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RESUMO

A subfamilia Sigmodontinae (Cricetidae) abrange cerca de 74 géneros e 377
espécies de roedores, sendo uma delas Rhagomys rufescens que é endémica da
Floresta Atlantica e tem distribuicdo no Sul e Sudeste do Brasil. Este trabalho
apresenta os primeiros dados citogenéticos da espécie em coloragdo com Giemsa,
CMA3/DAPI e padrées de bandeamentos cromossdémicos (G, C e Ag-RON).
Também foram estabelecidas as relagdes filogenéticas de Rhagomys rufescens com
espécies da tribo Thomasomyini: Rhipidomys mastacalis (2n = 44), Juliomys pictipes
(2n = 36) e Oryzomyini: Oecomys sp. (2n = 60), Oligoryzomys flavescens (2n = 64),
através da comparacao dos cromossomos em bandeamento G. Os nove exemplares
de Rhagomys rufescens analisados apresentaram 2n = 36 e FNa = 50, com seis
pares de cromossomos metacéntricos, dois pares submetacéntricos e oito pares
acrocéntricos. O cromossomo X e 0 Y sdo acrocéntricos. A analise em bandeamento
C mostra que maioria dos cromossomos autossomos apresenta heterocromatina
constitutiva na regidao pericentromérica, o cromossomo X, além da marcacao na
regidao pericentromérica, também tem um bloco de HC intersticial proximal, o
cromossomo Y apresenta marcacdo na regidao pericentromérica. As RON’s sao
observdas na regiao centromérica nos cromossomos autossomos dos pares 4 (SM
médio), 6 (M médio) e 8 (M pequeno); e na regiao telomérica no brago curto dos
pares 10, 12 e 17 (A). Os fluorocromos CMA3/DAPI marcaram regiées ricas em
bases GC, varios cromossomos autossomos mostram sinais fortes, principalmente
as regides pericentroméricas dos pares 4 (SM), 6 (M) e todo o 8 (M). Na analise
filogenética, a arvore mais parsimoniosa revelou um agrupamento de Rhagomys
rufescens com Rhipidomys mastacalis (bootstrap = 100%). Juliomys pictipes esta
relacionado com o grupo Rhagomys — Rhipidomys, com baixo bootstrap. O ramo
Oecomys sp. e Oligoryzomys flavescens apresentou dez simplesiomorfias, enquanto
o grupo formado por Rhagomys rufescens e Rhipidomys mastacalis teve cinco
sinapomorfias. Foram encontradas dez, seis e trés apomorfias em Rhagomys
rufescens, Rhipidomys mastacalis e Juliomys pictipes, respectivamente. A analise
filogenética usando parciménia revelou uma forte consisténcia do agrupamento entre
Rhagomys rufescens e Rhipidomys mastacalis, espécie considerada do grupo dos
Thomasomyini “Andinos”, composta por Thomasomys, Aepeomys, Chilomys e
Rhipidomys. A espécie Juliomys pictipes apresentou fraca relacdo com Rhagomys -
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Rhipidomys, sendo considerada Thomasomyini endémica de Floresta Atlantica,

assim como Delomys, Phaenomys, Wilfredomys.

Palavras-chave: Rhagomys rufescens. Cariétipo. Banda G. Banda C. Banda RON.

CMA3/DAPI. Homeologia cromossémica. Filogenia. Thomasomyini.



ABSTRACT

The subfamily Sigmodontinae (Cricetidae) covers about 74 genera and 377 species
of rodents, one of which Rhagomys rufescens that is endemic to the Atlantic Forest
and has distribution in southern and southeastern Brazil. This paper presents the first
cytogenetic datas of the species in staining with Giemsa, CMAS3/DAPI and
chromosomal banding patterns (G, C and Ag-RON). They also established the
phylogenetic relationships of Rhagomys rufescens with species of the tribe
Thomasomyini: Rhipidomys mastacalis (2n = 44), Juliomys pictipes (2n = 36) and
Oryzomyini: Oecomys sp. (2n = 60), Oligoryzomys flavescens (2n = 64), by
comparison of banding chromosomes in G. The nine copies of Rhagomys rufescens
analyzed presented 2n = 36 and FNa = 50, with six pairs of metacentric
chromosomes, two submetacentric pairs and eight acrocentric pairs. The X and the Y
chromosomes are acrocentric. The analysis in C banding shows that the majority of
autosomal chromosomes presents constitutive heterochromatin  in  the
pericentromeric region, the X chromosome, in addition to marking the pericentromeric
region, also has a block of interstitial proximal HC, the Y chromosome shows marking
the pericentromeric region. The RON's are observed in the centromeric region of
autosomal chromosomes of pairs 4 (8M medium), 6 (M medium) and 8 (M small) and
the telomeric region on the short arm of pairs 10, 12 and 17 (A). The fluorochromes
CMA3/DAPI marked rich regions in GC bases, several autosomal chromosomes
show strong signals, especially the pericentromeric regions of pairs 4 (8M), 6 (M) and
the whole 8 (M). The staidest tree showed a group of Rhagomys rufescens with
Rhipidomys mastacalis (bootstrap = 100%). Juliomys pictipes is related to the
Rhagomys - Rhipidomys group, with low bootstrap. The Oecomys sp. and
Oligoryzomys flavescens branch presented ten symplesiomorphy, while the group of
Rhagomys rufescens and Rhipidomys mastacalis had five synapomorphies. Were
founded ten, six and three apomorphies in Rhagomys rufescens, Rhipidomys
mastacalis and Juliomys pictipes, respectively. The Phylogenetic analysis using
parsimony showed a strong group consistency between Rhagomys rufescens and
Rhipidomys mastacalis, this one is considered Thomasomyini's group "Andean",
composed by Thomasomys, Aepeomys, Chilomys and Rhipidomys. The Juliomys

pictipes species showed weak relationship with Rhagomys - Rhipidomys is
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considered Thomasomyini endemic Atlantic Forest as well as Delomys, Phaenomys,
Wilfredomys.

Key words: Rhagomys rufescens, karyotype, G-bands, C-bands, NOR-bands,
CMA3/DAPI, chromosome homeology, phylogeny, Thomasomyini.
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1. INTRODUCAO

Os roedores compreendem um grupo de mamiferos que tém papel
importante nos processos de sucessao ecoldgica (LANGE e MARGARIDO, 1993).
Diferentes abordagens tém sido realizadas para que se possam determinar seus
habitos, distribuicdo geografica e caracteristicas particulares, em especial os
genéticos, seja a nivel de marcadores moleculares ou citogenéticos. Entretanto, é
preciso uma maior amostragem taxondémica e geograficamente balanceada, assim
como um maior numero de géneros amostrados para que favoreca os trabalhos de
revisdo taxonbmica (VIVO et al, 1999). Através destes trabalhos as relacbes
filogenéticas entre as espécies podem ser sugeridas, onde 0s géneros que
apresentam maior similaridade sdo tentativamente agrupados.

A ordem Rodentia apresenta algumas espécies que estdo em pleno
processo inicial de diferenciacdo, sendo que ainda nao apresentam caracteres
morfolégicos que sirvam para diagnostica-las. Ocorrem também, por outro lado,
casos de espécies com distribuicdes préximas que apresentam zonas de hibridacao,
exemplificadas pelas espécies cripticas. Portanto, o estudo dos cromossomos € uma
ferramenta extremamente Util na identificacdo dessas espécies (JACKSON, 1970).
Neste sentido, a identificacdo de caribtipos diferentes entre duas espécies,
aparentadas ou cripticas, desencadeia, frequentemente, trabalhos que focam outros
caracteres morfolégicos, mais especificos, viabilizando, com isso, a descricao de
novas especies (ZIMA, 2000). A citogenética é considerada, também, de
fundamental importancia nos estudos de sistematica e taxonomia (JACKSON, 1970),
pois fornecem subsidios para inferéncias sobre as relacdes filogenéticas entre as
espécies (PATTON e SHERWOOD, 1983).

Os métodos de anadlise filogenética tém sido utilizados no contexto da
sistematica dos organismos (SCHNEIDER, 2003), possibilitando a correlagdo entre
diferentes espécies. Os achados citogenéticos, como por exemplo, 0s provenientes
dos rearranjos cromossdmicos associados, entre outros, ao bandeamento G, podem
servir como parametros para essas analises (BAKER et al., 1983; KOOP et al., 1984;
SBALQUEIRO, 1989; BOROWIK, 1995; OLIVEIRA, 1996; HASS, 1997; GEISE et al.
1998; VOLOBOUEYV e ANISKIN, 2000).
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A posicao taxonO6mica das espécies do género Rhagomys € um tanto
polémica, pois, esse género pode ser identificado em diferentes tribos, ou sequer ser
sugerido uma posicao para o grupo, sendo, neste caso, considerado Sigmodontinae
incertae sedis (REIG, 1980, 1984, 1986; EMMONS e FEER, 1997; MCKENNA e
BELL, 1997, SMITH e PATTON, 1999; MUSSER e CARLETON, 2005) e
plesiomorphic Neotropical muroid (VOSS, 1993; STEPPAN, 1995). A comparacao de
dados citogenéticos de Rhagomys rufescens com os de espécies de géneros
considerados préximos, conforme estudos com caracteres morfolégicos (PACHECO,
2003), marcadores moleculares com DNA mitocondrial (citocromo b)
(PERCEQUILLO et al., 2004) e DNA nuclear (gene IRBP) (D’ELIA et al., 2006), pode
ajudar a elucidar tanto os problemas relacionados com a posicao taxonémica como
0s mecanismos envolvidos na evolucao cariotipica deste grupo.

Saliente-se a inexisténcia, na literatura, de dados citogenéticos sobre as
duas espécies de Rhagomys, uma de ocorréncia na regiao Sul e Sudeste do Brasil
(R. rufescens) e a outra no Peru e Bolivia (R. longilingua).
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2. REVISAO BILIOGRAFICA

2.1 ORDEM RODENTIA

Os roedores representam uma das ordens com maior nimero de espécies,
apresentando cerca de 1800 a 2300 espécies vivas, chegando a 11% dos
mamiferos do Mundo (ANDERSON, 1967; HARTENBERGER, 1985; POUGH et al.,
1999). Esse grupo compreende aproximadamente 43% das espécies de mamiferos
que habitam o Continente Sul-Americano e estima-se cerca de 450 espécies
viventes (REIG, 1984).

A regido dos trépicos concentra consideravel numero de espécies de
roedores (EISENBERG e REDFORD, 1999). No entanto, a diversidade da fauna
dessas regides vem sendo alterada pelo crescente e desordenado desenvolvimento
econbmico, tendo como resultado a fragmentacdo dos ecossistemas (WILSON,
1974). Para PINE (1981) a fauna de mamiferos da América do Sul é a mais rica e
menos conhecida do mundo, sendo os roedores de pequeno porte um dos grupos
mais estudados, mas mesmo assim, ainda existem lacunas de conhecimento sobre
a distribuicao de varias espécies. VOSS e EMMONS (1996) chamam a atencao pelo
fato de que as florestas Umidas neotropicais tém sua diversidade subestimada
devido ao baixo numero de inventarios, deixando incompletas as listas locais de
espécies. Segundo FONSECA e KIERULFF (1989) existem cerca de 129 espécies
de mamiferos com distribuicdo na Floresta Atlantica, sendo que 40% destas
espécies sdao endémicas, dentre elas varias de roedores.

Na ordem Rodentia as espécies de tamanho pequeno tém papel importante
no ecossistema, sendo destacadas suas multiplas fungdes: como dispersoras,
predadoras e polinizadoras de espécies vegetais. Além disso, sdo consideradas
excelentes indicadoras do grau de degradacdao de ambientes (LANGE e
MARGARIDO, 1993). Apresentam grande variedade de habitos alimentares, sendo
herbivoras, insetivoras, piscivoras ou carnivoras (LANDRY-JUNIOR, 1970), isto faz
com que tenham grande adaptacdao ecolégica, podendo assim ser: terrestres,

arboricolas, fossoriais, saltatérias ou semi-aquaticas. Algumas vivem durante toda
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sua vida no dossel de florestas tropicais, enquanto outras raramente emergem de
seus tuneis subterraneos (CARLETON, 1984).

A fauna de mamiferos viventes na América do Sul foi constituida ao longo de
um processo evolutivo no qual participaram linhagens autdctones de histéria antiga
no continente, representado, atualmente, somente pelos marsupiais e os edentados,
mas que tiveram uma ampla diversidade no passado geoldgico, com linhagens
imigrantes que povoaram o continente em tempos diferentes e que tiveram origens
diferentes (REIG, 1981). Segundo este autor, os roedores pertencem a esse grupo,
ou seja, tiveram varias origens distintas, cujos antecessores nao fizeram parte da
fauna sul-americana durante o Paleoceno e Eoceno. No entanto, para ANDERSON
(1967) e VAUGHAN (1978) os roedores estariam representados na América do Sul
desde o Paleoceno até o recente e se encontram, presentemente, em plena
radiacao adaptativa.

As espécies de roedores com distribuicdo na América do Sul podem ser
agrupadas em trés infraordens: Sciuromorpha, Caviomropha e Myomorpha.
Levando-se em consideragdo toda a fauna vivente de mamiferos no continente:
Sciuromorpha compreende 2,2%; enquanto Caviomorpha representa 19,1%; e
Myomorpha 21,9%, sendo este ultimo o mais abundante, com o maior numero de
espécies (REIG, 1981).

Os Myomorpha sdo caracterizados por possuirem canal infra-orbital em
forma de fenda, sendo comumente chamados de ratos e camundongos. A proposta
de SIMPSON (1945) apresenta duas familias: Muridae e Cricetidae, incluidas na
superfamilia Muroidea por REIG (1980). A familia Cricetidae tem representantes
viventes e extintos na Eurésia, Africa, Américas do Norte, Central e do Sul e nas
Antilhas (REIG, 1984).

De acordo com HERSHKOVITZ (1972) os cricetideos sul-americanos e 0s
norte-americanos sao classificados na familia Muridae, subfamilia Cricetidae nas
tribos Sigmodontini (do Sul) e Peromyscini (do Norte). No entanto, REIG (1980)
coloca os roedores cricetideos da familia Cricetidae, nas subfamilias Sigmodontinae
(sul-americanos) e Neotominae (norte-americanos).

No presente trabalho foi utilizado a classificacao proposta por REIG (1980),
ou seja, identificando os roedores cricetideos sul-americanos como sigmodontineos.

A subfamilia Sigmodontinae apresenta, segundo REIG (1984) 51 géneros e

249 espeécies distribuidas em sete tribos: Oryzomyini, Ichthyomyini, Akodontini,
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Scapteromyini, Wiedomyini, Phyllotini, Sigmodontini; e mais um grupo de espécies
Sigmodontinae incertae sedis. De acordo ainda com esse autor, a tribo Oryzomyini
corresponde a 44,2% das espécies, sendo a mais abundante com 13 géneros;
enquanto Akodontini (24,9%) tem 10 géneros; e Phyllotini (18,1%) com 14 géneros.

2.2 DISTRIBUICAO E SISTEMATICA DO GENERO Rhagomys

O ogénero Rhagomys pertence a familia Cricetidae e subfamilia
Sigmodontinae (REIG, 1977, 1981) porém, apresenta posicao taxonémica bastante
polémica, tanto que THOMAS (1917) o identificou de uma maneira dubia,
relacionando-o com Oryzomyini (Oryzomys e QOecomys), e Thomasomyini
(Thomasomys e Delomys) (PERCEQUILLO et al., 2004).

Para REIG (1977), o género Rhagomys esta entre os sigmodontinos sul-
americanos que incluem formas primitivas, derivadas diretamente dos
representantes extintos do Oligoceno e pertencentes a subfamilia Cricetodontinae.

Portanto, o género Rhagomys é considerado Sigmodontinae incertae sedis,
sem classificacao tribal, por REIG (1980, 1984, 1986), EMMONS e FEER (1997),
MCKENNA e BELL (1997), SMITH e PATTON (1999) e MUSSER e CARLETON
(2005). VOSS (1993) e STEPPAN (1995) avaliam o género Rhagomys com sendo

um plesiomorphic Neotropical muroid (Figura 1).
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FIGURA 1 — Géneros de roedores Sigmodoninae na América do Sul identificados
nos grupos ‘“incertae sedis” e “plesiomorphic Neotropical muroid”.
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FONTE: modificacées de SMITH e PATTON (1999), MUSSER e CARLETON (2005) e PACHECO
(2003).

Por outro lado, os trabalhos de PACHECO (2003), D'ELIA et al. (2006) e
D'ELIA et al. (2007) posicionam Rhagomys préximo aos géneros da tribo
Thomasomyini (Figura 2).
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FIGURA 2 — Relagdo de Rhagomys com géneros Sigmodoninae na América do Sul

da tribo Thomasomyini.

a) PACHECO (2003) b) D’ELIA et al. (2007)

Tribo Thomasomyini Tribo Thomasomyini

Abrawayaomys Aepeomys
Aepeomys Chilomys

Chilomys Rhagomys

Delomys Rhipidomys

Juliomys Thomasomys

Phaenomys
Rhagomys
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Thomasomys
Erioryzomys
Inomys
Wiedomys
Wilfredomys
Rhipidomys
Thomasomys
Wilfredomys

FONTE: PACHECO (2003) e D’ELIA et al. (2007).

