological and genetic variation in middle eastern lacertid
lizards, Lacerta laevis and the Lacerta kulzeri complex: a case of chromosomal allopatric
speciation. Chromosome Research, 11: 165-178.

BRUFFORD, M.W.; HANOTTE, O.; BROOKFIELD, J.F.Y.; BURKE, T. (1992). Single-locus
and multilocus DNA fingerprint. In: Molecular genetic analyses of populations. A pratical
Approach. A.R. Hoelzel (Ed).

BULGIN, N.L.; GIBBS, H.L.; VICKERY, P.; BAKER, A.J. (2003) Ancestral polymorphism in
genetic markers obscure detection of evolutionary distinct polymorphism. Molecular
Ecology, 12: 831-844.

78


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mol%20Phylogenet%20Evol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mol%20Phylogenet%20Evol.');

CATANESI, C.I.; VIDAL-RIOJA, L.; ZAMBELLI, A. (2006).Molecular and phylogenetic
analysis of mitochondrial control region in robertsonian karyomorphs of Graomys
griseoflavus (rodentia, sigmodontinae). Mastozoologia Neotropical, 13(1):21-30,

CLARE, E.L.; LIM, B.K.; ENGSTROM, M.D.; EGER, J.L.; HEBERT, P.D.N. (2006). DNA
barcoding of Neotropical bats: species identification and discovery within Guyana.
Molecular Ecology Notes.

CLEMENT, M.; POSADA, D.; CRANDALL, K. (2000). TCS: a computer program to estimate
gene genealogies. Molecular Ecology, 9(10): 1657-1660.

COSTA, B.M.A. (2007). Sistematica de Rhipidomys (Mammalia: Rodentia) do leste do Brasil.
Dissertacdo de mestrado. Universidade Federal do Espirito Santo. Espirito Santo. Brasil.

COSTA, L.P. (2003). The historical bridge between the Amazon and AtlanticForest of Brazil:
a study of molecular phylogeography with small mammals.Journal of Biogeography, 30:
71-86.

COUTINHO, L. C. (2008). Diversificacdo de populagdes em um gradiente latitudinal da Mata
Atlantica: evidéncias de rios atuando como barreiras geograficas em Oligoryzomys
nigripes (Rodentia, Cricetidae). Monografia de graduagdo. Universidade Federal do Espirito
Santo, Vitoria, ES.

DEREEPER, A.; GUIGNON, V.; BLANC, G.; AUDIC, S.; BUFFET, S.; CHEVENET, F;
DUFAYARD, J.F.; GUINDON, S.; LEFORT, V.; LESCOT, M.; CLAVERIE, J.M,;
GASCUEL, 0. (2008). Phylogeny.fr: robust phylogenetic analysis for the non-specialist
Nucleic Acids Research. Jul 1; 36 (Web Server Issue):W4659. Epub 2008 Apr 19.

DITCHFIELD, A.D. (2000) The comparative phylogeography of Neotropical mammals:
patterns of intraspecific mitochondrial DNA variation among bats contrasted to
nonvolant small mammals.Molecular Ecology, 9: 1307-1318.

EDWARDS, S.V.; CHESNUT, K.; SATTA, Y.; WAKELAND, E.K. (1997). Ancestral
polymorphism of Mhc class 11 genes in mice: implications for balancing selection and the
mammalian molecular clock. Genetics, 146(2):655-68.

EMMONS, L.H.; FEER, F. (1997). Neotropical Rainfores Mammals. A field guide. 2ed. The
University of Chicago Press, Chicago, 307p.

FLORES-VILELA, O.; KIJER, K.M.; BENABIB, M.; SITES, J.M. (2000) Multiple data sets,
congruence, and hypothesis testing for the phylogeny of basal groups of lizard genus
Sceloporus (Squamata, Phrynosomatidae). Systematics Biology, 49 (4): 713-739.

GARDNER, A.L.; PATTON, J.L. (1976). Karyotypic variation in oryzomyine rodents
(Cricetidae) with comments on chromosomal evolution in the Neotropical cricetine

complex. Occasional Papers of the Museum of Zoology, LouisianaStateUniversity, 49:1-48.

