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RESUMO

Thaptomys é um género endémico da Mata Atlantica, com ocorréncia da BA ao RS,
leste do Paraguai e nordeste da Argentina. E considerado monotipico sendo T. nigrita a tnica
espécie conhecida. Cromossomicamente, é caracterizado por dois numeros diploides:
2n=52/NFa=52, observado na maior parte da distribuicdo geografica do género, e
2n=50/NFa=48, exclusivo da BA. Em trabalho prévio, andlises filogenéticas recuperaram dois
clados congruentes com os caridtipos e foi proposto que cada um corresponderia a tdxons
distintos. Morfologicamente, amostras da BA apresentaram distincdo sutil das demais
localidades, mas ndo foi significativa. Alguns estudos abordam aspectos da sistemética e
evolucdo de T. nigrita. A maioria ndo se concentrou em avaliar a variabilidade intragenérica
utilizando amostragem representativa com dados cariotipicos e moleculares. Neste trabalho
foram descritos e comparados caridtipos de Thaptomys de 25 localidades de sete Estados
brasileiros e Argentina. Os cariotipos foram comparados pelas técnicas CBG, GTG, FISH com
sondas teloméricas e pintura de cromossomos para propor 0s mecanismos envolvidos na
diferenciagdo dos cariotipos. Também foram inferidas as relagfes filogenéticas a partir de
sequéncias de Citocromo b e IRBP. Observaram-se cinco numeros diploides (2n=48-52) e dois
NFa (48 e 52), configurando sete cariétipos. Os 2n=48,49a,49b,50b e 51 sdo relatados pela
primeira vez na literatura. Possuem cromossomos grandes de dois bragos, originados por fusdes
céntricas Robertisonianas entre cromossomos acrocéntricos inteiros correspondentes nas
carioformas com 2n=52/2n=50a. Assim existem dois padrfes evolutivos cromossdmicos em
Thaptomys: um com eventos de fuséo céntrica (2n=51-48); e outro com evento de fusdo em
tandem e inversdo pericéntrica (2n=50a). Esses rearranjos podem produzir efeitos mei6ticos
deletérios, mas tem-se dificuldade em detectar hibridos e evidéncias de isolamento reprodutivo,
sendo necessarios cruzamentos experimentais. Do ponto de vista do Conceito Genotipico de
Espécie pode-se propor trés taxons: () 2n=52/NFa=52;(l) 2n=50/NFa=48;e (lIl) 2n=51,50,49,
e 48/NFa=52. Nas analises filogenéticas, nenhum dos cariétipos foi recuperado como
monofilético para ambos os genes, com baixa divergéncia entre os caridtipos (1,2-2,2%).
Diferentes conjuntos de dados e métodos para delimitacdo das espécies podem resultar em
conclusdes ambiguas ou conflitantes. Neste estudo a analise de varios critérios operacionais
levaram a falta de apoio estatistico nas divergéncias morfométricas. As evidéncias citogenéticas
e moleculares mostraram que: ndo hé descontinuidade genética entre populagdes com diferentes
cariotipos; nenhum dos cariétipos foi recuperado como monofilético; ha baixa divergéncia
genética entre individuos com cariétipos distintos; e as formas cariotipicas variantes sdo
derivadas de 2n=52. Por isso, propomos que Thaptomys permaneca monotipico, representado

por T. nigrita.



I. INTRODUCAO

Thaptomys Thomas, 1916 é um género de roedor endémico da Mata Atlantica, com
distribui¢do conhecida no Brasil desde o sul da Bahia até o Rio Grande do Sul, com registros no
leste do Paraguai e nordeste da Argentina (Musser e Carleton 2005). Na compilagdo mais
recente de mamiferos do mundo, Thaptomys é considerado monotipico, sendo T. nigrita
Lichtenstein, 1829 a Unica espécie reconhecida (Musser e Carleton 2005).

Ao longo da histéria taxonémica de Thaptomys, mais de uma espécie ja foi reconhecida
para o género (Tabela 1). Lichtenstein (1829) descreveu Mus nigrita, com localidade tipo nos
arredores do Rio de Janeiro, que foi transferida para Hesperomys por Wagner em 1843. Hensel
(1873) descreveu H. subterraneus, com a localidade tipo restrita @ Taquara do Mundo Novo,
Rio Grande do Sul. Mais tarde, Trouessart (1898) transferiu H. nigrita e H. subterraneus para o
género Akodon.

Thaptomys foi mencionado pela primeira vez por Thomas (1916), com a descri¢do do
género para acomodar a espécie A. subterraneus Hensel, 1873, tornando Taquara do Mundo
Novo, no estado do Rio Grande do Sul, a localidade tipo de Thaptomys. Gyldenstolpe (1932)
incluiu A. nigrita em Thaptomys, ficando o género representado por duas espécies: T.
subterraneus e T. nigrita.

Contudo, Ellerman (1941) prop6s Thaptomys como um subgénero de Akodon, embora
destacasse que esse género caracterizava-se como “um grupo bem diferenciado” em Akodontini.

Posteriormente, Cabrera (1961) reconheceu somente uma espécie com duas
subespécies: Akodon (Thaptomys) nigrita nigrita, com distribuicdo entre o sul da Bahia até o
norte de Santa Catarina, e Akodon (Thaptomys) nigrita subterraneus, com distribuicao do sul de
Sdo Paulo até o norte do Rio Grande do Sul, incluindo o leste do Paraguai e 0 nordeste da
Argentina. No entanto, esta divisdo subespecifica ndo foi citada em estudo realizado por Reig
(1987) porque o autor considerou que a separacdo de Thaptomys de Akodon ndo era justificada,
visto que a diferenca observada em Thaptomys ndo representaria caracteristicas além dos limites
de variacdo ja observados em Akodon.