Até o momento foram descritas duas espécies para o género Rhagomys: R.
rufescens e R. longilingua. A primeira delas, a partir de uma fémea (hol6tipo)
coletada no Rio de Janeiro, sudeste do Brasil, que foi identificada originalmente
como Hesperomys rufescens (THOMAS, 1886). Posteriormente, THOMAS (1917) a
partir de um outro exemplar de localidade desconhecida, descreveu o género
Rhagomys para inclusdo de Hesperomys rufescens (PERCEQUILLO et al., 2004).

A espécie Rhagomys longilingua tem distribuicdo no Peru e Bolivia (Mapa 1),
além do macho (holétipo), também foi coletada uma fémea na localidade-tipo Manu
Biosphere Reserve, Paucartambo, Pert (LUNA e PATTERSON, 2003). A
distribuicao geografica desta espécie estende-se também a Bolivia, com a coleta de
uma fémea no Parque Nacional y Area de Manejo Integral Cotapata, La Paz,
conforme descricdo de VILLALPANDO et al. (2006).
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MAPA 1 — Localidades em que a espécie Rhagomys longilingua foi amostrada no

Peru e Bolivia.
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Legenda: A: Bajo Hornuni no Parque Nacional y Area de Manejo Integral Cotapata, La Paz, Bolivia.
B: Localidade-tipo de Rhagomys longilingua, em Manu Biosphere Reserve, Paucartambo, Pera.
FONTE: VILLALPANDO et al. (2006).

A espécie Rhagomys rufescens, endémica da Floresta Atlantica do Sul e
Sudeste do Brasil, com registros de um numero reduzido de individuos (23),
apresenta uma distribuicdo que se estende a varios estados brasileiros: Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Sao Paulo, Espirito Santo e Santa Catarina (MOOJEN, 1952;
EMMONS e FEER, 1997; EISENBERG e REDFORD, 1999; NOWAK, 1999;
PERCEQUILLO et al., 2004; PINHEIRO et al., 2004; METZGER et al., 2006;
PARDINI e UMETZU, 2006; STEINER-SOUZA et al., 2008) (Tabela 1) (Mapa 2).



TABELA 1 — Numero de individuos da

varias localidades do Brasil.
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espécie Rhagomys rufescens coletados em

Numeros de Colecao N LOCALIDADE AUTORES
BMNH 86.2.8.5 (fémea) ; B . Percequillo et al.,
(holétipo) 2004 F

B . Percequillo et al.,
BMNH 48.5.6.13 (fémea) 1 2004 F
MN 66056 (fémea) 1 Mata do Paraiso Vigosa - MG Perce%Lcj;(I)IZ etal,
MZUSP 33889 * Steiner-Souza et
A 2 Retiro Branco Pogos de D
MZUSP 33890 Caldas - MG al., 2008
Parque Estadual Serra Pinheiro et al
MN 65545 (fémea) 1 do Mar — Ndcleo Ubatuba - SP 5004 ”
Picinguaba
Metzger et al., 2006
A 2 Reserva Florestal do Cotia - SP P zg. e U
Morro Grande (RFMG) ar m;gOBmetzu
A Proximo ao Parque Ribeirio Grande Steiner-Souza et
2 Estadual de Intervales E
-SP al., 2008
(PEI)
A Préximo a Reserva Ibidna - SP Steiner-Souza et
1 Florestal do Morro Caucaia do Alto E
Grande (RFMG) _Sp al, 2008
MZUSP 31952 A Reserva Estadual G Steiner-Souza et
1 ltapetinga ® Atibaia - SP al., 2008
Proximo a Estacao Steiner-Souza et
A 1 Ecoldgica de Santa Santa Teresa - c
Laci ES al., 2008
Ucia
FURB 9620, 9861, 9887, 9921, Parque Natural
9949, 12010, 12157 (macho) 10 Municipal Nascentes Indaial - SC Steiner-Souza et

FURB 9908, 12005, 12009
(fémea)

do Garcia — Mono

al., 2008

Legenda: A — Individuo com o sexo e/ou nimero de cole¢do nao determinados.
B — Local de coleta néo preciso (Percequillo et al., 2004).
C — Dados cedidos por M. Passamani (Steiner-Souza et al., 2008).

D — Dados cedidos por C. Monteiro-Leonel (Steiner-Souza et al., 2008).

E — Dados cedidos por A. A. Bueno e R. Pardini (Steiner-Souza et al., 2008).
F — Individuos obtidos por Oldfield Thomas.
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MAPA 2 — Localidades em que a espécie Rhagomys rufescens foi amostrada nos

estados do Brasil.
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Legenda: Identificagdo das localidades (conforme Tabela 1):
1 — Mata do Paraiso (Vicosa, MG).
2 — Retiro Branco (Pogos de Caldas, MG).
3 — Parque Estadual Serra do Mar — Nucleo Picinguaba (Ubatuba, SP).
4 — Reserva Florestal do Morro Grande (RFMG) (Cotia, SP).
5 — Proximo ao Parque Estadual de Intervales (PEI) (Ribeirdao Grande, SP).
6 — Proximo a Reserva Florestal do Morro Grande (RFMG) (lbiina e Caucaia do Alto, SP).
7 — Proximo a Estacao Ecologica de Santa Licia (Santa Teresa, ES).
8 — Parque Natural Municipal Nascentes do Garcia (PNMNG) — Mono (Indaial, SC).
Localidades citadas na Tabela 1 que ndo foram mostradas no mapa por nao apresentarem

coordenadas precisas:
a) Individuos BMNH 86.2.8.5 e BMNH 48.5.6.13 obtidos por Oldfield Thomas no estado do

Rio de Janiero;
b) Individuo MZUSP 31952 coletado na Reserva Estadual Itapetinga (Atibaia, SP).

Como ¢é verificado na Tabela 1, os dois individuos obtidos por Oldfield
Thomas nao apresentam locais de coleta precisos, assim, ndo trazem dados
referentes ao habitat da espécie (PERCEQUILLO et al., 2004).

No estado de Minas Gerais, o registro de Rhagomys rufescens foi na regiao
de Mata do Paraiso, municipio de Vicosa, em formacao vegetal denominada Floresta
Tropical Semidecidual (Floresta Atlantica) com dominio de Melinis minutiflora
(Poaceae) (PERCEQUILLO et al., 2004). STEINER-SOUZA et al. (2008) cita registro
para Pocos de Caldas, localidade Retiro Branco, sendo a area caracterizada por ser
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de transcicdo entre Floresta Semidecidual (Floresta Atlantica) e Cerrado, onde
ocorreu grande impacto antrépico, e se apresenta em estagio de recuperacao. O
local da coleta ndo apresenta dossel continuo, com um estrato arb6éreo denso,
formado por arvores jovens e bambus. Os registros mencionados por EISENBERG e
REDFORD (1999) para o estado de Minas Gerais sdo baseados em dois individuos
machos coletados pelo Servigo de Estudos e Pesquisas da Febre Amarela Silvestre
(SEPFA), do Ministério da Educacado e Saude do Brasil e a International Health
Division of The Rockfeller Foundation em Além Paraiba e Passos, Minas Gerais.
PERCEQUILLO et al. (2004) analisando esses espécimes, perceberam que se trata
da espécie Euryoryzomys russatus. Por esta razao estes regitros ndo constam na
Tabela 1.

O primeiro registro para Sao Paulo foi no Parque Estadual Serra do Mar
(Ndcleo Picinguaba) em Ubatuba, que se caracteriza pela transicdo entre Restinga e
Floresta Ombrdéfila Densa (PINHEIRO et al., 2004). Outros registros sdo citados a
Reserva Florestal do Morro Grande (RFMG), municipio de Cotia, por METZGER et
al. (2006) e PARDINI e UMETZU (2006). STEINER-SOUZA et al. (2008) registraram
mais duas localidades para o estado: uma delas préximo a RFMG, em Ibidna e
Caucaia do Alto; e a outra, em floresta continua, proxima ao Parque Estadual de
Intervales (PEI), em Ribeirdo Grande. As localidades RFMG e PEI apresentam areas
com floresta secundaria madura que sofreram corte intenso e seletivo, com altitude
variando entre 800-1000m. No municipio de Atibaia (SP) Reserva Estadual
Itapetinga foi registrado um individuo, sendo que as coordenadas do local de coleta
nao foram informadas (STEINER-SOUZA et al., 2008).

A espécie Rhagomys rufescens foi registrada no estado do Espirito Santo
coletada préximo a Estagcao Ecolégica de Santa Lucia, municipio de Santa Teresa,
em area com Floresta Atlantica em bom estado de conservagédo e a altitude entre
795-873m (STEINER-SOUZA et al., 2008).

Os registros ao estado de Santa Catarina apresentam a maior série coletada
da espécie (dez exemplares), todos no Parque Natural Municipal Nascentes do
Garcia, localidade Mono, municipio de Indaial, que é uma area de Floresta Ombrdfila
Densa (Floresta Atlantica), com um alto grau de regeneragdo e situado a uma
altitude de 650m (STEINER-SOUZA et al., 2008).

A espécie Rhagomys rufescens € considerada proximo de ameagada pela

IUCN (International Union for Conservation of Nature), por ter seu habitat
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fragmentado e estar distribuida em poucas localidades (GEISE et al., 2008), estando
na Lista dos Mamiferos Ameacgados de Extingdo do Brasil (MMA, 2009).

Devido ao pequeno numero de individuos amostrados até o momento, ha
uma escassez de trabalhos referentes a estudos filogenéticos envolvendo o género
Rhagomys e outras espécies Sigmodontinae (PACHECO, 2003; PERCEQUILLO et
al., 2004; D’ELIA et al., 2006).

Assim, PACHECO (2003) estudando as relacdes filogenéticas de 59
espécies de 32 géneros de Thomasomyini, incluindo Rhagomys, com base em 122
caracteres morfoldégicos examinados, sob dois angulos distintos, verificou: pela
primeira andlise (com caracteres nao-ordenados e com 0 mesmo peso) que a tribo
mostrou-se monofilética, agrupando os géneros Delomys, Phaenomys, Juliomys,
Wilfredomys, Wiedomys, Rhagomys, Abrawayaomys, Chilomys, Rhipidomys,
Thomasomys (incluindo Erioryzomys e Inomys), Aepeomys. Rhagomys rufescens
aparece como um grupo irmao de Abrawayaomys ruschii, porém pouco suportado
(bootstrap = 49% e sb = 1) (Figura 3); j& na segunda analise (com 50 caracteres
ordenados), Rhagomys e Abrawayaomys aparecem como grupo irmao dos
thomasomyine “Andinos” (Thomasomys, Aepeomys, Chilomys e Rhipidomys), com
bootstrap = 10% e sb = 1 (Figura 4).
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FIGURA 3 — Relacao filogenética de Rhagomys rufescens dentro de Sigmodontinae

usando andlise de maxima-parciménia com caracteres nao-ordenados e pesos

iguais.
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Chilomys instans
Thomasomys baeops
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Rhagomys rufescens <G
Wilfredomys oenax
Wiedomys pyrrhorhinos
Juliomys sp.
Juliomys pictipes
Phaenomys ferrugineus
Delomys collinus
Delomys sublineatus
Holochilus brasiliensis
Holochilus sciureus
Oryzomys palustris
Oligoryzomys fulvescens
Microryz omys minutus
Oecomys bicolor
Handleyomys intectus
Abrothnix longipilis
Microxus mimus
Akodon boliviensis
Oxymycterus paramensis
Punomys kofordi
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Scapteromys tumidus
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Sigmodon hispidus
Sigmodon peruanus
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Ichthyomys hydrobates
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Baiomys musculus
Scotinomys teguina
Nelsonia neotomodon
Neotoma floridana
Nyctomys sumichrasti
Tylomys nudicaudus
Ochrotomys nuttalli
Perom yscus mexicanus
Reithrodontomys mexicanus
Microtus pennsylvanicus
Mesocricetus auratus
Cricetulus migratorius
Calomyscus baluchi

Legenda: Arvore consensual (NP = 759, IC = 0.285, IR = 0.594). Valores de bootstrap sdo mostrados
abaixo e valores de bs acima dos ndés. FONTE: PACHECO (2003).
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FIGURA 4 — Relacao filogenética de Rhagomys rufescens dentro de Sigmodontinae

usando analise de maxima-parcimbnia com caracteres ordenados e pesos

diferentes.

1 94
37
1

S 57
83l

Aepeomys lugens
Thomasomys erro
Thomasomys cinereus
Thomasomys rhoadsi
Thomasomys aureus
Thomasomys incanus
Thomasomys kalinowskii
Thomasomys macrotis
Thomasomys baeops
Chilomys instans
Rhipidomys fulviventer
Thomasomys notatus
Rhipidomys leucodactylus
Rhipidomys macconnelli
Abrawayaomys ruschii
Rhagomys rufescens <
Juliomys pictipes
Wilfredomys oenax
Wiedomys pyrrhorhinos
Juliomys sp.
Phaenomys ferrugineus
Delomys collinus
Delomys sublineatus
Holochilus brasiliensis
Holochilus sciureus
Oryzomys palustris
Oligoryzomys fulvescens
Microryzomys minutus
Oecomys bicolor
Handleyomys intectus
Abrothrix longipilis
Microxus mimus

Akodon boliviensis
Kunsia tomentosus
Scapteromys tumidus
Oxymycterus paramensis
Punomys kofordi
Sigmodon hispidus
Sigmodon peruanus
Graomys griseoflavus
Calomys callosus
Phyllotis darwini
Chinchillula sahamae
Anotomys leander
Ichthyomys hydrobates
Neusticomys monticolus
Baiomys musculus
Scotinomys teguina
Nelsonia neotomodon
Neotoma floridana
Peromyscus mexicanus
Reithrodontomys mexicanus
Nyctomys sumichrasti
Tylomys nudicaudus
Ochrotomys nuttalli
Microtus pennsylvanicus
Mesocricetus auratus
Cricetulus migratorius
Calomyscus baluchi

Legenda: Arvore consensual (NP = 837, IC = 0.264, IR = 0.609). Valores de bootstrap sdo mostrados

abaixo e valores de bs acima dos n6s. FONTE: PACHECO (2003).
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Uma outra analise feita por PACHECO (2003) testou a monofilia do grupo de
thomasomyine “Andinos”: Thomasomys, Aepeomys, Chilomys e Rhipidomys. Nesta
analise foram considerados 145 caracteres morfolégicos de 80 taxa, sendo
Rhagomys rufecens e Rhagomys longilingua inclusos no out group. A Figura 5
mostra a arvore gerada, considerando os caracteres ordenados € com pesos
diferentes, onde a monofilia do grupo de thomasomyine “Andinos” € confirmada,
porém com um bootstrap = 18% e bs = 1. Rhagomys é encontrado como um grupo
irmao dos thomasomyine “Andinos”, entretanto com baixo suporte (bootstrap = 8% e
bs = 1). A monofilia do género Rhagomys é suportada fortemente com bootstrap =
88% e bs = 3.
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FIGURA 5 — Relacao filogenética do grupo de thomasomyines “Andinos” e outros

Sigmodontinae, usando andlise de maxima-parcimdnia com caracteres ordenados e
pesos diferentes.
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A “redescoberta” do género Rhagomys foi apresentada por PERCEQUILLO
et al. (2004) onde utilizaram dados morfolégicos para a comparacao da espécie
Rhagomys rufescens com diferentes espécies de varios géneros de Sigmodontinae
com distribuicdo na Floresta Atlantica: Phaenomys ferrugineus, Juliomys rimofrons,
Oecomys sp., Wilfredomys oenax e Rhipidomys cf. macrurus, sendo em sua maioria
consideradas plesiomorphic Neotropical muroid (VOSS, 1993) ou Sigmodontinae
incertae sedis (REIG, 1984) (Tabela 2).

TABELA 2 — Espécies de roedores e numeros de colegdo dos individuos
comparados com Rhagomys rufescens através de dados morfolégicos por
PERCEQUILLO et al. (2004).

Espécie Numero de colecao
. MN 1992, MN 2124, MN 53614, BMNH 27.11.19.43, BMNH

Phaenomys ferrugineus 48.5.28.1, BMNH 63.11.16.2
Juliomys rimofrons MN 61647, 61646
Oecomys sp. MN 29416, 10854, 10748, 9340
Wilfredomys oenax MZUSP 348, 349, 1436

- MN 2357, 7044, 7045, 7047, 7048, 7049, 7050 7053, 2359,
Rhipidomys cf. macrurus 11652, 11653, 11654

Legenda: As siglas e nUmeros das peles seguem os dados das instituicoes e cole¢cdes de mamiferos:
MN — Museu Nacional (Rio de Janeiro, Brasil); BMNH — The Natural History Museum (Londres,
Inglaterra); MZUSP — Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo (S&o Paulo, Brasil). FONTE:
PERCEQUILLO et al. (2004).