79


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=

GEISE, L. (1995). Os roedores Sigmodontinae (Rodentia, Muridae) do estado do Rio de
Janeiro. Sistematica, citogenética, distribuicdo e variacdo geografica. Tese de Doutorado.
Rio de Janeiro. Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil.

GOMES, J. A. S. (2008). Sistematica molecular de Thaptomys nigrita. Dissertacdo de Mestrado,
Universidade Federal do Espirito Santo, Vitéria, ES.

GOMEZ-LAVERDE, M.; MONTENEGRO-DIAZ, O.; LOPEZ-AREVALO, H.; CADENA, A ;
BUENO, M. L. (1997). Karyology, morphology, and ecology of Thomasomys laniger and
T. niveipes (Rodentia) in Colombia. Journal of Mammalogy, 78:1282-1289.

GRAZZIOTIN, F.G.; MONZEL, M.; ECHEVERRIGARAY, S.; BONATTO, S.L. (2006).
Phylogeography of the Bothrops jararaca complex (Serpentes: Viperidae): past
fragmentation and island colonization in the BrazilianAtlanticForest. Molecular Ecology.
15 (13): 3969-3982.

GUINDON, S.; GASCUEL, O. (2003). A simple, fast, and accurate algorithm to estimate large
phylogenies by maximum likelihood. Systematic Biology, 52(5):696-704.

HAJBABAEI, M.; JANZEN, D.H.; BURNS, J.M.; HALLWACHS, W.; HEBERT, P.D.N. (2006).
DNA barcodes distinguish species of tropical Lepidoptera. Proceedings of the National
Academy of Sciences,USA, 103: 968-971.

HEBERT, P.D.N.; CYWINSKA, A., BALL, S.L., DEWAARD, JR., (2003). Biological
identifications through DNA barcodes. Proceedings of the Royal Society of London, 270:
313-321.

HOGG, I.D.; HEBERT, P.D.N. (2004) Biological identification of springtails (Hexapoda:
Collembola) from the Canadian Arctic, using mitochondrial DNA barcodes.Canadian
Journal of Zoology, 82: 749-754.

KING, M. (1994). Unbuckling the cladistic straight jacket: na exercise in elementary
cytogenetics and a reply to Kluge (1994). Herpetologica, 50: 222-237.

KLUGE, A.G. (1994). Principles of phylogentic systematic and the informativeness of the
karyotpe in documenting gekkotan lizard relationships. Herpetologica, 50: 210-221.

LEITE, Y.L.R.; CHRISTOFF, A.U.; FAGUNDES, V. (2008). A new species of AtlanticForest
tree rat, genus Phyllomys (Rodentia, Echimyidae) from southern Brazil. Journal of
mammalogy, 89(4): 845-851.

LEWIS-ORITT, N.; VAN, D.E.N.B.; BUSSCHE, R.A.; BAKER, R.J. (2001). Molecular evidence
for evolution of piscivory in Noctilio (Chiroptera: Noctilionidae). Journal of Mammalogy,
82: 748-759.

LIMA-ROSA, C.AV.; HUTZ, M.H.; OLIVEIRA, L.F.B.; ANDRADES-MIRANDA, J;
MATTEVI, M.S. (2000). Heterologous Amplification of Microsatellite Loci from Mouse
and Rat in Oryzomyine and Thomasomyine South American Rodents. Biochemical
Genetics, 38 (3-4): 97-108.

80



LYNCH, J.D. (1979). The amphibians of the lowland tropical for forestests. In W. E. Duellman
(ed.). The South American herpetofauna: its origin, evolution, and dispersal.
MonographsMuseum Natural History. University of Kansas, 189-215.

NOGUEIRA, CD.A.; FAGUNDES, V. (2008). Akodon cursor Winge, 1887 (Rodentia:
Sigmodontinae): one or two species? New evidences based on molecular data. Zootaxa,
1768: 41-51.

O’HUIGIN, C.; SATTA, Y.; NAOYUKI, T.; KLEIN, J. (2002). Contribution of homoplasy and
the ancestral polymorphism to the evolution of genes in anthropoid primates. Molecular
Biology and Evolution, 19: 1501-1513.