Hershkovitz (1990, 1998) destacou que a peculiaridade da presenca de um Gnico par de
glandulas prostaticas, em adi¢cdo a cauda curta, unhas das méos longas, cranio rigido, 0sso
parietal rigido, rostro curto e grosso, com 0sso nasal longo, regido interorbital larga, caixa
craniana quadrada, molares relativamente pequenos, incisivos proodontes longos e fortes e o
namero diploide igual a 52 seriam caracteristicas suficientes para distinguir Thaptomys de

Akodon, considerando apenas T. nigrita como representante do género.



Posteriormente, dados moleculares utilizando o gene mitocondrial citocromo b (Smith e
Patton, 1999) revelaram que Thaptomys e Akodon sdo grupos irmdos e que a divergéncia
genética encontrada foi suficiente para separé-los e reafirma-los como géneros distintos.

Tabela 1. Historia taxondmica de Thaptomys.

Epiteto genérico  Subgénero Epiteto especifico Subespécie Referéncia
Mus - nigrita - Lichtenstein, 1829
Hesperomys - nigrita - Wagner, 1843
Hesperomys i subterraneus i Hensel, 1873

- nigrita -
Akodon i subterraneus i Trouessart, 1898

- nigrita -
Thaptomys - subt(_arrgneus - Thomas, 1916
Akodon - nigrita -

- subterraneus -
Thaptomys i nigrita i Gyldenstolpe, 1932
Akodon Thaptomys subt(_arrgneus i Ellerman, 1941

nigrita -
Akodon Thaptomys nigrita —subtt_erre_aneus Cabrera, 1961
nigrita
L Hershkovitz, 1990, 1998;

Thaptomys - nigrita -

Smith e Patton, 1999

Do ponto de vista cromossdmico, durante muitos anos o Unico cariétipo associado a
Thaptomys nigrita era caracterizado por 2n=52 e nimero de bragos autossdbmicos (NFa) igual a
52, com 24 pares de acrocéntricos e um par metacéntrico pequeno, observado em toda a
distribuicdo geografica da espécie no Brasil, nos estados de Espirito Santo, Minas Gerais, Rio
de Janeiro, S8o Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Yonenaga 1975; Souza
1981; Fagundes 1993; 1997; Paresque 2001; Paresque et al. 2004).

Em 2004, foi descrito um cari6tipo novo para Thaptomys com 2n=50 e NFa=48,
composto por 24 pares de acrocéntricos variando gradativamente de tamanho. Esse cari6tipo s6
foi observado para uma localidade do sul da Bahia, representando o extremo norte da
distribuicdo geogréfica para o género (Ventura et al. 2004). As diferencas entre os cariétipos
com 2n=52 e 2n=50 foram atribuidas a um evento de fusdo em tandem do cromossomo 2, um
acrocéntrico médio, com o cromossomo 24, acrocéntrico pequeno, do cari6tipo com 2n=52,
formando o par 2 do cari6tipo com 2n=50; e uma inversado pericéntrica do par 25 (metacéntrico
pequeno) do cariétipo com 2n=52, sendo observado como acrocéntrico no cariétipo de 2n=50
(Ventura et al. 2004).

A primeira proposta de filogenia molecular apresentada para Thaptomys foi baseada em
sequéncias do gene mitocondrial citocromo b (1077 pb) de 18 individuos da Bahia, Espirito

Santo, Sdo Paulo e Parana (Ventura et al. 2010). Nesse estudo os autores recuperaram dois



clados congruentes com os caridtipos, tanto para Maxima Parcimoénia (10.000 replicacgdes),
quanto para Maxima Verossimilhanca (1000 replicacGes): o clado nordeste, representado por
individuos com 2n=50 e o clado sudeste, por espécimes com 2n=52. Os autores sugeriram que a
divergéncia cariotipica (Ventura et al. 2004) e molecular (1,9%-3,5%, Ventura et al. 2010)
seriam compativeis com a distin¢do interespecifica e sugeriram que o cariétipo com 2n=50
representaria uma nova espécie.

Do ponto de vista morfolégico, em um estudo envolvendo a andlise de caracteristicas
morfol6gicas qualitativas e morfométricas, Moreira e Oliveira (2011) utilizaram 379 espécimes
de Thaptomys com representatividade da distribuicdo geografica do género no Brasil (da Bahia
ao Rio Grande do Sul) e mostraram que as diferencas nos caracteres qualitativos externos e
cranianos eram sutis e ndo signifcativas, independentemente da localidade geografica dos
exemplares, mesmo entre as amostras de Una (BA) e do Espirito Santo ao Rio Grande do Sul.

Embora aspectos da sistemética e evolugdo de T. nigrita tenham sido abordados em
varios trabalhos, a maioria dos estudos ndo se concentrou em avaliar a variabilidade molecular
intragenérica utilizando uma amostragem representativa de sua distribuicdo geografica com
dados cariotipicos. Em roedores sigmodontinos, a analise de dados citogenéticos associados a
filogenias moleculares tem sido bastante Util na identificacdo de taxons novos, principalmente
pela grande similariadade morfoldgica observada em varios géneros dessa subfamilia (Fagundes
et al. 2000; Bonvicino et al. 2010; Paresque 2010; Ventura et al. 2011).

Nesse sentido, no presente trabalho foram descritos e comparados os cari6tipos de
Thaptomys, utilizando uma amostra abrangente incluindo amostras de localidades dentro da area
de distribuicdo da espécie ainda ndo utilizadas em estudos anteriores. Os cariétipos foram
submetidos as técnicas de bandeamentos classicos (CBG e GTG), de Hibridacdo in situ
Fluorescente (FISH) com sondas teloméricas e de pintura de cromossomos, para propor 0s
mecanismos cromossdmicos que estdo envolvidos na diferenciacdo desses cariGtipos. Além
disso, foram inferidas as relagdes filogenéticas a partir de sequéncias de marcadores
mitocondrial (Citocromo b - Citb) e nuclear (Interphotoreceptor Retinoid Binding Protein -

IRBP), para auxiliar no melhor entendimento da evolug&o cariotipica e molecular de Thaptomys.