A andlise morfolégica externa comparativa entre Rhagomys rufescens e as
outras espécies acima mencionadas, realizada por PERCEQUILLO et al. (2004)
revelou que todas elas dispdem de uma pelagem macia, com o dorso avermelhado,
acentuadamente diferenciado do ventre esbranquicado. No entanto, conforme esses
autores, Rhagomys se diferencia das outras (exceto de Juliomys rimofrons) por
apresentar o dorso mais castanho. Por outro lado, R. rufescens mostra, em relacédo
ao J. rimofrons, a pata anterior com o digito | curto (Figura 6), com unhas ao invés
de garras. Na avaliacdo dos cranios, segundo ainda esses autores, R. rufescens
apresentou algumas caracteristicas que a distingue das demais espécies e, também,
outras compartilhadas com Oecomys e Rhipidomys. O esmalte, cobrindo quase que
completamente os molares em individuos jovens, também representa uma notavel

condigao dental visto na espécie.
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FIGURA 6 — Vista ventral da pata anterior direita de Rhagomys rufescens (18mm),
mostrando o primeiro digito reduzido e as almofadas plantares e interdigitais.

FONTE: PERCEQUILLO et al. (2004)

A espécie Rhagomys rufescens também foi avaliada filogeneticamente do
ponto de vista molecular por PERCEQUILLO et al. (2004). Esta analise,
fundamentada nas sequéncias de DNA do gene citocromo b, disponibilizadas no
GeneBank, tentou situa-la entre espécies Norte Americanas e Sul-Americanas da
maioria das tribos de Sigmodontinae, resultando em duas arvores filogenéticas
distintas, conforme o algoritmo utilizado: méxima parciménia (MP) ou maxima-
probabilidade (maximum-likelihood) (ML).

A analise em MP revelou uma arvore com 8979 passos (Figura 7), sendo
apresentados os cinco maiores grupos dentro dos Sigmodontinae (Akodontini +
Scapteromyini, Thomasomyini, Phyllotini (parte), Oryzomyini, Abrothrichini (SMITH e
PATTON, 1999). O género Rhagomys, suportado por um baixo bootstrap (grau de
confiabilidade, inferior a 50%), aparece associado a Andinomys, seguido do grupo
Thomasomys-Rhipidomys. A outra topologia (Figura 8), obtida através da analise de
ML, modelo HKY85 de evolucdo molecular, revelou uma arvore que difere da
anterior (MP) no arranjo dos 5 grupos (tribos), e no valor de bootstrap em Oryzomyini
(50%), Thomasomyini (60%) e para o grupo Akodontini + Scapteromyini (bootstrap <
50%). O género Graomys é incluido em Phyllotini, entretanto, Andinomys, Irenomys
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Scolomys nao aparecem relacionados com nenhuma tribo. Neste caso, o género
Rhagomys agrupa com Juliomys, seguido por Andinomys, apesar do baixo valor de
confianga (bootstrap < 50%). Mesmo com a notavel divergéncia de Rhagomys e
esses géneros, mutagcdes com eventos de transversdes (47-50 substituicoes) sao
menos frequentes que transicdes (85-118 substituicdes) em comparacdo com outros
Sigmodontinae, sugerindo que o efeito de saturacdo nas sequéncias de DNA do
citocromo b é baixo neste nivel taxonédmico (PERCEQUILLO et al., 2004).
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FIGURA 7 - Relacao filogenética de Rhagomys rufescentes dentro de

Sigmodontinae usando analise de maxima-parcimonia.
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Relagédo filogenética de Rhagomys rufescentes dentro de

Sigmodontinae usando analise de maxima-probabilidade.
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Uma outra andlise da filogenia do género Rhagomys foi feita por D’ELIA et
al. (2006) utilizando um fragmento de 1181pb de DNA do primeiro exon do gene
nuclear IRBP (Interphotoreceptor Retinoid Binding Protein). Todas as sequencias
foram depositas no GenBank. Nessa analise foi utilizado material de Rhagomys
longilingua, comparado a 39 géneros Sigmodontinae, representados por 39
espécies. Como outgroup foram utilizados representantes de linhagens primarias de
Cricetidae: arvicolines (Arvicola), cricetines (Cricetus), baiomyines (Scotinomys),
neotomines (Neotoma), peromyscines (Peromyscus) e tylomyines (Tylomys). Tal
qual na analise de PERCEQUILLO et al. (2004) os autores também aplicaram dois
tipos de algoritmos: MP (maxima parciménia) e ML (maxima-probabilidade ou
maximume-likelihood), obtendo, no entanto e diferentemente dos primeiros autores,
resultados similares nas arvores consensuais. Desta forma, a &rvore mais
consensual em MP é mostrada na Figura 9, e define 29 nés pertencentes ao grupo
Sigmodontinae, sendo o grau de confiabilidade (jk) desses n6s muito variavel. O
grupo Sigmodontinae (n6 K) aparece bem sustentado (jk = 100% / bs = 18). O
género Rhagomys faz parte da tribo Thomasomyini, aparentemente como um grupo-
irmao de Thomasomys (jk = 76% / bs = 2). Ja, Aepeomys aparece como um grupo-
irmao de Rhagomys-Thomasomys (jk = 54% / SB = 1), enquanto que Rhipidomys
une-se ao clado composto por Rhagomys — Thomasomys — Aepeomys (jk = 65%
sb = 1). Em relagdo a analise com os Sigmodontinae, agora com a aplicacdo do
algoritmo ML (maxima-probabilidade ou maximum-likelihood), verifica-se uma
similaridade bem acentuada aquela topografia resultante em MP (Figura 10).
Analisando-se mais atentamente esta figura nota-se que Rhagomys aparece
novamente como um grupo-irmao de Thomasomys (jk = 70%), em um clado maior

que inclui Aepeomys e Rhipidomys (jk = 72%).
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FIGURA 9 — Relacéo filogenética de Rhagomys longilingua dentro de Sigmodontinae

usando analise de maxima-parcimonia.
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FIGURA 10 - Relacdo filogenética de Rhagomys Iongilingua dentro de

Sigmodontinae usando analise de maxima-probabilidade.
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O trabalho de LUNA-WONG (2002) relata que Rhagomys longilingua é um
grupo-irmao de Scolomys (género Oryzomyini). E LUNA e PATTERSON (20083)
atribuiram caracteres oryzomyines e thomasomyines ao género Rhagomys. No
entanto, a monofilia do mesmo é confirmada tanto por LUNA e PATTERSON (2003)
como por PACHECO (20083).

Em sintese, verifica-se que a posicao sistematica de Rhagomys, entre os
Sigmodontinae, varia conforme seja a forma de analise: Rhagomys préximo de
Abrawayaomys ou como um grupo irmao dos thomasomyine “Andinos”
(Thomasomys, Aepeomys, Chilomys e Rhipidomys), pela analise morfolégica
(PACHECO, 2003); incerta, quando inferida através do citocromo b (PERCEQUILLO
et al., 2004); Rhagomys seria um grupo-irmao de Thomasomys proximo de
Aepeomys e Rhipidomys, por meio do gene nuclear IRBP (D’ELIA et al., 2006).

A combinacdo das evidéncias morfolégicas e moleculares sugere que o
género Rhagomys possa constituir uma linhagem adicional divergente interposta
entre diferentes grupos. Esse género pode ser considerado como representante de
um grupo antigo que provavelmente habitou as floretas da América do Sul,
acumulando mudancgas genéticas que obscureceram as relagdes filogenéticas com
os Sigmodontinae existentes (PERCEQUILLO et al., 2004).

2.3 O ESTUDO DOS CROMOSSOMOS

As espécies de roedores apresentam, de um modo geral, uma ampla
variabilidade cariotipica, consequéncia de rearranjos cromossdémicos. Em alguns
casos, a citogenética é uma ferramenta auxiliar essencial na identificacdo das
espécies, assim como a analise dos cromossomos € de fundamental importancia
nos estudos de sistematica e taxonomia (JACKSON, 1970), e evolugdo (WHITE,
1978; KING, 1993).

Por outro lado, a posicao filogenética de Rhagomys em Sigmontinae nao
estda bem esclarecida, sendo que a analise de dados morfolégicos coloca o género
como Thomasomyini (PACHECO, 2003), pelos estudos moleculares: o género tem
posicao incerta (citocromo b, PERCEQUILLO et al., 2004), ou estaria entre os
thomasomiines (gene nuclear IRBP, D’ELIA et al., 2006).
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Desta forma, considerando as proposi¢cdes de que ha uma tendéncia de
Rhagomys se situar filogeneticamente entre os Thomasomyini, os achados
cariotipicos observados nesta tribo demonstram uma ampla variagdo tanto no
namero de cromossomos (2n), de 20 a 82, como no de bragos de autossomos
(FNa), entre 34 e 114, conforme é mostrado na Tabela 3, Nesta, observa-se que
entre os 47 citétipos, a maior frequéncia é de espécies com 2n = 44 (57,44%), com
predominancia dos cromossomos acrocéntricos, que € o padrao mais observado na

maioria das espécies do género Rhipidomys e Thomasomys.

TABELA 3 — Cari6tipos das espécies de roedores Thomasomyini com cariétipos

determinados.

Espécies 2n FNa Autores
Abrawayaomys ruschii 58 - Pereira et al. (2008)
Aepeomys fuscatus 54 62 Gardner e Patton (1976)
Aepeomys lugens 28 48 Aguilera et al. (2000)
Aepeomys lugens 44 46 Gomez-Laverde et al. (1997)
Aepeomys sp. 44 46 Aguilera et al. (1994)
Andinomy edax 56 56 Spotorno et al. (2001)
Delomys collinus 82 86 Bonvicino e Geise (1995)
Delomys dorsalis 82 80 Zanchin et al. (1992b)
Delomys sublineatus 72 90 Zanchin et al. (1992b)
Irenomys tarsalis 64 98 Oneja et al. (2004)
Juliomys ossitenuis 20 36 Costa et al. (2007)
Juliomys pictipes 36 34 Bonvicino e Otazu (1999)
Juliomys rimofrons 20 34 Oliveira e Bonvicino (2002)
Juliomys sp. 32 48 Paresque et al. (2009)
Phaenomys ferrugineus 78 114 Bonvicino et al. (2001)
Rhagomys rufescens 36 50 Presente trabalho
Rhipidomys cearanus 44 - Zanchin et al. (1992a)
Rhipidomys latimanus 44 48 Gardner e Patton (1976)
Rhipidomys leucodactylus 44 48 Zanchin et al. (1992a)
Rhipidomys leucodactylus 44 48 Andrades-Miranda et al. (2002)
Rhipidomys leucodactylus B 44 52 Andrades-Miranda et al. (2002)
Rhipidomys macrurus. 44 48 Svartman e Almeida (1993)
Rhipidomys mastacalis 44 74 Zanchin et al. (1992a)

Rhipidomys mastacalis A 44 80 Andrades-Miranda et al. (2002)
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Espécies 2n FNa Autores

Rhipidomys mastacalis B 44 76 Andrades-Miranda et al. (2002)
Ripidomys cf. mastacalis 44 52 Silva e Yonenaga-Yassuda (1999)
Rhipidomys nitela 48 68 Andrades-Miranda et al. (2002)
Rhipidomys nitela 48 67 Volobouev e Catzeflis (2000)
Rhipidomys sclateri 44 48 Aguilera et al. (1994)
Rhipidomys sp. 44 49 Svartman e Almeida (1993)
Rhipidomys sp. 44 48 Corréa e Pessb6a (1996)
Rhipidomys sp. 44 50 Zanchin et al. (1992a)
Rhipidomys sp. A 44 61 Silva e Yonenaga-Yassuda (1999)
Rhipidomys sp. B 44 71,72  Silva e Yonenaga-Yassuda (1999)
Thomasomys andersoni 44 42 Salazar-Bravo e Yates (2007)
Thomasomys aureus 44 42 Gardner e Patton (1976)
Thomasomys kalinowskii 44 44 Gardner e Patton (1976)
Thomasomys laniger 42 40 , Aguilera et al. (2000)

40 40 Gomez-Laverde et al. (1997)
Thomasomys monochromos 42 42 Gardner e Patton (1976)
Thomasomys niveipes 24 42 Gomez-Laverde et al. (1997)
Thomasomys notatus 44 44 Gardner e Patton (1976)
Thomasomys sp. 44 42 Gardner e Patton (1976)
Thomasomys taczanowskii 44 44 Gardner e Patton (1976)
Thomasomys vestitus 44 42 Aguilera et al. (2000)
Wiedomys cerradensis 60 88 Goncalves et al. (2005)
Wiedomys pyrrhorhinos 62 86 Maia e Langguth (1987)
Wilfredomys oenax 64 72 Gonzélez e Gonzalez (1998)

Legenda: 2n = nimero dipléide de cromossomos; FNa = nimero de bragos dos cromossomos
autossomos; - = dados ndo informados.

Até a presente data, dados citogenéticos de Rhagomys rufescens e/ou de
Rhagomys longilingua ndao foram ainda publicados em revistas especializadas,
assim, os valores de 2n e FNa constantes na Tabela 3, sdo pertinentes ao presente
trabalho. Consideramos importante a analise e apresentagdo dos cariétipos das
duas espécies de Rhagomys, pois podem auxiliar no esclarecimento das relacées
filogenéticas do género.

Varios estudos tém destacado a importancia dos rearranjos cromossOmicos
na geragao, nao sé da variabilidade cariotipica, como na possivel diversidade de
espécies. Dentre estes, sobressaem aqueles envolvidos no género Ctenomys
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(Familia Octodontinae), onde as suas espécies apresentam uma radiacdo adaptativa
acompanhada por uma variagcdo na quantidade de heterocromatina constitutiva
(GALLARDO, 1991). Além disso, rearranjos cromossOmicos, tais como
translocacées Robertsonianas e fusées em tandem estdo relacionados com a
ecologia das espécies desse género (FREITAS, 1994, 1997, 2006).

Na tribo Thomasomyini a variabilidade cariotipica observada em varias de
suas espécies tem sua origem atribuida aos rearranjos cromossémicos. Assim, em
Rhipidomys mastacalis, os diferentes citétipos com FNa de 74 a 80 (ZANCHIN et al.,
1992a; ANDRADES-MIRANDA et al., 2002), e 52 em Rhipidomys cf. mastacalis
(SILVA e YONENAGA-YASSUDA, 1999), todos associados ao 2n = 44, e a
variabilidade no numero de bragos dos autossomos é consequiéncia de rearranjos
cromossémicos multiplos envolvendo, principalmente, inversdes pericéntricas e
bragos heterocromaticos (SILVA e YONENAGA-YASSUDA, 1999). Ja em Aepeomys
lugens (2n = 28, FNa = 48) e Aepeomys sp. (2n = 44, FNa = 46), baseando-se em
bandeamento G, a diversidade cariotipica foi atribuida a eventos de translocagdes
Robertsonianas (AGUILERA et al., 2000).

As alteragdes cromossdmicas, em particular as estruturais, sdo consideradas
importantes na histéria evolutiva de uma espécie, principalmente nos mamiferos, em
especial nos roedores, pois ao provocar isolamento reprodutivo podem,
potencialmente, originar novas espécies (WHITE, 1978; REIG, 1981; KING, 1993).
Neste caso, o isolamento reprodutivo estd relacionado a heterose negativa,
provocada pela acdo de diversos rearranjos, tais como, fusbées em tandem,
translocacdes e inversdes (KING, 1993).

Alguns modelos de especiagdo, tais como: saltacional (LEWIS, 1966),
estasipatrico (WHITE, 1978) e canalizacao (BICKHAN e BAKER, 1979), consideram
as variacées cromossdmicas como primordiais no processo de especiacdo. Para
MAYR (1970), no entanto, as modificagdes cromossémicas podem até ocorrer, mas
somente apos o processo de especiacao, este resultado de isolamento geografico.

Os rearranjos estruturais também tém sido utilizados nas inferéncias
filogenéticas entre espécies. Desta forma, BAKER et al. (1983), baseando-se nos
padrées de bandas G de cromossomos inteiros ou parte deles, propuseram uma
arvore filogenética para roedores da tribo Oryzomyini. Enquanto que KOOP et al.
(1984), fundamentado igualmente em bandas G, apresentaram uma analise
cladistica de seis espécies de roedores das familias Cricetidae e Muridae. Ao passo



45

que MODI (1987), empregando um sistema bindrio aos dados obtidos de
bandeamento G e de rearranjos cromossdmicos, analisou a relagao filogenética de
22 espécies de roedores da familia Arvicolidae. Com os mesmos obijetivos,
SBALQUEIRO (1989), comparando os padrdes de bandeamento G, analisou as
relacdes fenéticas e filogenéticas entre espécies de roedores cricetideos das tribos
Akodontini e Oryzomyini do Sul do Brasil.