PELLEGRINO, K.C., RODRIGUES, M.M.T., WAITE, A.N. MORANDO, M., YASSUDA,
Y.Y., SITES, JW. (2005). Phylogeography and species limits in the Gymnodactylus
darwinii complex (Gekkonidae, Squamata): genetic structure coincides with river
systems in the BrazilianAtlanticForest. Biological Journal of the Linnean Society 85 (1):
13-26.

PINTO-DA-ROCHA, R., DA-SILVA, M. B., E BRAGAGNOLO, C.(2005). Faunistic similarity
and historic biogeography of the harvestmen of southern and southeastern Atlantic Rain
Forest of Brazil. Journal of Arachnology, v33 (2): 290-299.

POSADA, D.; CRANDALL, K. (1998). MODELTEST: testing the model of DNA substitution.
Bioinformatics, 14: 817-818.

ROHL, A. (2000). Network: Phylogenetic Network Analysis, v3.1.1.1 Fluxus Technology, Ltd:
Germany.

RONQUIST, F.; HUELSENBECK, J.P.(2003). MrBayes 3: Bayesian phylogenetic inference
under mixed models. Bioinformatics , 19 (12): 1572-1574.

ROZAS, J.; SANCHEZ-DELBARRIO, J.C.; MESSEGYER, X.; ROZAS, R. (2003). DnaSP,
DNA polymorphism analyses by the coalescent and other methods. Bioinformatics,
19:2496-2497.

SALAZAR-BRAVO, J.; DRAGOO, JW.; TINNIN, D.S.; YATES, T.L. (2001). Phylogeny and
Evolution of the Neotropical Rodent Genus Calomys: Inferences from Mitochondrial
DNA Sequence Data. Molecular Phylogenetics and Evolution, 20 (2): 173-184.

SILVA, M.J.J.; YONENAGA-YASSUDA, Y. (1999). Autosomal and sex chromosomal
polymorphisms with multiple rearrangements and a new karyotype in the genus
Rhipidomys (Sigmodontinae, Rodentia). Hereditas, 131: 211-220.

SITES, JW.; MORITZ, C. (1987). Chromosomal evolution and speciation revisited.
Systematics Zoology, 36: 153-174.

SITES, J.W.; REED, K.M. (1994). Chromosomal evolution, speciation, and systametics: some
relevant issues. Herpetologica, 50: 237-249.

81


http://www.sciencedirect.com/science/journal/10557903
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%236963%232001%23999799997%23286913%23FLP%23&_cdi=6963&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=b4c19afae720230dcd69ae16345919d4

SOUSA, M.A.N.S. (2005). Pequenos mamiferos (Didelphimorphia, Didelphidae e Rodentia,
Sigmodontinae) de algumas &reas da Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Brejo de
Altitude do Brasil: consideracfes citogenéticas e geograficas. Tese de mestrado. Instituto
de Biociéncias da Universidade de Séo Paulo.

SPRADLING, T.A.; BRUNT, S.V.; HAFNER, M.S.; DICKERSON, C.. (2004). DNA data
support a rapid radiation of pocket gopher genera (Rodentia: Geomyidae). Journal of
Mammalian Evolution, 11(2): 105-125.

SWOFFORD, D. (2002). PAUP*: Phylogenetic Analysis Using Parsimony (* and others
methods).Version 4. Sinauer Associates, Sunderland, MA.

TAMURA, K.; DUDLEY, J.; NEI, M.; KUMAR, S. (2007). MEGA 4: Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA) software version 4.0. Molecular Biology and Evolution, 24:
1596-1599.

TRIBE, C.J. (1996). The Neotropical rodent genus Rhipidomys (Cricetidae, Sigmodontinae) —
a taxonomic revision, Dissertacdo de PhD. University College London, Londres.

TRIBE, C.J. (2005). A new species of Rhipidomys (Rodentia, Muroidea) from north-
easternBrazil. Arquivos do Museu Nacional, 63(1): 131-146.