Il. MATERIAIS E METODOS

I1.1. Andlises citogenéticas

11.1.1. Amostra
Dos 112 individuos da amostra total, a caracterizagdo da estrutura cariotipica foi realizada

para 73 individuos de 14 localidades de sete estados brasileiros (Figura 1, Tabela 2).

11.1.2. Preparacdo citogenética e técnicas classicas de bandeamento cromossémico

As metafases foram obtidas a partir de células de medula éssea tratadas com solucéo de
colchicina 0,1% (1ml por 100 g de peso do animal) e fixadas em solugdo Carnoy, segundo
protocolo descrito por Fagundes et al. (1998). Pelo menos 20 metafases por individuo foram
analisadas para a determina¢do do namero diploide (2n) e do nimero de bragos autossdmicos
(NFa).

As metafases foram submetidas ao bandeamento G e C seguindo os protocolos
padronizados de Seabright (1971) e Sumner (1972), respectivamente. As metafases foram
fotodocumentadas com camera digital monocromatica Spectral Imaging em microscépio Nikon
Eclipse 50i e editadas no programa Case Data Manager 6.0 (Bandview) para montagem dos

cariogramas.

11.1.3. Hibridacao in situ Fluorescente (FISH) com sondas teloméricas

As regides teloméricas foram identificadas nos cromossomos usando a técnica de
Hibridacdo in situ Fluorescente (FISH) com dois kits comerciais distintos: “All telomeres”
(Oncor Inc.) para os exemplares de 2n=52 (imagem retirada de Fagundes 1998) e “DAKO
Telomere PNA FISH Kit/Cy3 (K 5326)” para exemplares utilizados no presente estudo. As
imagens foram capturadas usando-se o software ISIS (MetaSystems) em microscopio Carl

Zeiss.

11.1.4. Pintura de Cromossomos

Para a pintura de cromossomos utilizou-se sondas cromossomo especificas obtidas do
genoma de Akodon paranaensis por citometria de fluxo, segundo Ventura et al. (2009). O
procedimento de hibridagdo in situ foi realizado de acordo com Yang et al. (1995) com
modificacdes. Para tanto, as laminas foram desidratadas em série de etanol (70%, 90% e 100%),
secas ao ar e levadas a estufa a 65 °C por uma hora. Apds, as laminas foram desnaturadas em

solugdo 70% formamida/2xSSC a 65 °C por dois minutos, mergulhadas em etanol 70% gelado,



por quatro minutos, e novamente desidratas em série de etanol (70%, 90% e 100%).As sondas
foram desnaturadas a 75 °C por 10 minutos e renaturadas a 37 °C, aplicadas sobre as laminas
(14 pL). As laminas foram cobertas com laminula e incubadas em cdmara Umida por 2 dias a 37
°C. Para a detecgdo das sondas as laminas foram lavadas duas vezes por cinco minutos em
solucéo estringente (para remover o excesso de sonda e de tampéo de hibridac&o), duas vezes
em 2xSSC por cinco minutos (para remover o0 DNA néo especifico e/ou repetitivo hibridado nas
células e cromossomos) e uma vez em solucdo de 4xT por quatro minutos a 42 °C. Os
anticorpos foram aplicados sobre as 1dminas (200 uL ), cobertas com Parafilm e incubadas em
estufa a 37 °C. Posteriormente, as Iaminas foram lavadas trés vezes por trés minutos em solucéo
4xT a 42 °C. As sondas biotiniladas foram detectadas com avidina-Cy3. As laminas foram
contracoradas com DAPI diluido em Vectashield. As imagens foram capturadas usando-se o

software ISIS (MetaSystems).

11.1.5. Andlise comparativa dos cari6tipos

A anélise comparativa dos cariétipos foi baseada nos padrdes de bandas G, na FISH com
sondas teloméricas e na pintura de cromossomos. Nessa abordagem buscou-se identificar
porcBes de DNA ou bragos cromossdmicos inteiros homologos e descrever os mecanismos de

diferenciagdo entre os cariotipos analisados.

11.2. Analises moleculares

11.2.1. Amostra
O DNA de 112 exemplares de 25 localidades (Figura 1; Tabela 2) foi obtido a partir de
amostras de figado ou masculo, conservadas em etanol PA a -20 °C, utilizando o protocolo de

extracdo salina descrito por Bruford et al. (1992).

11.2.2. Sequenciamento

As analises foram baseadas em sequéncias parciais dos genes mitocondrial Citocromo b
(Cit b - primers MVZ05 e MVZ 16 — 801pb) (Smith e Patton 1993) e nuclear
Interphotoreceptor Retinoid Binding Protein (IRBP — primers IRBP +IRBP217 e -IRBP1531 —
1084pb) (Stanhope et al. 1992). Para ambos os genes, os produtos de PCR foram purificados
com a enzima ExoSap e sequenciados em sequenciador automatico ABI Prism 310 (Applied
Biosystems, Inc.) no Nucleo de Genética Aplicada a Biodiversidade da Universidade Federal do

Espirito Santo (NGACB-UFES) ou na Macrogen (Korea). As sequéncias obtidas foram
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submetidas a ferramenta BLAST no software MEGA 5.05 (Tamura et al. 2011), alinhadas e

conferidas manualmente usando 0 mesmo programa.

11.2.3. Andlises intrapopulacionais
O numero de haplétipos (nH) foi determinado por meio do programa DnaSP 5 (Librado e
Rozas 2009).