Inimeros trabalhos, tendo em vista a potencialidade informativa gerada,
utilizaram, além do bandeamento G, a citogenética molecular, através das técnicas
de FISH, e adaptacbées decorrentes, na tentativa de contribuir a um melhor
esclarecimento das relacbes filogenéticas em diferentes grupos de mamiferos,
destacando-se, entre outros, em Platyrrhini (Primates) (OLIVEIRA et al., 2002;
PIECZARKA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005), em Chiroptera (PIECZARKA et al.,
2005; AO et al., 2007; FARIA et al., 2007). HASS et al. (2008) utilizaram sondas de
Mus musculus (Muridae) na comparacao filogenética das espécies da tribo
Akodontini (Cricetidae: Sigmodontinae). As andlises através de FISH apresentam
confiabilidade maior em relacdo ao bandeamento G, no entanto, em varios grupos
de mamiferos ainda nado foram obtidas sondas especificas para a utilizacdo da
técnica, sendo o caso da familia Cricetidae composta pelos roedores americanos.
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3. OBJETIVOS

Tendo em vista os problemas relacionados com a posicao filogenética em
gue se encontra o género, além da inexisténcia de quaisquer dados citogenéticos,
este trabalho tem por objetivo caracterizar cariotipicamente a espécie Rhagomys
rufescens e verificar as suas implicacoes filogenéticas.

Para tal, pretendemos:

e Descrever o cariétipo desta espécie através dos padrdes de bandeamento
C, G e RON;

e Determinar os padrdes de coloragdo com CMA3/DAPI nos cromossomos;

e Comparar cariotipicamente, através do padrdes de banda G, com espécies
afins, conforme proposicdes fundamentadas em estudos com caracteres
morfoloégicos e marcadores moleculares, descritos na literatura pertinente, no

sentido de situa-la filogeneticamente.

OBSERVACOES:

As descricoes detalhadas do material e métodos, cariogramas em
bandeamento G das espécies analisadas e suporte ao estudo filogenético estao
contidas nos Apéndices (pagina 109).
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Resumo

A espécie Rhagomys rufescens (Rodentia: Sigmodontinae) € endémica da Floresta
Atlantica e tem distribuicdo no Sul e Sudeste do Brasil. Este trabalho apresenta os
primeiros dados citogenéticos da espécie: em coloragdo com Giemsa, CMA3/DAPI e
padroes de bandeamentos cromossémicos (G, C e Ag-NOR). Os oito exemplares
analisados apresentaram 2n = 36 e FNa = 50, com seis pares de cromossomos
metacéntricos, dois pares submetacéntricos, e oito pares acrocéntricos. O
cromossomo X e o Y revelaram-se acrocéntricos. A maioria dos cromossomos
autossomos apresentaram bandas C na regido pericentromérica, 0 cromossomo X,
além da marcacao na regiao pericentromérica, também mostrou um bloco de HC
intersticial proximal e o cromossomo Y apresentou marcacdo na regiao
pericentromérica. As RON’s foram observadas na regido centromérica nos
cromossomos autossomos dos pares 4 (SM médio), 6 (M médio) e 8 (M pequeno), e
telomérica no brago curto dos pares 10, 12 e 17 (todos A). Os fluorocromos
CMA3/DAPI marcaram varios cromossomos autossomos, principalmente as regides
pericentroméricas dos pares 4 (SM), 6 (M) e todo o 8 (M). Para alguns autores o
género Rhagomys é incluido na tribo Thomasomyini, no entanto, suas relagoes

filogenéticas ainda séo incertas.

Abreviacdes

2n numero diploide de cromossomos

Ag-RON técnica para identificar RON

CBG técnica de bandeamento C

CMA; cromomicina Az

DAPI 4’6’ di-amidino-2-fenil-indol

FNa nuamero de bracos dos cromossomos autossomos
GC guanina - citosina

GTG técnica de bandemaneto G

HC heterocromatina constitutiva

IRBP Interphotoreceptor Retinoid Binding Protein
RON regides organizadoras de nucléolo

PNMNG Parque Natural Municipal Nascentes do Garcia

PNSI Parque Nacional da Serra do ltajai
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Introducao

A subfamilia Sigmodontinae (Wagner, 1843) é composta por cerca de 74
géneros e 377 espécies (Musser e Carleton, 2005), e inclui predominantemente as
espécies de roedores murideos da América do Sul, entre elas, Rhagomys rufescens.
Sendo endémica da Floresta Atlantica do Sul e Sudeste do Brasil, R. rufescens
apresenta registros nos Estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sao Paulo,
Espirito Santo e Santa Catarina (Moojen, 1952; Emmons e Feer, 1997; Eisenberg e
Redford, 1999; Nowak, 1999; Percequillo et al., 2004; Pinheiro et al., 2004; Metzger
et al., 2006; Pardini e Umetzu, 2006; Steiner-Souza et al., 2008). Esta espécie foi
registrada em Santa Catarina, coletada no PNMNG por Steiner-Souza et al. (2008),
sendo este trabalho referente ao primeiro registro de Rhagomys rufescens na
Regiao Sul do Brasil.

Originalmente incluida no género Hesperomys, Rhagomys rufescens
(Thomas, 1886) foi descrita a partir de uma fémea coletada no estado do Rio de
Janeiro, Sudeste do Brasil. No inicio do século XX, Thomas obteve outro espécime
sem localidade conhecida, que serviu para a posterior descricdo do género
Rhagomys (Thomas, 1917) (Percequillo et al, 2004). Recentemente, Rhagomys
longilingua, a segunda espécie do género, foi descrita em um macho coletado nas
Florestas Montanas do Sul do Peru (Luna e Patterson, 2003), sendo posteriormente
ampliada sua distribuicao até a Bolivia (Villalpando et al., 2006).

O género Rhagomys é considerado incertae sedis (Reig, 1980, 1984;
McKenna e Bell, 1997; Smith e Patton, 1999; Musser e Carleton, 2005), ou como um
“plesiomorphic Neotropical muroid” por Voss (1993) e Steppan (1995), nao havendo

uma posicao tribal consensual (Percequillo et al., 2004). No entanto, alguns autores



51
consideram o género Rhagomys um Thomasomyini (Pacheco, 2003; D’Elia et al.
2006; D’Elia et al. 2007).

Neste trabalho é apresentada a descricdo do cariétipo de Rhagomys
rufescens incluindo coloracado dos cromossomos com Giemsa, CMAs/DAPI e padrdes

de bandeamentos cromossémicos (G, C e Ag-RON) de espécimes do Sul do Brasil.

Material e Métodos

Foram analisados oito espécimes (cinco machos e trés fémeas) coletados no
Parque Natural Municipal Nascentes do Garcia (PNMNG), localidade “Mono”
(27°02'59"S, 49°08'57"W), Estado de Santa Catarina, regido Sul do Brasil.
Atualmente este parque esta inserido no Parque Nacional da Serra do Itajai (PNSI)
(Figura 1). Os roedores foram capturados em armadilhas de passagem Havahart® e
Shermann ® suspensas entre 2,0 e 2,5m de altura do solo, conforme metodologia
adaptada de Kierulff et al. (1991).

Os cromossomos foram obtidos através de preparagdo direta de medula
Ossea, apoOs tratamento com colchicina, segundo a técnica de Ford e Hamerton
(1956), modificada por Sbalqueiro e Nascimento (1996). A anélise em coloragao
convencional (Giemsa 5%), em pelo menos 20 metafases por espécime, foi utilizada
para observar o numero de cromossomos (2n), de bracos de autossomos (FNa) e a
morfologia dos cromossomos. A técnica GTG utilizada foi a descrita por Seabright
(1971), a CBG conforme Sumner (1972) e a Ag-RON segundo Howell and Black
(1980). A coloracao com fluorocromos foi obtida segundo a técnica de Schweizer
(1976), com os fluorocromos cromomicina A; (CMA3) e 4,6’ di-amidino-2-fenil-indol
(DAPIl). Os cromossomos foram classificados como metacéntrico (M),

submetacéntrico (SM) e acrocéntrico (A).
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Os cranios e peles dos individuos coletadas foram depositados na Colecao

Cientifica do Laboratério de Biologia Animal da Universidade Regional de Blumenau

(FURB), Brasil.

Resultados

A analise do cariétipo dos oito exemplares em coloracdo convencional
revelou 2n = 36 e FNa = 50 (Figura 2a), constituido por seis pares de cromossomos
metacéntricos: trés de tamanho grande (1 a 3), dois medianos (6 e 7) e 0 menor par
do complemento (8); dois pares de submetacéntricos médios (4 e 5); e nove pares
de acrocéntricos: sendo um de tamanho médio (9) e os demais pequenos (pares 10
a 17). O cromossomo X € um acrocéntrico médio (tamanho similar ao 9) e 0 Y é um
acrocéntrico pequeno de tamanho equivalente ao par 10. A analise do padrao de
bandeamento G permitiu a identificagdo de todos os pares de cromossomos (Figura
2b), incluindo o X que apresentou duas bandas na por¢cao mediana do braco longo.

A analise de bandeamento C revelou a presenca de HC na regiao
pericentromérica da maioria dos cromossomos autossomos; o X mostrou, além da
marcagdo na regido pericentromérica, um bloco de HC intersticial proximal, e o
cromossomo Y, uma marcacao na regido pericentromeérica (Figura 3a).

As RON’s foram observadas nas regides centroméricas dos cromossomos
autossomos dos pares 4 (SM médio), 6 (M médio) e 8 (M pequeno), e telomérica no
brago curto dos pares 10, 12 e 17 (A) (Figura 3b).

Nas metafases coradas com os fluorocromos CMAgs/DAPI foi possivel
observar regides ricas em bases GC (Figura 3c). Varios cromossomos autossomos
apresentaram sinais fortes, principalmente as regides pericentroméricas dos pares 4

(SM), 6 (M) e todo o 8 (M).
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Discussao
O par cromossémico 9 e o sexual X de Rhagomys rufescens, em coloracao
convencional, podem ser confundidos, pois apresentam tamanho e morfologia
semelhantes, entretanto, os bandeamentos C e G revelam padrées com diferencas
significativas. Assim, o cromossomo X, no bandeamento C, apresentou duas
marcagdes, uma centromérica, como no 9, e uma segunda, proximal no bracgo
longo, ao passo que a banda G, revelou duas fortes marcacdes na porcao mediana
do braco longo, que é uma caracteristica de cromossomo X acrocéntrico dos
mamiferos (Pathak e Stock, 1974). Muitas espécies de roedores apresentam o
cromossomo Y quase que completamente heterocromatico (Sbalqueiro, 1989;
Andrades-Miranda et al, 2002), diferente do que se observa em Rhagomys
rufescens, onde o cromossomo Y apresentou um pequeno bloco de HC na regido
pericentromérica. Os sinais mais fortes fluorescentes de CMA; foram visualizados na
regido pericentromérica dos pares 4, 6 e 8, coincidentes com o padrdo de bandas
Ag-RON observadas para estes cromossomos, sugerindo que estas regides sejam
ricas em bases GC.
As espécies R. longilingua e R. rufescens sao consideradas monofiléticas,
pelas andlises morfolégicas comparativas (Luna e Patterson, 2003; Pacheco 2003),
apesar de apresentarem distribuicdo descontinua: no Peru e Bolivia; Sul e Sudeste
do Brasil, respectivamente. Pacheco (2003) comparou R. rufescens com varias
espécies Sigmodontinae, sugerindo uma relacdo filogenética com a tribo
Thomasomyini:  Abrawayaomys, Aepeomys, Chilomys, Delomys, Juliomys,
Phaenomys,  Rhipidomys, Thomasomys (incluindo Erioryzomys and Inomys),
Wiedomys e Wilfredomys. Percequillo et al. (2004) verificaram que a posicao de

Rhagomys rufescens dentro de Sigmodontinae varia, conforme a forma de analise,
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mostrando que o género apresenta posicao filogenética incerta, quando inferida
através de analise da variagdo de sequencias de DNA do citocromo b. Em D’Elia et
al. (2006), através de analise sequéncias de DNA do gene nuclear IRBP, é mostrado
um agrupamento filogenético de Rhagomys longilingua com espécies
Thomasomyini, aparentemente como um grupo irmao de Thomasomys, relacionado
a Aepeomys; ou relacionado a Thomasomys, num clado maior que inclui Aepeomys
e Rhipidomys.

Os dados citogenéticos das espécies Thomasomyini demonstram uma
ampla variacdo tanto no 2n = 20-82 como no FNa = 34-114 (Tabela 1), com uma
maior frequéncia de espécies com 2n=44 (49%) e predominancia de cromossomos
acrocéntricos, que é o padrao mais observado na maioria das espécies do género
Rhipidomys e Thomasomys, principalmente neste ultimo. Por outro lado, Rhagomys
rufescens apresentou 2n = 36 e FNa = 50 com nove pares de cromossomos de dois
bracgos, e oito pares de autossomos acrocéntricos

O grupo “Andino” Thomasomyini é representado por Aepeomys, Chilomys,
Rhipidomys e Thomasomys e apresenta cariétipos variando entre 28 e 54
cromossomos, com predominancia da forma acrocéntrica. Segundo Pacheco (2003),
0 género Rhagomys estaria relacionado a Abrawayaomys (2n = 58), ou seria como
um grupo basal dos Thomasomyini Andinos.

As espécies “thomasomyines” endémicas de Floresta Atlantica: Phaenomys
ferrugineus e as trés de Delomys estariam relacionadas filogeneticamente, segundo
Bonvicino et al. (2001). No entanto, as espécies do género Juliomys, que
apresentam um numero menor de cromossomos (2n = 20 e 36) e bragos
autossomos (FNa = 30 e 36), ndo estdo estreitamente relacionadas ao grupo

anterior (Delomys e Phaenomys). Segundo Bonvicino e Otazu (1999), Juliomys
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pictipes compartilha, baseado no padrao de bandas G, pelo menos uma homeologia
com os cariétipos de Rhipidomys mastacalis (2n = 44, FNa = 74) e Rhipidomys sp.
(2n = 44, FNa = 50) descritos por Zanchin et al. (1992a).

O género Rhagomys ainda apresenta incerteza em sua relacao filogenética
com as outras espécies Sigmodontinae. Desta forma, segundo Luna-Wong (2002),
Rhagomys longilingua poderia ser um grupo-irmao de Scolomys (género
Oryzomyini), enquanto que Luna e Patterson (2003) consideraram o0s caracteres
morfolégicos que identificam o género Rhagomys como sendo oryzomyines e
thomasomyines. A combinacao das evidéncias morfolégicas e moleculares sugere,
segundo Percequillo et al. (2004), que Rhagomys poderia constituir uma linhagem
divergente interposta entre mais de um grupo supragenérico e ser considerado
representante de um taxon antepassado, provavelmente, habitante das florestas da
América do Sul, acumulando mudancas genéticas que dificultam esclarecer suas

relagdes filogenéticas com os Sigmodontinae atuais.
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Tabelas

Tabela 1. Descricao dos 2n e FNa das espécies de roedores da tribo Thomasomyini.

Espécies 2n FNa

Autores

Espécies Thomasomyini “Andinas”

Aepeomys fuscatus 54 62 Gardner e Patton (1976)
Aepeomys lugens 28 48 Aguilera et al. (2000)
Aepeomys lugens 44 46 Gomez-Laverde et al. (1997)
Aepeomys sp. 44 46 Aguilera et al. (1994)
Rhipidomys cearanus 44 - Zanchin et al. (1992a)
Rhipidomys latimanus 44 48 Gardner e Patton (1976)
Rhipidomys leucodactylus 44 48 Zanchin et al. (1992a)
Rhipidomys leucodactylus 44 48 Andrades-Miranda et al. (2002)
Rhipidomys leucodactylus cytotype 1 44 52 Andrades-Miranda et al. (2002)
Rhipidomys macrurus 44 48 Svartman e Almeida (1993)
Rhipidomys mastacalis 44 74 Zanchin et al. (1992a)
Rhipidomys mastacalis cytotype 1 44 80 Andrades-Miranda et al. (2002)
Rhipidomys mastacalis cytotype 2 44 76 Andrades-Miranda et al. (2002)
Ripidomys cf. mastacalis 44 52 Silva e Yonenaga-Yassuda (1999)
Rhipidomys nitela 48 68 Andrades-Miranda et al. (2002)
Rhipidomys nitela 67 Volobouev e Catzeflis (2000)
Rhipidomys sclateri 44 48 Aguilera et al. (1994)
Rhipidomys cearanus 44 - Zanchin et al. (1992a)
Rhipidomys sp. 44 49 Svartman e Almeida (1993)
Rhipidomys sp. 44 48 Corréa e Pessba (1996)
Rhipidomys sp. 44 50 Zanchin et al. (1992a)
Rhipidomys sp. A 44 61 Silva e Yonenaga-Yassuda (1999)
Rhipidomys sp. B 44 71,72 Silva e Yonenaga-Yassuda (1999)
Thomasomys andersoni 44 42 Salazar-Bravo e Yates (2007)
Thomasomys aureus 44 42 Gardner e Patton (1976)
Thomasomys kalinowskii 44 44 Gardner e Patton (1976)
Thomasomys laniger 42 40 ’ Aguilera et al. (2000)

40 40 Gomez-Laverde et al. (1997)
Thomasomys monochromos 42 42 Gardner e Patton (1976)
Thomasomys niveipes 24 42 Gomez-Laverde et al. (1997)
Thomasomys notatus 44 44 Gardner e Patton (1976)
Thomasomys sp. 44 42 Gardner e Patton (1976)
Thomasomys taczanowskKii 44 44 Gardner e Patton (1976)
Thomasomys vestitus 44 42 Aguilera et al. (2000)
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Espécies Thomasomyini endémicas de Floresta Atlantica

Delomys collinus 82 86 Bonvicino e Geise (1995)
Delomys dorsalis 82 80 Zanchin et al. (1992b)
Delomys sublineatus 72 90 Zanchin et al. (1992b)
Phaenomys ferrugineus 78 114 Bonvicino et al. (2001)
Juliomys ossitenuis 20 36 Costa et al. (2007)
Juliomys pictipes 36 34 Bonvicino e Otazu (1999)
Juliomys rimofrons 20 34 Oliveira e Bonvicino (2002)
Wilfredomys oenax 64 72 Gonzalez e Gonzélez (1998)
Outras Espécies Thomasomyini

Abrawayaomys ruschii 58 - Pereira et al. (2008)
Andinomy edax 56 56 Spotorno et al. (2001)
Irenomys tarsalis 64 98 Oneja et al. (2004)
Rhagomys rufescens 36 50 Este tranalho
Wiedomys cerradensis 60 88 Gongalves et al. (2005)
Wiedomys pyrrhorhinos 62 86 Maia e Langguth (1987)
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Figuras
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Figura 1 - Localizacao do “Mono”, local de coleta dos espécimes no Parque Natural
Nascentes do Garcia (PNMNG), inserido no Parque Nacional da Serra do Itajai
(PNSI), Estado de Santa Catarina, Sul do Brasil.
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Figura 2 - (a) Cariograma de Rhagomys rufescens (macho) em coloracao
convencional com Giemsa. (b) Bandeamento G. Barra = 2,5um.