VANZOLINI, P.E. (1988). Distributional patterns of South American lizards. In Proceedings of
a Workshop on Neotropical Distribution Patterns (P.E. Vanzolini & W.R. Heyer, eds.).
Academia Brasileira de Ciéncias, Rio de Janeiro, 317-342.

VOLOBOUEV, V.T.; ANISKIN, V.M.; LECOMPTE, E.; DUCROZ, J.F. (2002). Patterns of
karyotype evolution in complexes of sibling species within three genera of African murid
rodents inferred from the comparison of cytogenetic and molecular data. Cytogenetics
Genome Research, 96: 261-275.

WARD, T.J.; BIELAWSKI, J.P.; KISTLER, H.C.; SULLIVAN, E.; O'DONNELL, K. (2002).
Ancestral polymorphism and adaptive evolution in trichothecene mycotoxin gene cluster
of phytopathogenic Fusarium. Proceedings of the National Academy of Sciences, 99 (14):
9278-9283

WILSON, D.E.; REEDER, D.M. (2005) Mammal Species of the World: a Taxonomic and
Geographic Reference, 3rd edn. JohnsHopkinsUniversity Press, Baltimore, Maryland.

XIA, X.; XIE, Z. (2001) DAMBE: Data analysis in molecular biology and evolution. Journal of
Heredity, 92:371-373.

XIA, X.; XIE, Z.; SALEMI, M.; CHEN, L.; WANG. (2003).An index of substitution saturation

and its application. Molecular Phylogenetics Evolution, 26:1-7.

82


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
http://www.pnas.org/

ANEXO

Figuras, tabelas e lista de localidades
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Figura 1 — A) Localidades da amostra de Rhipidomys do presente estudo. As cores dos simbolos correspondem as cores dos ramos na arvore

filogenética. B) Arvore simplificada de Méaxima Verossimilhanca (MV) do gene mitocondrial COI de Rhipidomys. Valores de bootstrap (BT) acima de

50% estdo representados acima dos ramos (em porcentagem) e a divergéncia genética entre 0s grupos estdo abaixo dos ramos (em porcentagem). Os dados

cariotipicos e a discriminacao dos hapl6tipos se encontram na Tabela 1.
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Figura 2 — Rede de hapl6tipos gerada pelo programa NETWORK 4.1 (Rohl, 2000), representando as relagdes filogenéticas entre os hapl6tipos do gene
mitocondrial COIl. Os circulos representam os hapl6tipos amostrados e seus tamanhos sao proporcionais a freqiiéncia de cada haplétipo. As cores dos circulos

correspondem ao clados designados na arvore de MV da Figura 1B. Os nimeros em cinza correspondem ao nimero de mutac@es entre os haplétipos, auséncia
de nimeros corresponde a apenas uma mutacdo. Os haplétipos estdo designados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Localidades, cari6tipos e hapl6tipos dos espécimes.