11.2.4. Andlises interpopulacionais
Os calculos de divergéncia genética foram feitos no software MEGA 5.05 por meio do

modelo evolutivo Kimura 2-pardmetros (Kimura 1980).

11.3. Anélises filogenéticas

Para as inferéncias filogenéticas foram gerados cladogramas utilizando trés critérios de
otimizagdo: Méaxima Parcimbénia (MP), com 1000 replicacles, realizada no MEGA 5.05
(Tamura et al. 2011), Maxima Verossimilhanca (ML), com 1000 replicacdes, na plataforma
online PhyML 3.0 (Guindon et al. 2010) e Inferéncia Bayesiana (IB) no programa Mr. Bayes
3.1 (Huelsenbeck e Ronquist 2001). O melhor modelo de substituicdo nucleotidica para as
inferéncias de ML e IB foi obtido no programa jModelTest 0.1.1 (Posada 2008). Foram
considerados clados confiaveis apenas aqueles que apresentaram valores de bootstrap acima de
50 (MP) e 75 (ML) e probabilidades posteriores acima de 95 (IB). Como grupos externos nas
filogenias de Citocromo b foram usadas sequéncias de “Akodon” serrensis (obtida no presente
estudo), Brucepattersonius soricinus e Necromys lasiurus (retiradas do GenBank — acessos
AY?277486 e EF622509, respectivamente) e nas filogenias de IRBP, A.azarae, A. montensis e
Oecomys bicolor (acessos AY1635781, AY277436 e AY163604, respectivamente).
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Figura 1. Localidades amostradas no presente trabalho. ARG=Argentina, BA=Bahia, ES=Espirito Santo,
MG=Minas Gerais, RJ=Rio de Janeiro, SP=Sao Paulo, PR=Parana, RS=Rio Grande do Sul. 1. Una. 2.
Santa Teresa. 3:Domingos Martins. 4: Castelo. 5: Dores do Rio Preto. 6. Fervedouro. 7. Ouro Preto. 8.
Luminérias. 9. Monte Verde. 10. Itamonte. 11. Itatiaia. 12. Passa Quatro. 13. Delfim Moreira. 14. Sdo
Jodo da Boa Vista. 15. Ribeirdo Grande. 16. Ibitna. 17. Cotia. 18. Piedade. 19. Tapirai. 20. Iguape. 21.
Capao Bonito. 22. Boracéia. 23. Piraquara. 24. Maquiné. 25. Arroio Cuna PirG.
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I11. RESULTADOS

I11.1. Diversidade cariotipica

Dos 73 individuos foram obtidos sete caridtipos distintos, compreendendo cinco
numeros diploides (2n=48, 49, 50, 51 e 52) e dois nimeros de bracos autossémicos (NFa=48 e
52). Dos sete cari6tipos, 0s que possuem 2n=48, 49a, 49b, 50b e 51sdo relatados pela primeira
vez na literatura. Os cromossomos sexuais sdo conservados em todos os caridtipos, sendo o X
acrocéntrico médio e 0 Y submetacéntrico pequeno.

As variagfes cromossomicas observadas envolveram apenas 0S Cromossomos

autossdmicos (Figuras 2 e 3; Tabela 2).

2n=52, NFa=52 (Figura 2): é o cari6tipo mais frequente (58 espécimes, 79%) da amostra e
observado na maior parte da sua distribuicio geografica. E formado por 24 pares acrocéntricos
(pares 1-24), com variacdo gradativa de tamanho, e um par metacéntrico pequeno (par 25).
2n=51, NFa=52 (Figura 3a): foi observado em dois individuos de Luminérias, MG, formado
por um cromossomo submetacéntrico grande, dois acrocéntricos médios de tamanhos diferentes,
similares em tamanho aos bracgos curto e longo do cromossomo submetacéntrico, 21 pares de
acrocéntricos (pares 2-22) com variagdo gradativa de tamanho e um par metacéntrico pequeno
(par 25).

2n=50a, NFa=48 (Figura 3b): apresenta 24 pares acrocéntricos com variagcdo gradativa de
tamanho.

2n=50b, NFa=52 (Figura 3c): conttm um cromossomo submetacéntrico grande e um
metacéntrico grande, distintos entre si em forma e tamanho, 4 cromossomos acrocéntricos de
tamanho distintos, similares aos bragos curto e longo dos cromossomos metacéntrico e
submetacéntrico grandes, 20 pares acrocéntricos (pares 3-22), com variacdo gradativa de
tamanho, e um par metacéntrico pequeno (par 25).

2n=49a, NFa=52 (Figura 3d): contém um par de submetacéntricos grandes, um cromossomo
metacéntrico grande e dois cromossomos acrocéntricos médios, de tamanhos distintos, similares
em tamanho ao bracgo curto e longo do cromossomo metacéntrico, 20 pares acrocéntricos (pares
3-22), com variagdo gradativa de tamanho, um par metacéntrico pequeno (par 25).

2n=49b, NFa=52 (Figura 3e): apresenta um par de cromossomos metacéntricos grandes, um
cromossomo submetacéntrico e dois cromossomos acrocéntricos médios, de tamanhos distintos,
similares em tamanho ao brago curto e longo do cromossomo submetacéntrico, 20 pares de
acrocéntricos (3-22), com variacdo gradativa de tamanho e um par de metacéntricos pequenos
(par 25).

2n=48, NFa=52 (Figura 3f): apresenta um par de cromossomos submetacéntricos grandes e um
par de metacéntricos grandes, 20 pares de acrocéntricos (pares 3-22), com variagdo gradativa de

tamanho, e um par de metacéntricos pequenos (par 25).
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Tabela 2. Procedéncia, nimero de individuos (n), namero diploide (2n) e nimero de bragos autossdmicos (NFa) e namero de haplétipos (nH) dos genes
Citocromo b (Cit b) e Interphotoreceptor Retinoid Binding Protein (IRBP) de Thaptomys.