Figura 3 - (a) Metafase de Rhagomys
rufescens em bandeamento C. A
flecha indica o cromossomo X. (b)
Metafase em bandeamento Ag-NOR.
As flechas indicam regides
organizadoras de nucléolo. (c)
Metafase @ em  coloragdo  com
CMA3/DAPI. As flechas indicam os
cromossomos com intensa marcagao
de CMA3; nos bracgos curtos e longos
(flecha grossa) e regiao
pericentromérica (flecha estreita).
Barra = 2,5 um.
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5. CAPITULO 2

Filogenia cromossomica de Rhagomys rufescens (Rodentia, Sigmodontinae),
por banda G, em relacdo a espécies das tribos Thomasomyini e Oryromyini
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Resumo

Este trabalho pretende, através da comparagdo dos cromossomos em bandeamento G, situar
filogeneticamente Rhagomys rufescens (RRU) (2n = 36) entre duas espécies da tribo
Thomasomyini: Rhipidomys mastacalis (RMA) (2n = 44) e Juliomys pictipes (JP1) (2n = 36),
e duas de Oryzomyini: Oecomys sp. (OSP) (2n = 60) e Oligoryzomys flavescens (OFL) (2n =
64). A arvore mais parcimoniosa revelou uma forte consisténcia do agrupamento entre R.
rufescens e R. mastacalis (bootstrap = 100%), espécie considerada do grupo dos
Thomasomyini “Andinos”, que compreende também os géneros Thomasomys, Aepeomys e
Chilomys. A espécie J. pictipes, considerada Thomasomyini endémica de Floresta Atlantica,
que inclui ainda Delomys, Phaenomys e Wilfredomys, se associa com pouca consisténcia ao
grupo Rhagomys — Rhipidomys (bootstrap inferior a 50%). O mesmo foi verificado entre as
duas espécies da tribo Oryzomyini. O ramo Oecomys sp. € O. flavescens apresentou dez
simplesiomorfias, enquanto o grupo formado por RRU e RMA tem cinco sinapomorfias.
Foram encontradas dez, seis e trés apomorfias em RRU, RMA e JPI, respectivamente.

Palavras-chave: Rhagomys rufescens, homeologia cromossdmica, banda G, Thomasomyini.
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Abreviacgoes

2n ndmero dipléide de cromossomos PAUP Phylogenetic Analysis Using Parsimony

FNa nimero de bracos dos cromossomos autossomos PNMNG Parque Natural Municipal Nascentes do Garcia
IRBP  Interphotoreceptor Retinoid Binding Protein PNSI Parque Nacional da Serra do Itajaf

JPI Juliomys pictipes RMA Rhipidomys mastacalis

OFL Oligoryzomys flavescens RRU Rhagomys rufescens

OSP Oecomys sp.

Introducao

A espécie Rhagomys rufescens (Thomas 1886) é endémica da Floresta Atlantica do
Sul e Sudeste do Brasil, apresentando distribuicdo nos Estados do Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Sao Paulo, Espirito Santo e Santa Catarina (Moojen 1952; Emmons & Feer 1997;
Eisenberg & Redford 1999; Nowak 1999; Percequillo er al. 2004; Pinheiro et al. 2004;
Metzger et al. 2006; Pardini & Umetzu 2006; Steiner-Souza et al. 2008).

As relagdes filogenéticas do género Rhagomys dentro de Sigmodontinae foram obtidas
por Pacheco (2003), utilizando caracteres morfologicos, onde Rhagomys aparece como um
grupo irmao de Abrawayaomys ou dos thomasomyine “Andinos” (Thomasomys, Aepeomys,
Chilomys e Rhipidomys). Na andlise de Percequillo et al. (2004), através de sequéncias de
DNA do gene citocromo b, Rhagomys apresenta posicao filogenética incerta. E D’Elia et al.
(2006), analisando sequéncias de DNA do primeiro exon do gene nuclear IRBP
(Interphotoreceptor Retinoid Binding Protein), verificaram que o género Rhagomys seria um
grupo-irmao de Thomasomys préximo de Aepeomys € Rhipidomys. Assim, nos estudos de
Pacheco (2003) e D’Elia et al. (2006), Rhagomys é considerado um género Thomasomyini.
Para Pacheco (2003) a tribo Thomasomyini é considerada monofilética e seria composta pelos
géneros Delomys, Phaenomys, Juliomys, Wilfredomys, Wiedomys, Rhagomys, Abrawayaomys,

Chilomys, Rhipidomys, Thomasomys (incluindo Erioryzomys e Inomys) e Aepeomys.
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Estudos cariotipicos comparativos, através dos padrdes de bandamentos,
principalmente bandas G, resultando em propostas filogenéticas foram realizados
considerando diferentes grupos de roedores, destacando-se, os Arviculidae (Modi 1987;
Mazurok et al. 2001) e Cricetidae (Sigmodontinae) (Baker et al. 1983; Koop et al. 1984;
Sbalqueiro 1989; Hass 1997; Geise et al. 1998; Volobouev & Aniskin 2000), no entanto, em
nenhuma dessas andlises foram consideradas espécies da tribo Thomasomyini. No presente
trabalho, foi realizada uma comparacdo cromossdmica, em banda G, da espécie Rhagomys
rufescens com espécies Thomasomyini e Oryzomyini, submetidos os dados a uma andlise
parcimoniosa e heuristica. O objetivo foi determinar uma posi¢ao filogenética, baseada em
andlise cromossdmica, de R. rufescens em relacio a espécies possivelmente correlatas
mencionadas na literatura, tendo como grupo externo Oligoryzomys flavescens, considerada

espécie basal dentre os roedores sul-americanos.

Material e Métodos
Caracterizacio da amostra

Foram utilizadas trés espécies da tribo Thomasomyini: Rhagomys rufescens (RRU)
2n = 36 e NA = 50, Rhipidomys mastacalis (RMA) 2n = 44 e NA = 74, Juliomys pictipes
(JPI) 2n = 36 e NA = 34; e duas espécies da tribo Oryzomyini: Oecomys sp. (OSP) 2n = 60 e
NA =64, Oligoryzomys flavescens (OFL) 2n = 64 e NA = 66. Os individuos foram coletados
nos estados do Parand, Santa Catarina e Bahia (Tabela 1), sendo o cariograma de Rhipidomys
mastacalis obtido em Zanchin er al. (1992). Os cromossomos foram obtidos através de
preparagdo direta de medula dssea, apds tratamento com colchicina, segundo a técnica de
Ford & Hamerton (1956), modificada por Sbalqueiro & Nascimento (1996). A técnica de

bandeamento G utilizada foi descrita por Seabright (1971). As metafases de RRU foram
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digitalizadas em um fotomicroscépio Zeiss-Axiophot (Carl Zeiss) acoplado a um sistema de

captura digital de imagens.

(TABELA 1)

Analise de Maxima Parcimonia (PAUP)

Como caracteres, foram considerados os cromossomos de Oligoryzomys flavescens
(OFL — grupo externo), sendo as homeologias cromossdmicas das outras quatro espécies
OSP, RRU, RMA e JPI identificadas a partir de OFL. A presenga, auséncia, mudanga dos
estados e ndo possibilidade de comparacdo dos caracteres formaram uma matriz de dados
(Tabela 2). Considerou-se a mudanca de estado 1 para um evento ou rearranjo, 2 para dois
eventos ou rearranjos e 3 para trés eventos ou rearranjos. Essa matriz foi submetida a andlise
de maxima parcimonia (PAUP* v.4.0b10 software; Phylogenetic Analysis Using Parsimony,
Swofford 2001), usando a opg¢dao de pesquisa exaustiva. Os caracteres foram avaliados
desordenadamente e com o mesmo peso. Para a obtencdo da estabilidade relativa dos nds

utilizamos a estimativa de bootstrap com 1000 repeti¢des.

(TABELA 2)

Resultados

A comparacdo dos cromossomos com bandeamento G das cinco espécies analisadas
forneceram 29 caracteres, sendo os 29 cromossomos de Oligoryzomys flavescens. Estes
cromossomos foram comparados com os cromossomos das espécies OSP, RRU, RMA e JPL
As homeologias ocorreram em cromossomos por inteiro ou rearranjados, sendo possivel a

identificacdo de rearranjos, tais como fusdes em tandem, fissdes céntricas, inversdes
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pericéntricas e delecdes (Tabela 3). Verificou-se a existéncia de um tnico -carater
compartilhado pelas cinco espécies, considerado plesiomorfico, sem a ocorréncia de nenhum
evento de alteracdo cromossdmica: cromossomo OFL 11 correspondeu a OSP 11, RRU 12,
RMA 19 e JPI 14 (Figura 1). Os cromossomos OFL 19 e OFL 21 ndo apresentaram
homeologias nas quatro espécies comparadas, sendo desconsiderados na elaboragdao da matriz

de dados.

(TABELA 3)

(FIGURA 1)

Oecomys sp. (OSP)

As espécies Oligoryzomys flavescens e Oecomys sp. compartilharam 27 homeologias
cromossOmicas inteiras (Figura 1), sendo elas: os cromossomos OFL 2-OSP 5, 3-6, 4-4, 5-1,
6-7, 7-8, 8-10, 9-9, 10-12, 11-11, 12-14, 13-18, 14-13, 15-15, 16-16, 17-19, 18-21, 20-
22, 21-17, 23-25, 24-24, 25-20, 26-23, 27-26, 29-27, 30-28, 31-29. O cromossomo OFL 1
estd representado pela fusdo em tandem dos cromossomos OSP 2 e 3 e o cromossomo OFL 28

nao foi identificado no cariograma de Oecomys sp..

Rhagomys rufescens (RRU)

Entre Oligoryzomys flavescens e Rhagomys rufescens foram encontrados 6
cromossomos inteiros homedlogos (Figura 1), sendo eles OFL 11-RRU 12, 12-11, 15-13,
16-15, 28-17 e 30-8. As demais homeologias apontaram a ocorréncia de rearranjos
cromossOomicos. Assim, o cromossomo OFL 1 é representado pela fusdao em tandem de RRU

14, 10 e 16. Varios eventos de fissdo céntrica foram observados: OFL 2-RRU 1q, 3-2q, 6-3p,
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7-6q, 8-1p, 9-3q, 10-4q distal, 13-7p, 14-5q, 17-5p, 18-6p, 20-4p e 24-4q proximal.
Identificamos uma dele¢do da parte proximal de RRU 9 homedloga a OFL 5. Uma fissdo
céntrica seguida de fusdo em tandem foi observada em OFL 4-RRU 2p + 7q. Os
cromossomos OFL 20, 23, 25, 26, 27, 29 e 31 nao apresentaram homeologia no cariograma de

Rhagomys rufescens.

Rhipidomys mastacalis (RMA)

As espécies Oligoryzomys flavescens e Rhipidomys mastacalis compartilharam 3
homeologias de cromossomos inteiros (Figura 1): OFL 10-RMA 18, 11-19 e 31-16. Os
demais caracteres compartilhados envolveram fissdes, inversdes e delecdes. As fissoes
céntricas foram observadas nas homeologias OFL 3-RMA 17 distal, 15-1p e 17-9q. Também
foi encontrada a fissdo céntrica seguida de fusdo em tandem em OFL 1-1q + 17 proximal. As
inversdes pericéntricas ocorreram nos bracos curtos de RMA, sendo: OFL 2-RMA 3, 4-2, 5-
5 e 9-8. As delecdes foram encontradas nas homeologias OFL 6-RMA 4q, 7-6q, 8-7q. Os
cromossomos OFL 12, 13, 14, 16, 18, 20, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 e 30 ndo apresentaram
homeologia no cariograma de Rhipidomys mastacalis, € os cromossomos RMA 4p, 6p, 7p, 10,

Op, 12, 13, 14, 15, 20 e 21 ndo foram encontrados no cariograma de Oligoryzomys flavescens.

Juliomys pictipes (JPI)

Entre Oligoryzomys flavescens e Juliomys pictipes foram identificados 9
cromossomos inteiramente homedlogos (Figura 1): OFL 4-JPI 3, 6-4, 7-5, 8-9, 9-13, 10-15,
11-14, 13-16 e 15-17. As fusdes em tandem foram observadas em: OFL 1-JPI 1 + 6, 2-2 +
12, 3=7 + 11 e 5-8 + 10. Os cromossomos OFL 12, 14, 16, 17, 18, 20, 21, 23, 24, 25, 26, 27,

28, 29, 30 e 31 nao foram observados no cariograma de Juliomys pictipes.
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Analise filogenética das espécies

Entre os 29 caracteres que compdem a matriz, 12 foram considerados constantes, 12
varidaveis e ndo informativos na parcimonia e 5 informativos para obtencao da parcimdnia. A
4rvore mais parcimoniosa com 25 passos apresentou Indice de Consisténcia (IC) = 1.000 e
Indice de Retengdo (RI) = 1.000 (Figura 2). A 4rvore revelou a espécie Oecomys sp. agrupada
com Oligoryzomys flavescens (grupo externo), sendo espécies da tribo Orizomyini. As
espécies Thomasomyini: RRU, RMA e JPI foram agrupadas em um clado, sendo um
subgrupo formado por RRU e RMA com bootstrap de 100%. A espécies Juliomys pictipes foi
relacionada com o grupo Rhagomys — Rhipidomys, no entanto, apresentou baixa consisténcia

no ramo (bootstrap < 50%).

(FIGURA 2)

Os estados de varios caracteres foram compartilhados por um clado, ou ainda, foram
particulares de uma espécie, sendo verificadas apomorfias, sinapomorfias e simplesiomorfias
(Figura 3). Os estados dos caracteres 50, 140, 170, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 27° foram
compartilhados por OFL e OSP, considerados simplesiomorfias. A tnica simplesiomorfia
compartilhada pelas cinco espécies € o cardter 11, onde OFL 11 corresponde a OSP 11, RRU
12, RMA 19 e JPI 14.

As espécies RRU e RMA compartilham os estados dos caracteres 6' (fissdo céntrica
do cromossomo RRU 3 e delecao do braco RMA 4p), 7" (fissdo céntrica do cromossomo
RRU 6 e deleciao do braco RMA 6p), 8! (fissdo céntrica do cromossomo RRU 1 e delecao do

braco RMA 7p), 9' (fissdo céntrica do cromossomo RRU 3 e inversdo pericéntrica do brago
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RMA 8p) e 17! (fissdao céntrica dos cromossomo RRU 5 e RMA 9), considerados portanto
sinapomorfias.

Apomorfias foram observadas em RRU: 13 (fusdo em tandem dos cromossomos 10,
14 e 16), 2! (fissdo céntrica do cromossomo 1), 3! (fissdo céntrica do cromossomo 2), 4!
(fissdo céntrica dos cromossomos 7 e 2 seguido de fusdo em tandem de 2p e 7q), 5' (delecdo
da parte proximal do 9), 10! (fissdo céntrica do cromossomo 4), 13! (fissdo céntrica do
cromossomo 7), 14! (fissdo céntrica do cromossomo 5), 18! (fissdo céntrica do cromossomo
6), 20! (fissdo céntrica do cromossomo 4) e 22! (fissdo céntrica do cromossomo 4).

Em RMA as apomorfias identificadas foram: 17 (fissdo céntrica dos cromossomos 1
e 17 seguido da fusdo em tandem de 1q e 17 proximal), 2* (inversdo pericéntricas de 3p), 3'
(fissdo do cromossomo 17), 4? (inversao pericéntrica de 3p), 52 (inversao pericéntrica de S5p) e
15! (fissdo céntrica do cromossomo 1).