Estado Localidade Espécime C(:Zar:}'ﬁtllg;) Haplétipos
Andarai LPC204 44/50 H19
CIT1733 44/70 H17
1lhéus CIT1729 44/70 H16
LGP176 4474 H18
Nova Vigosa HGB35 4474 H30
BA CIT850 44/72 H21
CIT805, CIT 802, CIT 918, VF 131 44/72 H16
CIT877 44/72 H22
Una CIT803 44/72 H20
VF126 44/72 H24
RM94 44/72 H23
RM96 44/72 H18
Crato LPC267 44/50 H2
CE LPC274 44/50 H3
Ibiapaba FO117 NA H1
Aguia Branca YL435 44[74 H31
YL433 44/74 H32
ES Alto Misterioso DMR25 4474 H36
Cariacica LPC1053, LPC 1054, LGA 329 44[74 H36
Ibitirama LGA1202 44/50 H38
Mugqui LGA1818 44/50 H39
GO Minagu PCH1-07, PCH1-08 NA H29
Coronel Murta LC191 44/50 H28
LPC308 44/50 H33
MG Nova Ponte LPC312 44/50 H34
LPC373 44/50 H35
Formoso LGA463 44/48 H25
Serra da Canastra CIT1050 NA H37
MS Dourados LPC670 44/bx H40
Barra Das Garcas LPC483 44/bx H26
LPC485 44/bx H27
LPC733 44/50 Hi14
MT Ribeirdo Cascalheiras LPC757 44/50 H8
LPC771 44/50 H15
Vila Rica APC296, APC 306 44/52 H8
APC300 44/52 H9
Buique LEM22 44/50 H4
PE MAS43 NA H5
Caruaru MAS46 NA H6
MASG66 NA H7
Cachoeiras De Macau FS148 44/48 H41
Angra dos Reis LG149, IG3 44/48 H47
RJ . 1G20, 1IG27 NA H47
Casimiro De Abreu FU19 4474 H42
Mangaratiba LGP62 NA H45
Paraty LGP77 44/48 H46
Bananal EEB512 NA H43
Capao Bonito AB117 44/48 H54
AB139 44/48 H55
B28 44/50 H50
B44 NA H50
SP Cotia B364 44/50 H51
B367 44/50 H52
B796 NA H53
PSP9 NA H49
Ubatuba PSP40 NA H48
Ribeirdo Grande RG1141 NA H44
Parand MRT3903 NA H13
TO Ponte Alta do Tocantins LGA923 44/50 H11
Peixe LPC691 NA H12
Palmas NSTO-02 NA H10

Legenda: NA=n&o analisado citogeneticamente.



Tabela 2- Probabilidade de substituicdo nucleotidica

A T C G
A - 2.45 2.18 8.36
T 2.33 - 28.31 13
C 2.33 31.82 - 13
G 14.97 2.45 2.18 -

Cada entrada mostra a probabilidade de substituicho de uma base
(linha) pela outra (coluna). Apenas as entradas na mesma linha devem
ser comparadas. Taxas de transicdo sdo mostradas em negrito e as
transvers@es sdo mostradas em italico.
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Tabela 3- Valores de divergéncia genética dentro dos grupos/linhagens e entre os grupos/linhagens

Atlantico-Sul Cerrado-Amazonico Cerrado-Caatinga Atlantico-Norte
Espirito Santo Rio de Janeiro Sao Paulo Ibiapaba | Tocantins Mato Grosso Crato Norte Sul Caruaru Sul Norte
‘ Espirito Santo 0.0060
'«% g Rio de Janeiro 0.0503 0.0035
B Séo Paulo 0.0506 0.0169 0.0060
N Ibiapaba 0.1057 0.1123 0.1100 n/c
?E E Tocantins 0.0955 0.1014 0.0987 0.0388 0.0030
S E Mato Grosso 0.1030 0.1011 0.0985 0.0410 0.0254 0.0071
s Crato 0.1000 0.1056 0.1031 0.1013 0.0933 0.0957 0.0101
-"E -5 Norte 0.0997 0.1004 0.0984 0.0961 0.0878 0.0860 0.0385 | 0.0214
S S Sul 0.0970 0.1031 0.0960 0.0953 0.0857 0.0876 0.0696 0.0638 0.0212
) Caruaru 0.1052 0.1085 0.1085 0.0440 0.0360 0.0340 0.0943 | 0.0869 0.0844 0.0067
'«% % Sul 0.1026 0.1092 0.1077 0.0404 0.0411 0.0373 0.0943 0.0870 0.0862 0.0212 0.0021
B - Norte 0.1069 0.1107 0.1093 0.0427 0.0363 0.0356 0.0938 | 0.0859 0.0835 0.0214 0.0151 | 0.0033

Valores de disténcia genética dentro do grupo estéo representados em negrito, distancia genética entre os grupos séo os outros valores.
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Lista de localidades: PAIS: Estado: nimero da localidade. Municipio, localidades,
localidade mais especifica quando houver (referéncia) [cddigos dos espécimes analisados no

presente estudo]