. P Cari6tipo! Citb IRBP
PAIS ESTADO MUNICIPIO SIGLA 2n NFa n nH Haplétipos n nH haplétipos
Bahia Una UNA 7 50 48 7 5 C1-C5 7 3 12, 18-19
Santa Teresa STE 17 52 52 19 14 C6-12, C20-C21 16 2 12,15
Espirito Santo Domingos Martins DMA 4 52 52 4 4 C9, C13-C15 3 1 12
Dores do Rio Preto DRP 5 52 52 6 5 C6, C16-C19 6 2 12-13
Castelo CAS - - - 1 1 C22 1 1 12
Delfim Moreira DMR - - - 1 1 C33 - - -
Luminarias LUM 8 48-51 52 17 5 C25, C29-C32 8 3 12,17, 115
Itamonte I™ - - - 3 3 C29, C30, C32; C34 2 2 12, 16
Minas Gerais Passa Quatro PSQ - - - 1 1 C34 1 1 12
Ouro Preto OPR - - - 1 1 C28 - - -
Fervedouro FER - - - 6 4 C11, C15, C26-C27 4 1 12
BRASIL _ _ Monte_\/_erde MTV - - - 1 1 C6 - - -
Rio de Janeiro Itatiaia ITA 2 52 52 2 2 C23-C24 1 1 12
Tapirai TAP 3 52 52 5 4 C32, C37-C39 2 1 12
Piedade PIE 1 52 52 2 2 C30, C40 - - -
Ribeirdo Grande RIB 1 - - 3 3 C32, C41C42 - - -
S. Jodo da Boa Vista SJB - 52 52 1 1 C35 1 1 113
Sé&o Paulo Ibilna IBI 1 52 52 2 2 C27,C34 - - -
Cotia COoT 3 52 52 5 4 C32, C34, C44-C45 - - -
Iguape IGU 6 52 52 7 3 C36, C39, C43 4 4 11, 13-14, 110-111
Capdo Bonito CBO 1 52 52 1 1 C36 1 1 11
Boracéia BOR - - - 1 1 C53 - - -
Parana Piraquara PIR 6 52 52 6 4 C39, C46-C48 5 12-13, 112
Rio Grande do Sul Magquiné MAQ 8 52 52 8 3 C49-C51 1 1 14
ARGENTINA Missiones Arroio Cuna Pirul ACP - - - 2 2 C39, C52 2 1 12
TOTAL 73 112 65
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Figura 2. Cari6tipo de macho de Thaptomys nigrita com 2n=52, NFa=52 (LGA 0305).
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Figura 3. Cari6tipos variantes de Thaptomys. a. macho com 2n=51/NFa=52 (LGA 3825) b. macho com 2n=50a/NFa=48 (UFMG 2181). c. fémea com
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(LGA 3827). Os caridtipos apresentados em a, c, d, e e f sdo descritos pela primeira vez na literatura.

16



111.2. Bandeamento C

Em todos os cari6tipos observou-se um pequeno bloco heterocromatico pericentromérico
nos autossomos (Figura 4). O cromossomo Y mostrou-se heterocromatico no brago longo. O
tamanho do bloco heterocromético centromérico dos submetacéntricos grandes (2n=51, 50b,
49a e 48) sempre foi menor que o observado no par metacéntrico grande (2n=48, 49a e 50b).
Verificou-se um polimorfismo de tamanho do bloco heterocromatico no par 8 (2n=51¢ 52) e 7
(2n=50b, 49a e 48).

111.3. Analise comparativa dos cariétipos

O heteromorfisomo de bandamento C detectado nos pares 8 (2n=51 e 52) e 7 (2n= 50b,
49a e 48) sdo similares aos observados no par 9 do 2n=50a da Bahia (Ventura et al. 2004).

A partir da observacdo dos cari6tipos em bandeamento G foi possivel identificar os
cromossomos homologos (Figura 5). A analise comparativa dos cromossomos envolvidos nos
rearranjos (Figura 6) revelou a homologia total de bragos inteiros, com rearranjos envolvendo
fusdo de bragos inteiros, perdas de centrbmeros e teldmeros, tipicas de rearranjos do tipo
Robertsoniano ou fus&o céntrica.

Os bracos longo e curto do submetacéntrico grande (2n=48, 49a, 49b, 50b, 51)
correspondem aos acrocéntrico 1 e 15 (2n=52 e 50a), respectivamente (Figura 6a). Da mesma
forma, os bracos curto e longo do metacéntrico grande correspondem, respectivamente, aos
autossomos 3 e 4 (Figura 6b).

Os segmentos teloméricos detectados pela técnica de Hibridacdo in situ Fluorescente
(Figura 7) foram localizados nas porcles terminais de todos os cromossomos (Figura 7a).
Adicionalmente, nos cariétipos com 2n=51, 50b e 48 (Figuras 7b-7d) observou-se marcagdo
intersticial proximal no braco longo dos submetacéntricos e metacéntricos (seta), coincidente
com o possivel ponto de fusdo decorrente do rearranjo Robertsoniano.