Ja em JPI as apomorfias foram: 23 (fusdo em tandem dos cromossomos 2 e 12), 32
(fusdo em tandem dos cromossomos 7 e 11) e 53 (fusdao em tandem dos cromossomos 8 e 10).

Esses rearranjos estao representados na Tabela 3.

(FIGURA 3)

Discussao

O género Rhagomys apresenta, além de Rhagomys rufescens, uma segunda espécie
Rhagomys longilingua, com distribuicdo no Peru (Luna & Patterson 2003) e Bolivia
(Villalpando et al. 2006). Segundo Luna & Patterson (2003) e Pacheco (2003) Rhagomys
compde um grupo monofilético. Entretanto, o género € considerado Sigmodontinae incertae

sedis, quando considerada a classificacdo tribal (Reig 1984; McKenna & Bell 1997; Smith &
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Patton 1999; Musser & Carleton 2005), onde Voss (1993) e Steppan (1995) classificam
Rhagomys com sendo um plesiomorphic Neotropical muroid.

Alguns trabalhos investigaram a relacao filogenética do género Rhagomys dentro de
Sigmodontinae. Assim, Pacheco (2003) através de dois tipos de andlise sobre caracteres
morfolégicos, verificou por um deles (com caracteres ndo-ordenados € com 0 mesmo peso),
que Rhagomys rufescens aparece como um grupo irmdo de Abrawayaomys ruschii, porém
com baixa consisténcia do ramo (bootstrap = 49%), enquanto que na outra (com caracteres
ordenados e pesos diferentes), o grupo Abrawayaomys — Rhagomys aparece como grupo-
irmao dos thomasomyine “Andinos” (Thomasomys, Aepeomys, Chilomys e Rhipidomys),
também com baixa consisténcia no ramo (bootstrap = 10%). Percequillo et al. (2004)
compararam sequéncias de DNA do gene citocromo b de Rhagomys rufescens com varias
espécies Sigmodontinae, sendo essa espécie, a partir da andlise de maxima parcimonia,
agrupada com Andinomys, seguida do grupo Thomasomys — Rhipidomys, em ambos o0s
agrupamentos o bootstrap foi inferior a 50%. Na andlise de maxima-probabilidade
(maximum-likelihood), Rhagomys agrupou com Juliomys, seguido por Andinomys, também
como um ramo pouco sustentado (bootstrap menor que 50%). D’Elia et al. (2006),
trabalhando com a outra espécie do género, onde foram comparadas sequéncias de DNA do
primeiro exon do gene nuclear IRBP (Interphotoreceptor Retinoid Binding Protein), constatou
que Rhagomys longilingua, a partir da andlise de maxima parcimdnia, formava um grupo-
irmao com Thomasomys (jacknife = 76%) e proximo de Aepeomys e Rhipidomys, formando
um clado maior (jacknife = 65%). Em outra andlise, a de méxima-probabilidade (maximum-
likelihood), Rhagomys apareceu novamente como um grupo-irmdao com Thomasomys
(jacknife = 70%), formando um clado maior com Aepeomys e Rhipidomys (jacknife = 72%),

com alto grau de confiabilidade devido aos valores observados do jacknife. O agrupamento
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dos géneros Thomasomys, Chilomys e Rhipidomys, formando um clado, foi demonstrado por
Smith & Patton (1999), comparando sequéncias de DNA do gene citocromo b.

Nos trabalhos de Pacheco (2003) e Percequillo et al. (2004) foi utilizado material de
Rhagomys rufescens e a posic¢ao filogenética do género mostrou-se varidvel, onde o grau de
confiabilidade (bootstrap) dos nés das arvores foram baixos, inferiores a 50%. Ao passo que
no de D’Elia er al. (2006), onde a espécie considerada foi Rhagomys longilingua, a formacao
dos clados foram mais confidveis, pois os valores de jacknife foram superiores a 50%.

Os trabalhos de Pacheco (2003), Percequillo et al. (2004) e D’Elia et al. (2006)
mostraram pouca afinidade entre Rhagomys e espécies Thomasomyini consideradas
endémicas de Floresta Atlantica: Delomys, Juliomys, Phaenomys, Wilfredomys. J4 Smith &
Patton (1999) observaram pouca relacdo entre os géneros Rhipidomys, Delomys e
Wilfredomys (=Juliomys), o mesmo observado entre Delomys e Juliomys por Oliveira e
Bonvicino (2002), D’Elia (2003) e D’Elia et al. (2006). Os resultados das nossas
comparacdes cariotipicas foram também indicativos de um agrupamento ndo consistente entre
Rhagomys rufescens e Juliomys pictipes (bootstrap < 50%).

Nossos resultados mostraram um agrupamento de Rhagomys rufescens com
Rhipidomys mastacalis com alto grau de confiabilidade (bootstrap de 100%), sustentando que
0 género Rhagomys apresenta relacdo com espécies consideradas Thomasomyini “Andinos”
conforme Pacheco (2003). Entretanto, um alto grau de confiabilidade ndo se verificou entre as
demais espécies analisadas. Provavelmente, isso se deve a possiveis rearranjos
cromossdmicos que possam ter ocorridos na histdria evolutiva dos caridtipos dessas espécies,
como inversdes, envolvendo pequenos segmentos, translocacdes, fusdes em tandem, ou a
soma desses, e que sdo mais dificeis de identificacdo por metodologia GTG. Estes possiveis
rearranjos poderiam ser inferidos, com maior seguranca, através, p.ex., da metodologia de

Z0OO-FISH, como ocorreu com a proposta filogenética para espécies da tribo Akodontini
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(Sbalqueiro, 1989), baseada nos padrdes cromossomicos em banda G, onde alguns padrdes
cariotipicos s6 foram confirmados e/ou sugeridos por Hass et al. (2008).

As comparagdes cromossomicas, através do bandeamento G, revelaram a ocorréncia,
principalmente, de fusdes em tandem, fissdes céntricas e inversdes na diferenciacdo
cariotipica das quatro espécies estudadas no presente trabalho: Oecomys sp., Rhipidomys
mastacalis, Rhagomys rufescens e Juliomys pictipes. Tais rearranjos, se provocaram heterose
negativa, possivelmente estiveram ligados a processos de isolamento reprodutivo,
consequentemente, especiacdo (King, 1993), assim, estiveram implicados na histdria
evolutiva dessas quatro espécies. No género Rhipidomys (2n = 44 na maioria das espécies e
com variagdo no ndmero de bracos autossémicos), postula-se eventos de inversoes
pericéntricas como responsdveis pela variabilidade cariotipica observada (Zanchin et al. 1992;
Svartman & Almeida 1993; Volobouev & Catzeflis 2000; Andrades-Miranda et al. 2002). Por
fim, a reconstrugao filogenética da tribo Thomasomyini pode ser melhor caracterizada através

da ZOO-FISH, inclusive, com a andlise de mais espécies do grupo.
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TABELA 1. Dados dos exemplares das espécies Oryzomyni e Thomasomyini analisadas.

* - DZUP / CCMZ: Colec¢dao de Mastozoologia do Departamento de Zoologia da Universidade Federal do

Parand. FURB: Colec¢do Cientifica do Laboratério de Biologia Animal da Universidade Regional de Blumenau.

M: Colecdo de Mastozoologia do Departamento de Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. P:

Cole¢do do Departamento de Genética da Universidade Federal do Parand. UFPB: Colecdo de Mamiferos do

Departamento de Sistemadtica e Ecologia da Universidade Federal da Paraiba.

Espécies 2n  FNa Localidade e coordenadas Nuamero original *
Tribo Oryzomyini
Oligoryzomys flavescens Esmeralda, Rio Grande do Sul M 334
64 66
(OFL) (27°02'59"S, 49°08'57"W) (macho)
Fazenda Santa Rita, Palmeira,
Oecomys sp. ) DZUP / CCMZ 102
60 64 Parand
(OSP) (P 1010) (macho)
(25°25'46"S, 50°0023"W)
Tribo Thomasomyini
Rhagomys rufescens PNMNG, Santa Catarina FURB 12602
36 50
(RRU) (27°02'59"S, 49°08'57"W) (macho)
Rhipidomys mastacalis Fazenda Unacau, Una, Bahia UFPB 425
44 74
(RMA) (15°08'42"S, 39°22'37"W) (fémea)
Marumbi III, M3ae Catira,
Juliomys pictipes P 201
36 34 Morretes, Parana
JPD (macho)

(25°20'S, 48°50'W)




TABELA 2. Matriz de dados baseada na presenca e auséncia dos 29 caracteres.

Estado dos caracteres: (0) = compartilhado; (1, 2 ou 3) = com mudanga de estado; (9) = ndo comparavel.

Espécies

OFL OSP RRU RMA JPI

Caracteres
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TABELA 3. Homeologias de cromossomos inteiros, parciais ou rearranjos cromossdmicos

compartilhados entre as espécies.

Estado dos caracteres: (0) = compartilhado; (1, 2 ou 3) = com mudanga de estado; (9) = ndo comparavel.

i Espécies
%
o OFL OSpP RRU RMA JPI
fissio RMA 1 e 17
1 | OFL1 0] fusioOSP3+2 1| fusioRRU 10 +14+16 3 Seﬁﬁg"l‘rﬁﬁo 2| fusdoJPI1+6 1
proximal

2 OFL2 0 OSP 5 0 fissio RRU 1q 1| inversio RMA3p 2| fusaoJPI2+12 3

OFL3 0| OSP6 0| fissio RRU2q 1 ﬁssa"diil;/lm 71| fusao P17+ 11 2

fissio RRU 2 e 7
4 OFL4 0 OSP4 0 seguido de fusdo 1| inversio RMA2p 2 JPI3 0
RRU 2p +7q
5 OFL5 0 OSP 1 0| delecio RRU9 prox 1| inversio RMA5p 2| fusdaoJPIS+10 3
6 OFL6 0 OSP 7 0 fissio RRU 3p 1| delecio RMA4p 1 JPT 4 0
7 OFL7 0 OSP 8 0 fissio RRU 6q 1| delecio RMA6p 1 JPIS 0
8 OFL8 0 OSP 10 0 fissio RRU 1p 1| delecio RMA7p 1 JPI9 0
9 OFLY9 0 OSP 9 0 fissdio RRU 3q 1| inversio RMA8p 1 JPI 13 0
10 | OFL10 0 OSP 12 0| fissio RRU 4qdistal 1 RMA 18 0 JPT 15 0
11 | OFL 11 0 OSP 11 0 RRU 12 0 RMA 19 0 JPI 14 0
12 |OFL12 0 OSP 14 0 RRU 11 0 ndo compardvel 9 | nfo compardvel 9
13 | OFL 13 0 OSP 18 0 fissio RRU 7p 1 nfio compardvel 9 JPL 16 0
14 [OFL 14 0 OSP 13 0 fissdo RRU 5q 1 néo compardvel 9| ndocompardvel 9
15 | OFL 15 0 OSP 15 0 RRU 13 0| fissio RMA 1p 1 JP1 17 0
16 | OFL16 0 OSP 16 0 RRU 15 0| ndocompardvel 9| ndocomparivel 9
17 | OFL17 0 OSP 19 0 fissio RRU 5p 1| fissio RMA 9q 1| ndocomparivel 9
18 | OFL 18 0 OSP 21 0 fissao RRU 6p 1 ndo compardvel 9| ndo compardvel 9
19 | OFL20 0 OSP 22 0 ndo comparavel 9 ndo comparavel 9 | ndocompardvel 9
20 | OFL21 0 OSP 17 0 fissio RRU 4p 1 nfo compardvel 9| ndo compardvel 9
21 | OFL23 0 OSP 25 0 ndo compardvel 9 ndo compardvel 9 | ndo compardvel 9
22 | OFL24 0 OSP 24 0 fissao RRU 4q 1 ndo compardvel 9| nfo compardvel 9
proximal

23 | OFL25 0 OSP 20 0 ndo compardvel 9 ndo comparavel 9 | ndocompardvel 9
24 | OFL26 0 OSP 23 0 ndo compardvel 9 ndo comparavel 9 | ndocompardvel 9
25 | OFL27 0 OSP 26 0 ndo compardvel 9 ndo comparavel 9 | ndo compardvel 9
26 | OFL 28 0| ndocompardvel 9 RRU 17 0 ndo comparavel 9 | ndocompardvel 9
27 | OFL29 0 OSP 27 0 ndo compardvel 9 ndo compardvel 9 | ndo compardvel 9
28 | OFL30 0 OSP 28 0 RRU 8 0 ndo compardvel 9| ndo compardvel 9
29 | OFL31 0 OSP 29 0 ndo comparavel 9 RMA 16 0| ndocompardavel 9
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Figuras
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FIGURA 1. Caracteres compartilhados pelas espécies OFL, OSP, RRU, RMA e JPI. Sdo mostradas as

homeologias entre os cromossomos das cinco espécies.

Estado dos caracteres: (0) = compartilhado; (1, 2 ou 3) = com mudanca de estado; (9) = ndo comparavel.
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Tribo
RIaA Thomasomyini
JPI
OSP
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Oryzomyini
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WP =25
Cl=1.000
Rl =1.000

FIGURA 2. Arvore mais parcimoniosa utilizando caracteres desordenados € com o mesmo peso. NP =

Nimero de Passos; IC = Indice de Consisténcia; IR = Indice de Retencgao. Valor de Bootstrap de 100%

€ mostrado no né que une RRU e RMA.
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FIGURA 3. Reconstrucdo filogenética das cinco espécies analisadas. Os nimeros correspondem aos

caracteres e sobrescritos estdo os numeros das mudancas de estado.

* Apomorfias; * Sinapomorfias ; # Simplesiomorfias.
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6. DISCUSSAO

6.1 ANALISE DO CARIOTIPO DE Rhagomys rufescens

O presente trabalho mostra os primeiros dados citogenéticos do género
Rhagomys, sendo que o caribtipo de Rhagomys rufescens apresenta 2n = 36 € FNa
= 50, com a distribuicAo da heterocromatina constitutiva restrita a regido
pericentromérica de todos os cromossomos, incluindo os sexuais. Este padrao é
uma caracteristica observada na maioria das espécies de roedores, podendo, a
mesma marcacao, variar desde pequenos blocos até conspicuos, ou mesmo estar
ausentes ou restrita a poucos cromossomos. No género Akodon, p. ex., enquanto
em algumas espécies, como A. montensis e A. cursor, a heterocromatina constitutiva
corresponde a pequenos blocos, em outras, como A. paranaensis, é conspicua
(SBALQUEIRO, 1989; SBALQUEIRO e NASCIMENTO, 1996), ao passo que em
Scapteromys tumidus (FREITAS et al, 1984) esta restrita aos cromossomos
sexuais. O cromossomo X, pode ser confundido com o par 9 em coloracédo
convencional por apresentarem tamanhos e morfologia semelhantes. No entanto,
quando sao considerados os padroes de bandeamentos C e G, diferencas
significativas sao detectadas. Na tribo Thomasomyini algumas espécies também
apresentam o cromossomo X similar a um dos pares de autossomos, diferenciados
apenas através de bandeamentos C ou G, como no género Aepeomys (AGUILERA
et al., 2000), Juliomys (BONVICINO e OTAZU, 1999), Rhipidomys (ZANCHIN et al.,
1992a; VOLOBOUEV e CATZEFLIS, 2000; ANDRADES-MIRANDA et al., 2002). Em
Abrawayaomys ruschii (PEREIRA et al., 2008), a identificagdo dos cromossomos
sexuais nao sao confiaveis pois ndo ha dados com qualquer tipo de bandeamento.
No entanto, o X é distinguivel facilmente em espécies de Thomasomys (AGUILERA
et al., 2000) e Delomys (ZANCHIN et al., 1992b).

Quanto as duas bandas G na porcdo mediana do brago longo, uma
caracteristica de cromossomo X acrocéntrico em mamiferos (PATHAK e STOCK,
1974), estas também tém sido observadas em outras espécies Sigmodontinae, como
p. ex., em espécies akodontines e orizomines do Sul do Brasil (SBALQUEIRO et al.,
1984; SBALQUEIRO,1989; SBALQUEIRO e NASCIMENTO, 1996) e Muridae:
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Dasymys (GORDON, 1991) e Mastomys (LYONS et al., 1980). O cromossomo Y de
Rhagomys rufescens apresentou um bloco pequeno de HC na regiao
pericentromérica, similar ao de Akodon sp. (SILVA e YONENAGA-YASSUDA, 1998),
contrariamente ao observado em diversas outras espécies de roedores que
apresentam o Y completamente heterocromatico ou com blocos grandes de HC,
como p. ex., nas espécies dos géneros Akodon (SBALQUEIRO 1989); Delomys
(ZANCHIN et al, 1992b); Deltamys (SBALQUEIRO et al, 1984), Nectomys
(ANDRADES-MIRANDA et al., 2001a); Oligoryzomys (SILVA e YONENAGA-
YASSUDA, 1997; SBALQUEIRO et al., 1991; ANDRADES-MIRANDA et al., 2001b),
Oryzomys (SBALQUEIRO, 1989; SILVA et al., 2000), e Rhipidomys (ANDRADES-
MIRANDA et al., 2002).