BRASIL:Ceara: 1. Ibiapaba [FO117]; 2. Crato, Chapada do Araripe [LPC267; LPC274].
Pernambuco: 3. Buique, PARNA Catimbau [LEMZ22]; 4. Caruaru [MAS43; MAS46, MAS66].
Mato Grosso: 5. Vila Rica [APC296; APC300; APC306]; 10. Ribeirdo Cascalheiras, Fazenda
Noruimba [LPC733; LPC757; LPC771]; 17. Barra das Garcas, Fazenda S&o Luis [LPC483;
LPC485]. Tocantins: 6. Palmas [NSTO-02]; 7. Ponte Alta do Tocantins, EE Serra Geral do
Tocantins [LGA923]; 8. Peixe, Rio Santa Teresa [LPC691]; 9. Parand [MRT3903]. Goias: 11.
Minacu [PCH1-07; PCH1-08]. Bahia: 12. llhéus [LGP176]; 13. IIhéus, Centro Experimental
Almada [CIT1729; CIT1733]; 14. Andarai, Fazenda Santa Rita [LPC204]; 15. Una [CIT802;
CIT803; CIT805; CIT850; CIT877; CIT918, VF126; VF131]; 19. Nova Vicosa [HGB35]; 25.
Serra da Canastra [CIT1050]. Minas Gerais: 16. Formoso, PN Grande Sertdo Veredas
[LHA463]; 18. Coronel Murta, Ponte do Colatino [LC191]; 21. Nova Ponte, Mata do Vasco
[LPC308; LPC312; LPC373]. Espirito Santo: 20. Aguia Branca [YL433; YL435]; 22. Santa
Teresa, Jacutinga, Regido do Alto Misterioso [DMR25]; 23. Cariacica, ReBio Duas Bocas
[LGA329; LPC1053; LPC1054] ;24. Ibitirama, PARNA Caparaé [LPC1202]; 26. Muqui,
Fazenda Recanto [LGA1818]. Rio de Janeiro: 27. Cabo Frio, Casimiro de Abreu [FU19]; 29.
Cachoeiras de Macau [FS148]; 32. Mangaratiba [LGA62]; 33. Paraty [LGP77]; 34. Angra Dos
Reis [IG3; 1G20; 1G27; LG149]. Mato Grosso do Sul: 28. Dourados, Fazenda Maringa
[LPC670]. Séo Paulo: 30. Bananal [EEB512]; 31. Ribeirdo Grande [RG1141]; 35. Ubatuba
[PSP9; PSP40]; 36. Cotia, Reserva do Morro Grande [B28; B44; B364; B367; B796]; 37. Capéo
Bonito [AB117; AB139].
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CONCLUSAO

Neste estudo encontramos duas novas descricdes de cari6tipos, um cariétipo com NFa alto
inédito (2n=44 e NFa=72) e outro com uma combinagdo inédita de cromossomos X e Y (2n=44,
NFa=50, XbYc). Adicionando nossos dados aos da literatura observou-se 22 cariétipos descritos
para o género Rhipidomys. Desses 22 cariotipos, 14 foram associados a 12 dos 21 taxons
reconhecidos em Rhipidomys, e oito cari6tipos ndo estdo associados a nenhum téxon
reconhecido. Além disso, identificamos seis espécies de Rhipidomys reconhecidas e sugerimos a
presenca de mais dois novos tdxons para o leste do Brasil. Encontramos indicios que a barreira
vicariante na Mata Atlantica é marcada pelo rio Jequitinhonha e ndo pelo rio Doce, como
sugerido em muitos trabalhos. Revelamos que o grupo com NFa alto € monofilético, enquanto o
grupo com NFa baixo é polifilético e parafilético, fato esse que vai de encontro com a hip6tese
dos agrupamentos cariotipicos. Descobrimos que ha uma tendéncia do aumento no nimero de
bragos autossdmicos no género, encontrando-se as formas cariotipicas mais derivadas a mais
distantes do provavel ponte de origem do género na América do Sul. Ainda, foi proposto que a
origem da radiacdo de Rhipidomys ocorreu nos Andes e as populagdes dessa regido carregaria as
condicBes primitivas do grupo, como o 2n=44 e o NFa baixo. A partir desse cari6tipo ancestral
propomos um modelo de evolucdo cariotipica levando em consideragdo na distribuicdo das

formas cromossdmicas em cada regido.
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