Através da pintura de cromossomos usando sondas cromossomo-especificas de A.
paranaensis (APA) foi possivel confirmar as homologias entre cromossomos inteiros e bragos
dos cromossomos submetacéntricos e metacéntricos de T. nigrita (TNI), visto que apresentaram
as mesmas marcacgdes com a utilizagdo de diferentes sondas (Figura 8). A sonda APA L (Figura
8a) marcou a regido distal do braco curto do submetacéntrico grande TNI 1+15, o que
corresponderia & mesma porc¢do do cromossomo TNI 15. A sonda APA T (Figura 8b) e APA 2
(Figura 8c) marcaram as regifes proximal e distal, respectivamente, do brago longo do
submetacéntrico TNI 1+15, o que corresponderia @ mesma por¢do do cromossomo TNI 1. A
sonda APA S marcou porcdes dos cromossomos TNI 3 e o brago longo do metacéntrico TNI
3+4, correspondendo ao cromossomo TNI 3. O cromossomo 3 foi identificado por um banda G

positiva intermediaria ao braco longo (seta). A sonda APA K marcou no cromossomo TNI 3 e
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no braco longo do submetacéntrico TNI 3+4, ambas em em por¢oes distintas da sonda APA S.
N&o foi detectada homologia de porcbes heterocromaticas. A sonda APA N marcou no
cromossomo TNI 4 e no braco curto do metacéntrico TNI 3+4, correspondendo ao cromossomo
TNI 4.

No rearranjo envolvendo os cromossomos 1 e 15 em que sé&o formados o
submetacéntricos grandes (1+15), a marcacdo telomérica intersticial se localiza proximal no
brago longo, correspondente ao cromossomo 1. Assim, provavelmente no mecanismo que gerou
0S cromossomos no processo de fusdo céntrica houve a quebra cromossémica apds o telémero
do acrocéntrico 15 e antes do centrébmero no acrocéntrico 1 (Figura 9), com consequente fusao
dos segmentos gerando um cromossomo submetacéntrico grande, com um centrdbmero, dois
teldmeros terminais e um telémero intersticial e um pequeno fragmento formado pelo
centrémero e teldmero do autossomo 1, que provavelmente se perdeu. Assim, o submetacéntrico
1+15 possui 0 centromero e de telébmero intersticial derivado do cromossomo 15, este ultimo
correspondendo ao sinal intersticial.

Na formagdo do metacéntrico grande 3+4, originado da fusdo dos cromossomos
acrocéntricos 3 e 4, também se observou marcacdo telomérica intersticial proximal ao braco
longo, correspondente ao cromossomo 3. Dessa maneira, para a formagdo desse cromossomo
houve a quebra ap6s o telémero no acrocéntrico 3 e antes do centrdmero do acrocéntrico 4, com
fusdo dos segmentos gerando um cromossomo metacéntrico grande e perda do telémero e

centrémero do cromossomo 4 com manutencdo de centrémero e telémero do 3.
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Figura 4. Cariétipos em bandeamento C. Observa-se bloco heterocromatico nas regifes pericentroméricas de todos os cromossomos e heteromorfismo
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Figura 5. Cari6tipo de Thaptomys com 2n=49a/NFa=52 em bandeamento G, mostrando o0 rearranjo de
fusdo céntrica em heterozigose.
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Figura 6. Analise cromossdmica comparativa de bandeamento G revelando homologia entre
cromossomos de diferentes cariétipos de Thaptomys. a. Cromossomo submetacéntrico das carioformas
com 2n=51, 50b, 49a, 49b e 48 corresponde aos cromossomos 1 (braco longo) e 15 (brago curto) das
carioformas com 2n=52 e 50a. b. Cromossomo metacéntrico das carioformas com 2n=51, 50b, 49a, 49b e
48 corresponde aos cromossomos 3 e 4 das carioformas com 2n=52 e 50a. O nimero dos cromossomos
sublinhado corresponde a cromossomos das carioformas com 2n=52, e o nimero duplamente sublinhado
corresponde a cromossomos do caridtipo 2n=50a extraido de Ventura et al. (2004). Circulos vermelhos
ilustram a posicdo do centrbmero, os verde, as marcagdes teloméricas intersticiais e 0s asteriscos a

posicdo do centrdbmero (vide Figura 7).
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Figura 7. Hibridagdo in situ Fluorescente (FISH) com sonda telomérica em quatro caridtipos de
Thaptomys. a. 2n=52. b. 2n=48. c. 2n=50b. d. 2n=51. As setas indicam sinais teloméricos intersticiais no
braco longo dos cromossomos grandes com dois bragos.
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Figura 8. Metafases parciais (abaixo) ap6s pintura de cromossomos (acima) de Thaptomys nigrita (TNI)

com 2n=49a/NFa=52 a partir de FISH com sondas cromossomo-especificas de Akodon paranaensis
(APA), revelando homologia de segmentos cromossdmicos eucromaticos e confirmando a homologia dos
cromossomos TNI 1+15 (a-c) e TNI 3+4 (d-f), resultado de fusdo céntrica. a. Homologia da sonda APA L
na regido distal do braco curto do submetacéntrico grande TNI 1+15. b. Homologia da sonda APA T com
a regido proximal do braco longo do submetacéntrico TNI 1+15, coincidindo com a regido da marcacéo
telomérica. c. Homologia da sonda APA 2 no braco longo do submetacéntrico TNI 1+15. d. Homologia
da sonda APA S com porcdes dos cromossomos TNI 3 e braco longo do metacéntrico TNI 3+4. O
cromossomo 3 foi identificado por um banda G positiva intermediaria ao braco longo (seta). e.
Homologia da sonda APA K no braco longo do submetacéntrico TNI 3+4 com por¢Bes no cromossomo
TNI 3. N&o foi detectada homologia de por¢des heterocromaticas. f. Homologia da sonda APA N no

brago curto (cromossomo TNI 4) do metacéntrico TNI 3+4.
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Figura 9. Esquema ilustrando os eventos que originaram 0s cromossomos com dois bragos em
Thaptomys. a. Quebras cromossdmicos proximais nos 1 e 15 acrocéntricos (linha tracejada) e fusdo dos
cromossomos remanescentes com formacgdo do submetacéntrico grande 1+15, manutencdo de teldmero
proximal e centrdmeros do autossomo 15 e perda do centrdmero e teldmero proximal do autossomo 1. b.
Quebras cromossdémicos proximais nos 3 e 4 acrocéntricos (linha tracejada) e fusdo dos cromossomos
remanescentes com formagdo do metacéntrico grande 3+4, manutencdo de teldmero proximal e
centrdmeros do autossomo 3 e perda do centrdmero e teldmero proximal do autossomo 4. Circulos

vermelhos representam os centrémeros e os verde, os telémeros.
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111.4. Andlises filogenéticas moleculares