As regides organizadoras de nucléolos (RON) sao fitas de DNA presentes no
nucleo da célula onde encontram-se os loci dos genes para RNA ribossémico, sendo
que estas regides apresentam afinidade pela prata quando transcricionalmente
ativas. Em Rhagomys rufescens até seis pares de autossomos foram marcadas pela
coloragao com nitrato de prata, trés pares em suas regides teloméricas e os demais
nas centroméricas. Na Tribo Thomasomyini, as espécies de Rhipidomys e Delomys
apresentam marcagdes em regides teloméricas de cromossomos acrocéntricos
(SBALQUEIRO, 1989; ANDRADES-MIRANDA et al., 2002). No entanto, de forma
geral, poucos trabalhos informam a localizagdo de RON’s em espécies do grupo.

Os sinais mais fortes fluorescentes de CMA3; foram observados na regiao
pericentromérica dos pares 4, 6 e 8, revelando, a constituicdo quimica da cromatina
dessa regido, ricas em bases GC. Infelizmente é reduzido o nimero de trabalhos
com fluorocromos base-especificos no detalhamento de caridtipos de roedores
(MELES et al.,, 2008). No entanto, varias familias de morcegos ja foram estudas
utilizando essa metodologia (BICKHAM, 1987; RUENDAS et al., 1990; SANTOS e
SOUZA 1998a; SANTOS e SOUZA 1998b; SANTOS et al.,, 2001; LEITE-SILVA et
al., 2003).
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6.2 ANALISE DA FILOGENIA DE Rhagomys rufescens

O género Rhagomys compreende duas espécies: R. rufescens e R.
longilingua que compdéem um grupo monofilético (LUNA e PATTERSON, 2003;
PACHECO, 2003). No entanto, o género é considerado Sigmodontinae incertae
sedis, sem classificagédo tribal (REIG, 1984; MCKENNA e BELL, 1997; SMITH e
PATTON, 1999; MUSSER e CARLETON, 2005), enquanro VOSS (1993) e
STEPPAN (1995) avaliam Rhagomys com sendo um plesiomorphic Neotropical
muroid.

As relacbes do género Rhagomys mostram posicao filogenética variavel,
conforme a analise realizada (PERCEQUILLO et al. 2004). Sendo que LUNA-WONG
(2002) relata que Rhagomys longilingua pode ser um grupo-irmao de um género
Oryzomyini Scolomys e LUNA e PATTERSON (2003) atribuiram caracteres
morfolégicos oryzomyines e thomasomyines encontrados no género Rhagomys.

No sentido de contribuir para o esclarecimento dessa polémica, PACHECO
(2003) e DELIA et al. (2006), baseados em dados morfolégicos e moleculares,
respectivamente, propéem que o0 género Rhagomys seja incluido na filogenia da
tribo  Thomasomyini.  Considerando esta proposta, os dados cariotipicos de
Rhagomys rufescens, apresentados no presente trabalho (2n = 36 e FNa = 50), nao
coincidem com a descricdo da maioria das espécies dessa tribo, cuja morfologia
cromossémica acrocéntrica predomina dentro da ampla variabilidade cariotipica,
tanto no numero de cromossomos (2n = 20-82) como no numero de bracos
autossomos (FNa = 34-114). Em destaque as espécies do género Rhipidomys e
Thomasomys, ambos da tribo Thomasomyini, que mostram o 2n = 44 na grande
maioria delas. Por outro lado, fundamentados em nossa analise comparativa dos
padrées cromossdmicos de bandas G com quatro espécies, sendo duas
Thomasomyini: Rhipidomys mastacalis (2n = 44 e FNa = 74) e Juliomys pictipes (2n
= 36 e FNa = 34); e duas Oryzomyini: Oecomys sp. (2n = 60 e FNa = 64) e
Oligoryzomys flavescens (2n = 64 e FNa = 66), verificamos um forte agrupamento de
Rhagomys rufescens com Rhipidomys, revelado pelo valor do bootstrap = 100%, 0
que fortalece as inferéncias de Pacheco (2003) e D’ELIA et al. (2006), ou seja, as
evidéncias cromossOmicas sao igualmente indicativas de uma proximidade

filogenética com a tribo Thomasomyini. Além disso, estes dados também reforcam
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as proposicdes de PACHECO (2003) de que Rhagomys poderia ser incluido entre os
géneros considerados Thomasomyini “Andinos”.  Por outro lado, as espécies
“thomasomyines” endémicas de Floresta Atlantica apresentam dois grupos conforme
sejam seus 2n: um deles compreenderia as espécies Juliomys, com numero baixo
de cromossomos (20 e 36) e de bracos de autossomos (34 e 36) e, no outro grupo,
as espécies de Delomys, Phaenomys e Wilfredomys, com os 2n e FNa maiores (64
a 82 e 72 a 114, respectivamente). Segundo BONVICINO e OTAZU (1999), Juliomys
pictipes (JPI) compartilha pelo menos uma homeologia, na analise de bandas G,
com os cromossomos do cariétipo de Rhipidomys mastacalis (RMA) (2n = 44, FNa =
74) e Rhipidomys sp. (2n = 44, FNa = 50) descritos por ZANCHIN et al. (1992a),
sugerindo similaridade entre os dois géneros. Em nossas comparacboes de
Rhagomys rufescens (RRU) com Juliomys pictipes (JPI), verificamos apenas
homeologias ap6s eventos de rearranjos como fusbées em tandem, sendo apenas
dois cromossomos homeodlogos por inteiro, 0 que indicou um grau de parentesco
pouco confiavel, conforme o valor do bootstrap inferior a 50%, apesar de ser
agrupada em um clado maior com RRU e RMA. Segundo PACHECO (2003),
Rhagomys rufescens estaria relacionada filogeneticamente com Abrawayaomys
ruschii, (2n = 58), no entanto, ndo ha dados cromoss6micos em bandas G
disponiveis no trabalho de descricao do cariétipo da espécies (PEREIRA et al.,
2008) para comparacao e definicdo dessa proposicao.

Para PERCEQUILLO et al, (2004), a combinacdo das evidéncias
morfolégicas e moleculares sugere que Rhagomys poderia constituir uma linhagem
divergente interposta entre mais de um grupo supragenérico, e ser considerado
representante de um grupo antigo que provavelmente habitou as floretas da América
do Sul, acumulando mudancas genéticas que dificultam esclarecer suas relagdes
filogenéticas com os Sigmodontinae atuais.

Outra constatacao interessante em nossos dados foi a de que Oecomys sp.
formou um grupo a parte com Oligoryzomys flavescens, esta indicada como
outgroup, o que era de se esperar tendo em vista que ambas pertencem a tribo
Oryzomyini. No entanto, tanto SMITH e PATTON (1999) como PERCEQUILLO et al.
(2004), baseados em dados moleculares, consideram que n&o ha uma relacao
filogenética préxima entre as mesmas.

A andlise comparativa entre os cariétipos das cinco espécies consideradas

no presente trabalho, indicou que varios rearranjos cromossémicos estao
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contribuindo para a variabilidade tanto nos 2n como nos FNa, bem como, a
importancia desses no estudo filogenético desenvolvido. Entre esses rearranjos,
destacam-se as fusdes em tandem, fissdes céntricas, inversdes e “delecoes”
(provavelmente, translocagdes), que devem ter tido um papel importante na
especiacdo e, como consequéncia, na histéria evolutiva dessas espécies.
Evidentemente que o potencial da metodologia empregada - padroes
cromossémicos de bandeamento G - implica em limitacées inerentes a ela, o que
podera ser esclarecido, futuramente, com a utilizacdo de metodologias com um
maior poder de resolugdo, como € o caso da ZOO-FISH. Em roedores ha muitas
publicacbes mostrando a importancia dos varios tipos de bandeamentos (G, Q e R,
entre outros) em andlises filogenéticas em Arviculidae (MODI, 1987; MAZUROK et
al., 2001) e Cricetidae (Sigmodontinae) (BAKER et al., 1983; KOOP et al., 1984;
SBALQUEIRO, 1989; HASS, 1997; GEISE et al,, 1998; VOLOBOUEV e ANISKIN,
2000). Mais recentemente, o uso da ZOO-FISH, com os mesmos propdsitos, veio
nao sé confirmar a ocorréncia de determinados tipos de rearranjos, como elucidar
uma série de outros de dificil deteccdo, seja pelo tamanho dos segmentos
envolvidos ou de rearranjos complexos, originando arvores filogenéticas mais
confiaveis. Neste sentido, HASS et al. (2008) verificou as relacdes entre as espécies
da tribo Akodontini.
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7. CONCLUSOES

A analise do cariétipo de Rhagomys rufescens através de técnicas de
coloragao convencional, bandeamento cromossdémico (C, G e RON) e coloragcdo com
CMA3/DAPI, assim como a analise filogenética, através da analise comparativa dos
cromossomos em bandeamento G, das espécies Oligoryzomys flavescens,
Oecomys sp., Rhipidomys mastacalis e Juliomys pictipes em comparagdo com
Rhagomys rufescens, permitiram os seguintes conclusoes:

1. O cariétipo de 2n = 36 e FNa = 50, incluindo os padrdes de bandeamentos
C, G, Ag-NOR mais coloracao com fluorocromos CMA3/DAPI, na identificacdo de
regides de HC ricas em bases GC, constitui-se no primeiro relato para a espécie
Rhagomys rufescens;

2. Os cromossomos 9 e X, idénticos em tamanho e morfologia, sao
perfeitamente identificaveis pelos padrdes de bandeamentos C e G;

3. Na tentativa de situar filogeneticamente Rhagomys rufescens, entre
quatro espécies de Sigmodontinae, verificou-se a formagdo de um grupo com
Rhipidomys mastacalis, com alto grau de consisténcia (bootstrap = 100%),
mostrando uma possivel afinidade com espécies consideradas Thomasomyini

“Andinos”;

5. A espécie Juliomys pictipes foi relacionada ao grupo formado por
Rhagomys — Rhipidomys, com baixa sustentacao (bootstrap < 50%);

6. A espécie Oecomys sp. compartiihou dez simplesiomorfias com

Oligoryzomys flavescens, ficando relacionada com o grupo externo;

7. Os rearranjos cromossdmicos mais freqientes na arvore filogenética
obtida foram: fusbes em tandem e inversdes, e respondem pela formacéo dos clados
resultantes: (Rhagomys - Rhipidomys) - Juliomys e (Oecomys - Oligoryzomys);
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8. As sinapormofias observadas entre Rhagomys rufescens e Rhipidomys
mastacalis envolveram fissdes, o que formou o clado Rhagomys — Rhipidomys.
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APENDICES

APENDICE 1 — MATERIAL E METODOS

CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Os oito individuos da espécie Rhagomys rufescens foram coletados no
Parque Natural Municipal Nascentes do Garcia (PNMNG), localizado no estado de
Santa Catarina, regido Sul do Brasil. Esta espécie ja foi registrada em Santa
Catarina, coletada no PNMNG por STEINER-SOUZA et al. (2008), e apresenta
habitos arboricolas e terrestre (PERCEQUILLO et al., 2004), assim, foram utilizadas
armadilhas de passagem Havahart (®) e Shermann (®) suspensas entre 2,0 e 2,5m
de altura do solo (Figura 11), esta metodologia € uma modificacdo de KIERULFF et
al. (1991).

Além dos individuos que foram coletados no presente trabalho, também
foram analisados cinco espécimens citados por STEINER-SOUZA et al. (2008)
obtidos em Santa Catarina no PNMNG.

O PNMNG se localiza nos municipios de Blumenau e Indaial, e esta inserido
no Parque Nacional da Serra do Itajai (PNSI), que abrange cerca de 57.374ha. A
regiao apresenta relevo movimentado, onde as altitudes variam entre 290 a 910m.
Os 5.326ha do PNMNG abrigam um significativo fragmento da Floresta Ombrdfila
Densa do tipo tropical (IBGE, 2004). A cobertura vegetal consiste em 600ha de mata
primaria ndo alterada, e o restante ou sofreu corte raso ou se encontra na forma de
floresta primaria alterada por corte seletivo (BACCA, 1988). As coletas foram
realizadas no Mono (27°02'59,74006"S; 49°08'56,94765"W) (Mapa 3), onde se
encontra mata secundaria em estado de regeneracao avancado e localiza-se a uma
altitude de 700m.
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FIGURA 11 — Armadilhas de passagem Havahart (®) suspensas entre 1,5 e 2,5m de
altura do solo para captura de Rhagomys rufescens.

FONTE: Fotos de R. Pasold e A. F. Testoni.
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MAPA 3 — Localizagdo do Mono, no Parque Natural Nascentes do Garcia, inserido

no Parque Nacional da Serra do ltajai, Estado de Santa Catarina, Sul do Brasil.
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Legenda: Estado de Santa Catarina, Sul do Brasil: - Local das coletas Mono.

As peles e cranios dos animais coletados foram depositados na Colecao
Cientifica do Laboratério de Biologia Animal da Fundacao Universidade Regional de
Blumenau (FURB).

O padrao de bandas G de Rhagomys rufescens foi comparado com as
espécies Rhipidomys mascatalis, Juliomys pictipes e Oecomys sp., Oligoryzomys
flavescens esta utilizada como grupo externo (outgroup) na analise filogenética.

Os padrdes de bandeamento G dos cromossomos das espécies citadas
acima foram obtidos na literatura, ou cedidas gentilmente por pesquisadores
nacionais, conforme mostrado na Tabela 4. Nesta tabela sdo mostradas as siglas
correspondente a cada uma das espécies, 0 2n, o FNa e os autores que cederam o
material para a realizacao da analise filogenética.
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TABELA 4 — Espécies dos roedores utilizadas na analise filogenética.

Espécie 2n FNa Autor / Pesquisador
Oligoryzomys flavescens . J. Sbalqueiro
64 66
(OFL) Sbalqueiro (1989) (UFPR)
Oecomys sp. 50 64 l. J. Sbalqueiro e G. P. Rabelo
(OSP) (UFPR)
L _ N. J. C. Zanchin (UFRGS) e M. S.
Rhipidomys mastacalis _
44 74 Mattevi (UFRGS)
(RMA) _
Zanchin et al. (1992a)
Juliomys pictipes

36 34 I. J. Sbalqueiro (UFPR)
(JPI)
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METODOS CITOGENETICOS

Obtencao de cromossomos mitéticos

A obtencado de cromossomos metafasicos foi através da preparacao direta
da medula 6ssea, adaptada de FORD e HAMERTON (1956) por SBALQUEIRO
(1989) e SBALQUEIRO e NASCIMENTO (1996):

1 — injetar intraperitonialmente solugc&o de colchicina a 0,1% (1ml para cada
100g de peso do animal);

2 — sacrificar o animal ap6s uma hora;

3 — retirar os fémures, seccionar as epifises e injetar solugao hipoténica de
KCI 0,075M para retirada do material da medula;

4 — ressuspender gentilmente e esperar por dez minutos com o material em
banho-maria a 37°C;

5 — centrifugar a 1000 RPM por cinco minutos;

6 — retirar o sobrenadante e fixar o precipitado com 5ml da solugdo de
alcool-acético (3 metanol : 1 acido acético), ressuspender;

7 —trocar o fixador por trés vezes;

8 — apds a ultima centrifugacéao, deixar 1,5ml do fixador para montagem das

[aminas.

Técnicas de coloracao das laminas

Coloracao Convencional

O material fixado foi pingado em laminas limpas, e apds secagem, corado
com Giemsa a 5% em solucédo tampéao fosfato pH 6,8, por 8 minutos.

Coloracao com CMA;/DAPI

A coloracdo com cromomicina (CMA3) e 4°6-Diamidino-2-fenil-indol (DAPI)
localiza os segmentos de DNA ricos em bases repetidas do tipo GC. A técnica
utilizada foi adaptada de SCHWEIZER (1976):
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1 — colocar 80 pl de solugao de cromomicina (0,5 mg/ml) sobre cada lamina,
cobrir com uma laminula e deixar por no minimo 1 hora no escuro;

2 — escorrer a laminula e lavar a lamina com agua H.Od, secar levemente;

3 — colocar cerca de 80 ul de solugdo DAPI (0,2 ug/ml + Antifade) sobre

cada lamina, cobrir com uma laminula retirar o excesso em papel filtro.

Bandeamento CromossOmico

Bandeamento CBG

O bandeamento CBG proporciona a visualizacao de bandas C, através da
aplicagédo de bario (desnaturacao) e corante Giemsa. A técnica utilizada foi adaptada
de SUMNER (1972), conforme SBALQUEIRO (1989):

1 — envelhecer o material fixado em laminas por trés dias em estufa a 40°C
(opcional);

2 — incubar as laminas em solucao de HCI 0,2N a 43-45°C, por dois minutos
e lavar em H,O destilada;

3 — incubar em solucéo de hidréxido de bario 0,2N (5%) a 43-45°C, por trinta
segundos (filtrar Bario);

4 — incubar em solucédo de HCI 0,2N a 65°C, por trinta segundos, e lavar em
H.Od;

5 — incubar em solucédo salina 2SSC (NaCl 0,3M + NazCgHs0O7 0,03M) a 60-
65°C, por quinze minutos;

6 — lavar em H2O destilada e incubar em tampéo fosfato pH 7,2 a 37°C, por
dois minutos (opcional);

7 — corar com Giemsa 5% (diluido em solugdo de tampao fosfato pH 7,2),

por cinco a dez minutos.