111.4.1. Citocromo b

Das 112 sequéncias geradas foram obtidos 53 hapl6tipos (Tabela 2). O melhor modelo
evolutivo para as inferéncias filogenéticas de ML e IB foram GTR +I +G (1=0.3640; G=0.6070)
e HKY +1 +G (1=0.4330; G=0.7330), respectivamente. Em todos os trés critérios de otimizacao
utilizados (MP, ML e IB) Thaptomys foi recuperado como grupo monofilético com alto suporte
(99, 100 e 1, respectivamente; Figura 10 e 11).

Nenhum dos sete cariotipos (2n=52, 51, 50a, 50b, 49a, 49b e 48) foi recuperado como
monofilético em nenhum dos critérios de otimizacdo utilizados, com divergéncia genética
variando de 0,1%, entre as formas com 2n=51 e 2n=49b, a 2,2%, entre as formas com 2n=50a e
2n=49b (Tabela 3).

Em todas as inferéncias filogenéticas observou-se a formacéo de um grupo “Central” na
distribuicdo de Thaptomys com suporte de 87, 78 e 0,99 (MP, ML e IB, respectivamente). Esse
grupo é formado por 8 hapl6tipos de amostras de Minas Gerais (Ibitna, Itamonte, Luminérias e
Passa Quatro) e Sdo Paulo (Boracéia, Cotia, Piedade, Ribeirdo e Tapirai). Dos 27 individuos
desse grupo (C29, C32, C33, C34, C37, C40, C45, C53), 11 foram cariotipados e apresentaram
2n=52, 51, 49b e 48/NFa=52.

Observou-se a tendéncia de formacgdo de um clado com 12 hapl6tipos representando
amostras do sul da distribuicdo geogréafica conhecida para Thaptomys (grupo “Sul”), apenas na
analise de ML (boostrap=74), abrangendo espécimes de Sdo Paulo (Capdo Bonito, Iguape,
Ribeirdo e Tapirai), Parana (Piraquara), Rio Grande do Sul (Maquiné) e Argentina (Arroio Cuna
Pird). Nesse grupo todos os exemplares cariotipados (24 de 29 espécimes, Tabela 2)
apresentaram 2n=52/NFa=52.

As demais amostras representam exemplares de todas as outras localidades, incluindo
os cinco haplétipos (em sete individuos) de Una/BA, com 2n=50a/NFa=48, que ndo se
organizaram como grupo monofilético em nenhuma das trés anélises realizadas, e exemplares
com 2n=52, 50b, 49a e 48/NFa=52.

As divergéncias genéticas entre os hapl6tipos variaram de 0,1% entre os haplétipos C25
(Luminérias/Minas Gerais) e C6 (Santa Teresa/Dores do Rio Preto-ES/Monte Verde-MG),
distantes entre si por 468 km, até 3,8% entre os hapl6tipos C50 (Maquiné-RS) e C52 (Boracéia-
SP), distantes entre si por cerca de 850 km. As divergéncias genéticas entre as amostras de Una-

BA com qualquer outro haplétipo variou de 3,4% (Maquiné-RS) a 1,2% (Santa Teresa-ES).
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Tabela 3. Divergéncias genéticas (K2P) para o gene mitocondrial Citocromo b (801pb) entre os

diferentes cariotipos descritos para Thaptomys.

2n=50a 2n=52 2n=49b 2n=51 2n=48 2n=49a
2n=50a - - - - - -
2n=52 |0.019 - - - - -
2n=49b |0.022 0.013 - - - -
2n=51 |0.021 0.013 0.001 - - -
2n=48 |0.016 0.012 0.008 0.007 - -
2n=49a |0.013 0.011 0.013 0.012 0.008 -
2n=50b | 0.012 0.013 0.014 0.014 0.006 0.004
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Figura 10. Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanga com 1000 replicagdes obtida a partir de 112 sequéncias de citocromo b (801 pb) de espécimes de Thaptomys.
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Bayesiana (b) com 3 milhGes de geracBes obtidas a partir de 112 sequéncias de citocromo b (801 pb) de

espécimes de Thaptomys.
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111.4.2. IRBP

Dos 1084 pb gerados para 65 espécimes de 17 localidades, foram obtidos 15 hapl6tipos
(Tabela 2), com divergéncia entre si variando de 0,1% entre amostras de Una e lguape a 1,1%
entre Una e lguape, distantes a cerca de 1.373 km (Tabela 4). O haplétipo 12 foi o mais
frequente, representado por 49 individuos, desde Una, na Bahia, até o extremo da distribuicdo
geografica do género, na Argentina.

O melhor modelo evolutivo para as inferéncias filogenéticas de ML e IB foi GTR +G
(G=0.0170). Em todos os critérios de otimizagdo (MB, ML e IB) Thaptomys foi recuperado
como grupo monofilético com suportes significativos para o clado (99, 100 e 1,
respectivamente). Em nenhuma das analises foi observada a formacéo de grupos monofiléticos
correspondentes aos cariétipos ou que demonstrasse qualquer estruturagdo geogréfica (Figura
12).