Bandeamento GTG

O bandeamento GTG evidencia faixas claras e escuras ao longo dos
cromossomos, através da tripsina e corante Giemsa. A técnica utilizada foi adaptada
de SEABRIGHT (1971), conforme SBALQUEIRO (1989):

1 — preparar as laminas e envelhecer por quatro dias em estufa a 40°C;
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2 — incubar as laminas em tampéao fosfato pH 6,8, por dois minutos a
temperatura ambiente;

3 — incubar em solucédo tampao fosfato pH 6,8 (ou solucdo de Hank’s) com
tripsina a 0,03% por trinta segundos ou menos a 37°C;

4 — lavar rapidamente em H,O destilada, alcool etilico PA e H>Od;

5 — incubar em tampéo fosfato pH 6,8, por um minuto;

6 — corar com Giemsa 2,5% (diluido em solucao de tampéo fosfato pH 7,2)

por cinco minutos.

Bandeamento RON

O bandeamento RON ¢é utilizado para observacao de regides organizadoras
de nucléolo. A técnica utilizada foi adaptada de HOWELL e BLACK (1980), conforme
SBALQUEIRO (1989):

1 — preparar as laminas e envelhecer por cinco dias a 40°C;

2 — incubar as laminas em tampéao borato pH 9,2 por cinco a dez minutos em
temperatura ambiente;

3 — lavar em H,0 destilada;

4 — colocar sobre a lamina duas gotas de solucéo coloidal (0,25g de gelatina
+ 5ml de agua bidestilada aquecida + 0,2 ml de acido férmico), mais quatro gotas de
solucdo de prata a 50% (1g de prata + 2ml de agua bidestilada + duas gotas de
formalina);

5 — homogeneizar as solugées com pipeta Pasteur;

6 — cobrir com laminula, colocar a lamina em uma camara umida (placa de
Petri com papel filtro umedecido), manter em estufa a 70°C até atingir coloragao
castanho-dourada (12 minutos);

7 — lavar em H,Od e tirar a laminula;

8 — corar com Giemsa 2% (diluido em solucao de tampao fosfato pH 7,2) por

um minuto.
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ANALISE CROMOSSOMICA

Analise das metafases em coloracao convencional, CMA3;/DAPI e
bandeamentos

A coloracao convencional foi utilizada para estabelecer o nimero dipléide de
cromossomos (2n), numero de bracos de cromossomos autossémicos (FNa) e a
morfologia dos cromossomos. Em média, foram analisadas 20 metafases por
exemplar coletado, e digitalizadas as dez melhores metafases para montagem dos
cariogramas.

As cinco melhores metéfases de cada individuo , em bandeamentos CBG e
GTG, foram digitalizadas para a montagem dos cariogramas.

Em relacdo as RON’s, foi determinado o numero, tipo e posi¢édo das bandas
em dez células analisadas de cada individuo, conforme SBALQUEIRO (1989).

As laminas submetidas a técnica de coloragdo com CMA3/DAPI foram
analisadas e as metafases melhores foram digitalizadas.

Digitalizacao das metafases

As metafases selecionadas nos diferentes tipos de coloracdes:
convencional, bandeamentos (G, C e RON) e CMA3/DAPI, foram digitalizadas em
um fotomicroscopio Zeiss-Axiophot (Carl Zeiss) acoplado a um sistema de

captura digital de imagens.

Montagem dos cariogramas

A montagem dos cariogramas das espécies analisadas foram efetuadas
levando-se em conta o tipo de coloracdo: sé com Giemsa ou bandamento C (de
acordo com o tamanho e morfologia dos cromossomos) e bandeamento G (tamanho
e padrdo de bandas). A caracterizacdo morfolégica foi baseada na posicdo do
centrbmero, e os cromossomos foram classificados em metacéntricos (M),
submetacéntricos (SM) e acrocéntricos (A). Os cariogramas foram montados com a
auxilio do programa BandView® (Spectral Imaging).
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ESTUDO CLADISTICO

As andlises dos caracteres — bragos cromossémicos, segmentos ou
cromossomos inteiros em bandeamento G — e interpretacdo dos resultados foram
realizadas através dos principios conceituais e metodoldgicos da sistematica
filogenética proposta por HENNIG (1965) aplicada a estudos filogenéticos com dados
citogenéticos, segundo SBALQUEIRO (1989) e OLIVEIRA (1996).

Métodos cladisticos numéricos

As andlises foram feitas através da utilizacdo de métodos cladisticos
numeéricos baseados no critério de parciménia, proposto por KLUGE e FARRIS (1969)
com base em WAGNER (1961).

O método de parciménia foi utilizado para inferir as relagdes de parentesco
entre Rhagomys e as espécies de diferentes géneros de roedores Sigmodontinae.
Neste sentido, foi utilizado o programa PAUP v.4.0b10 software (Phylogenetic
Analysis Using Parsimony, SWOFFORD, 2001) que emprega o método algoritmo
para maximizar o critério de optimizacao da arvore resultante, usando a opcao de
pesquisa exaustiva.

As unidades taxono6micas denominadas de OTU — “Operational Taxonomic
Unit” (SNEATH e SOKAL, 1973) compreendem as espécies dos géneros que foram
comparados, sendo agrupadas de acordo com a sua maior similaridade.

Os caracteres escolhidos foram bragcos cromossémicos ou Cromossomos
inteiros diferenciados pelo bandeamento G. As comparagdes cromossémicas entre as
cinco espécies foram realizadas da seguinte forma: a) primeiramente entre
cromossomos inteiros, sejam acrocéntricos, submetacéntricos e metacéntricas; b) no
caso dos cromossomos SM e M, ndo havendo homeologias, mesmo que parciais,
foram transformados em telocéntricos (fissdo céntrica). Assim, permite-se uma analise
mais adequada das homeologias dos diferentes segmentos cromossOmicos. As
mudancas dos estados dos caracteres foram consideradas levando-se em
consideragdo possiveis eventos de rearranjos cromossOmicos: fusdes, fissoes,
inversoes e delecdes (BOROVIK, 1995; OLIVEIRA et al., 2002).
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Polarizacao

A sistematica filogenética busca o reconhecimento de grupos monofiléticos
através dos padroes de parentesco (NAPP, 1990). Assim, a metodologia cladistica
reconhece as sinapomorfias (caracteres compartilhados ou estados de caracteres
derivados), sendo estas evidéncias validas para justificar grupos monofiléticos. A
comparacao com o grupo externo (WATHROUS e WHEELER, 1984) esta entre um
dos mais utilizados para o reconhecimento de homeologias, justificado com base
metodoldgica da parciménia (NELSON, 1973; NELSON e PLATINICK, 1981;
MADDISON, 1984). Esta metodologia foi adaptada para formulacdo de uma hipotese
filogenética para as espécies deste trabalho, levando em consideracdo os dados
citogenéticos (bandas G) (SBALQUEIRO, 1989; OLIVEIRA, 1996; HASS, 1997).

Este trabalho utilizou como outgroup a espécie Oligoryzomys flavescens
(OFL), por ser considerada de um grupo primitivo dentro de Cricetidae e por possuir a

maioria dos cromossomos autossomos acrocéntricos (SBALQUEIRO, 1989).
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INDIVIDUOS ANALISADOS

Para a descricdo cariotipica de Rhagomys rufescens e analise filogenética
foram utilizadas varias espécies de varias localidades, sendo depositados em varias

colecoes:

Oligoryzomys flavescens: Brasil, Rio Grande do Sul, Esmeralda (27°02'59"S,
49°08'57"W), Fémea: M 334.

Colecado de Mastozoologia do Departamento de Genética da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Material publicado em SBALQUEIRO et al. (1991) e utilizado com autorizacdo dos

autores.

Oecomys sp.: Brasil, Parana, Palmeira, Fazenda Santa Rita (25°25'46"S,
50°00'23"W) Macho: DZUP / CCMZ 102 (P 1010).

Colecao de Mastozoologia do Departamento de Zoologia da Universidade Federal
do Parana (UFPR).

Individuo coletado por: J. M. D. Miranda, R. F. Moro-Rios e J. E. Silva-Pereira.
Material cedido por: I. J. Sbalqueiro e G. P. Rabelo (ambos da UFPR).

Rhagomys rufescens: Brasil, Santa Catarina, Indaial, Parque Natural Nascentes do
Garcia (27°02'59"S, 49°08'57"W), Macho: FURB 9861, FURB 9921, FURB 12593,
FURB 12597, FURB 12602. Fémea: FURB 9908, FURB 12005, FURB 12596.
Colecao Cientifica do Laboratério de Biologia Animal da Universidade Regional de
Blumenau (FURB).

Material obtido do presente estudo e cedido por: Steiner-Souza et al. (2008).

Rhipidomys mastacalis: Brasil, Bahia, Una, Fazenda Unacau (28°03'22"S,
51°11'20"W). Fémea: UFPB 425.

Colecao de Mamiferos do Departamento de Sistematica e Ecologia da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB).

Material publicado em ZANCHIN et al. (1192a) e utilizado com autorizacdo dos

autores.
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Juliomys pictipes: Brasil, Parana, Morretes, Mae Catira, Marumbi Ill (25°20'S,
48°50'W) Macho: P 201.

Colecao de Mastozoologia do Departamento de Genética da Universidade Federal
do Parana (UFPR).

Material cedido por: I. J. Sbalqueiro
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APENDICE 2 - CARIOGRAMAS EM BANDEAMENTO G DAS ESPECIES
ANALISADAS

FIGURA 12 — Cariograma em bandeamento G de Oligoryzomys flavescens, 2n = 64

e FNa = 66, onde os cromossomos estdo numerados conforme nomenclatura
proposta por SBALQUEIRO (1989).
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FIGURA 13 — Cariograma em bandeamento G de Oecomys sp., 2n = 60 e FNa = 64,
onde os cromossomos estdo numerados conforme nomenclatura proposta de I. J.

Sbalqueiro e G. P. Rabelo (comunicagao pessoal).

Obs.: 0 par do cromossomo 27 nao é mostrado.
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FIGURA 14 — Cariograma em bandeamento G de Rhagomys rufescens, 2n = 36 e
FNa = 50, onde os cromossomos estdo numerados conforme nomenclatura proposta

por A. F. Testoni (presente trabalho, Capitulo 1).
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FIGURA 15 — Cariograma em bandeamento G de Rhipidomys mastacalis, 2n = 44 e
FNa = 74, onde os cromossomos estdo numerados conforme nomenclatura proposta
por ZANCHIN et al. (1992a).
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FIGURA 16 — Cariograma de Juliomys pictipes, 2n = 36 e FNa = 34, onde os
cromossomos estdo numerados conforme nomenclatura proposta por 1. J.

Sbalqueiro (comunicacao pessoal).

WR U8 8% @ae
4 5 6

3

as 8¢ AP M

10 11 12 13

an
17




APENDICE 3 - SUPORTE AO ESTUDO FILOGENETICO

TABELA DE CARACTERES
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TABELA 5 — Tabela de caracteres utilizados na andlise filogenética, sendo que os

caracteres considerados foram os cromossomos de Oligoryzomys flavescens (OFL).

Caracter | Cromossomo | Caracter | Cromossomo | Caracter | Cromossomo
1 OFL 1 13 OFL 13 25 OFL 27
2 OFL 2 14 OFL 14 26 OFL 28
3 OFL 3 15 OFL 15 27 OFL 29
4 OFL 4 16 OFL 16 28 OFL 30
5 OFL 5 17 OFL 17 29 OFL 31
6 OFL 6 18 OFL 18
7 OFL7 19 OFL 20
8 OFL 8 20 OFL 21
9 OFL 9 21 OFL 23
10 OFL 10 22 OFL 24
11 OFL 11 23 OFL 25
12 OFL 12 24 OFL 26
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MATRIZ TOTAL

TABELA 6 — Matriz de dados baseada na presenca e auséncia dos 29 caracteres.

Espécies
Caracteres

OFL OSP RRU RMA JPI

o
w
N

BENRRRNNYNIaIzasaniscavoanrana
[eNeoNeoNelNelololololololololololololoelNololNolloelelollollololNo]
O OO VWO OOOODODO0ODO0OOODODO0ODO0ODO0OODODODO0ODO0OOO0ODODODOO —
OO VWO VWOVOV L0V ~L0U 2002 L0022 4 a2 dd
[ I (o I (o I {e I (o Iy o I (o I {o I (o Iy {o Y (o o BE i (o JE_ (o I (o (e B e i e I it I L\ S\ Il \ )
O OO OOWOOVOOWOVOOVOWOVOOWOWOOWODUOWOOODODODODWOMNW—

Estado dos caracteres: (0) = compartilhado; (1, 2 ou 3) =

com mudanca de estado; (9) = ndo comparavel.



HOMEOLOGIAS E REARRANJOS CROMOSSOMICOS
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TABELA 7 — Homeologias de cromossomos inteiros, parciais ou rearranjos

cromossdmicos compartilhados entre as espécies.

5 Espécies
T
8 OFL OSP RRU RMA JPI
1 | OFL1 0| fusdoospa+2 1| fUsd@ORRU10+14 4 ff:;l?idi'\gé :u221107 2| fusioJPI1+6 1
+ 16 RRU 1q + 17 prox
2 OFL 2 0 OSP 5 0 fissdo RRU 1q 1 inversdo RMA 3p 2| fusaoJPI2+12 3
3 OFL 3 0 OSP 6 0 fissao RRU 2q 1| fissso RMA 17 prox 1| fusdoJPI7 +11 2
fissaio RRU2e 7
4 OFL4 O OSP 4 0| seguidodefusdo 1| inversdo RMA2p 2 JPI 3 0
RRU 2p + 79
5 | OFL5 0 OSP 1 0 de'egi?ofRU 9 1| inversio RMA5p 2| fusdo JPI8+10 3
6 OFL 6 0 OSsP7 0 fissao RRU 3p 1 delegdo RMA 4p 1 JPl 4 0
7 OFL 7 0 OSP 8 0 fissdo RRU 6q 1 delecdo RMA 6p 1 JPI 5 0
8 OFL 8 0 OSP 10 0 fissdo RRU 1p 1 delegdo RMA 7p 1 JP19 0
9 OFL 9 0 OSP 9 0 fissao RRU 3q 1 inversdo RMA 8p 1 JPI 13 0
10 | OFL10 O OSP 12 0| fissdo RRU 4qdist 1 RMA 18 0 JPI15 0
11 OFL 11 0 OSP 11 0 RRU 12 0 RMA 19 0 JPI 14 0
12 | OFL12 0 OSP 14 0 RRU 11 0 ndo comparavel 9| ndo comparavel 9
13 | OFL13 0 OSP 18 0 fissio RRU 7p 1 n&o comparavel 9 JPl 16 0
14 | OFL14 0 OSP 13 0 fissao RRU 5q 1 nao comparavel 9| nao comparavel 9
15 | OFL15 ©0 OSP 15 0 RRU 13 0 fissio RMA 1p 1 JPI17 0
16 | OFL16 O OSP 16 0 RRU 15 0 nao comparavel 9| nao comparavel 9
17 | OFL17 O OSP 19 0 fissdo RRU 5p 1 fissdo RMA 9q 1| ndo comparavel 9
18 | OFL18 0 OSP 21 0 fissdo RRU 6p 1 n&o comparavel 9 | nao comparavel 9
19 | OFL20 O OSP 22 0 nao comparavel 9 nao comparavel 9| nao comparavel 9
20 | OFL21 0O OSP 17 0| fissdo RRU 4p 1 n&o comparavel 9| n&do comparavel 9
21 OFL23 O OSP 25 0 nao comparavel 9 nao comparavel 9| ndo comparavel 9
22 | OFL24 0 OSP 24 0| fissdo RRU 4q prox 1 n&o comparavel 9 | nao comparavel 9
23 | OFL25 0 OSP 20 0 nao comparavel 9 nao comparavel 9| nao comparavel 9
24 | OFL26 0 OSP 23 0 nao comparavel 9 nao comparavel 9| nao comparavel 9
25 OFL27 0 OSP 26 0 ndo comparavel 9 ndo comparavel 9| ndo comparavel 9
26 | OFL28 0| naocomparavel 9 RRU 17 0 nédo comparavel 9 | ndo comparavel 9
27 | OFL29 O OSP 27 0| n&o comparavel 9 ndo comparavel 9 | ndo comparavel 9
28 | OFL30 © OSP 28 0 RRU 8 0 n&o comparavel 9 | nao comparavel 9
29 | OFL31 O OSP 29 0| n&o comparavel 9 RMA 16 0| n&do comparavel 9

Estado dos caracteres: (0) = compartilhado; (1, 2 ou 3) = com mudanca de estado; (9) = ndo

compardvel.