— >H13

2n=52

>H12

=H7
>H9 | 2n=50a

91 — >H6 | 2n=52

=H5

>H14 | 2n=52

—]>H2 | 2n=52, 51, 50a e 48

L|—:-H1|]
st1 | 2n=52

L -p3 | 2n=52
100 >H4 | 2n=51
*
— >Hg | 2n=50a
— >H15 | 2n=48
99 =A_montensis

>A_azarae

>0_bicolor

0.0040

Figura 12. Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanca com 1000 replicacdes gerada a partir de 65

sequéncias (1084pb) do gene nuclear IRBP de espécimes de Thaptomys.
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Tabela 4. Divergéncias genéticas (K2P) para o gene nuclear IRBP (1084pb) entre os diferentes hapl6tipos obtidos para Thaptomys.

H1 H2 H3 H4 HS5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 AZA AMO
H1
H2 0.001
H3 0.002 0.001
H4 0.005 0.004 0.005
H5 0.007 0.006 0.007 0.010
H6 0.009 0.008 0.009 0.012 0.002
H7 0.003 0.002 0.003 0.006 0.008 0.010
H8 0.002 0.001 0.002 0.005 0.007 0.009 0.003
H9 0.002 0.001 0.002 0.005 0.007 0.009 0.003 0.002
H10 0.001 0.002 0.003 0.005 0.008 0.010 0.004 0.003 0.003
H11 0.003 0.004 0.003 0.008 0.008 0.010 0.006 0.005 0.005 0.004
H12 0.008 0.007 0.008 0.011 0.011 0.009 0.007 0.008 0.008 0.009 0.009
H13 0.004 0.003 0.004 0.007 0.007 0.009 0.005 0.004 0.004 0.005 0.003 0.008
H14 0.002 0.001 0.002 0.005 0.007 0.009 0.003 0.002 0.002 0.003 0.003 0.008 0.002
H15 0.002 0.001 0.002 0.005 0.007 0.009 0.003 0.002 0.002 0.003 0.005 0.007 0.004 0.002
AZA 0.018 0.017 0.018 0.020 0.022 0.024 0.019 0.018 0.018 0.018 0.019 0.021 0.018 0.016 0.017
AMO 0.015 0.014 0.015 0.018 0.020 0.021 0.016 0.015 0.015 0.016 0.018 0.021 0.017 0.015 0.015 0.007
OBI 0.038 0.037 0.038 0.041 0.043 0.045 0.039 0.038 0.038 0.039 0.041 0.044 0.040 0.038 0.038 0.040 0.037

AZA=A. azarae ((AY1635781), AMO= A. montensis (AY2774262), OBI= O. bicolor (AY163604)
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IV. DISCUSSAO

IV.1. Evolucdo cariotipica em Thaptomys

Em roedores sigmodontinos observa-se grande plasticidade na constitui¢do cariotipica,
com exemplos de variacdo tanto no nimero diploide (2n) quanto na forma dos cromossomos
gerando mudangas no nimero de bracos (NF). Essas variagdes sdo decorrentes de rearranjos
cromossdmicos como fusdes (Robertsonianas ou em tandem), inversdes (pericéntricas ou
paracéntricas), translocaces e reposicionamento de centrdmero (Romanenko et al. 2012).

O padrdo de homologia cromossémica revelado pelo bandeamento G e pela pintura de
cromossomos em Thaptomys mostrou que cromossomos inteiros acrocéntricos se fundem
formando submetacéntricos e metacéntricos grandes por eventos de fusdo céntrica,
exclusivamente em uma amostra de nove espécimes de Luminarias, Minas Gerais. Esse tipo de
rearranjo em Thaptomys é observado pela primeira vez na literatura.

Outra variagdo cromossdmica particular em Thaptomys envolve um evento de fusdo em
tandem de dois cromossomos acrocéntricos e uma inversao pericéntrica do metacéntrico
pequeno, formando o cariétipo de 2n=50a, observado exclusivamente em Una, na Bahia
(Ventura et al. 2004).

Portanto, verifica-se que a partir de um cariétipo basico com 2n=52, composto
fundamentalmente por cromossomos acrocéntricos (Yonenaga 1975; Fagundes 1993; Paresque
et al. 2004), existem dois padrdes evolutivos cromossémicos diferentes: um caracterizado por
eventos de fusdo céntrica, formando cari6tipos com pelo menos um cromossomo grande de dois
bracos (2n=51, 50b, 49a, 49b e 48) e outro caracterizado por evento de fusdo em tandem e
inversdo pericéntrica, com cromossomos essencialmente acrocéntricos (Figura 13). As formas
variantes sdo detectadas em populagdes exclusivas, localizadas em regides consideradas
periféricas, no norte (2n=50a) e oeste-central (2n=48-51) da distribuicdo geografica da espécie.

As formas variantes 2n=48-51 observadas em Minas Gerais envolvem fusbes de
cromossomos acrocéntricos em Vvarias combinagfes, aparentemente sem nenhum sentido
prioritario para ocorrer, de modo que cada carioforma poderia ser resgatada a partir de cariétipo
com 2n=52, independentemente. Assim, para a diferenciagdo do cariétipo com 2n=51 é previsto
que uma fusdo céntrica 1+15 ocorra originando um cromossomo submetacéntrico grande; para a
formac&o daquele com 2n=50b seria necessario ocorrer uma fusdo 1+15 e uma 3+4; para que 0
cariétipo com 2n=49a pudesse ser formado seriam necessarias duas fusdes 1+15 e uma 3+4;
para a formagdo do cariétipo 2n=49b deveriam ocorrer duas fusdes 3+4 e uma 1+15; e

finalmente para a formag&o do 2n=48 seria necessario ocorrer duas fusbes 1+15 e duas 3+4.
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Figura 13. Esquema dos rearranjos envolvidos na evolugdo cariotipica em Thaptomys (FC= fusdo

céntrica, FT= fusdo em tandem, INVp= inverséo pericéntrica).

A deteccdo de resquicios teldméricos nas porcdes pericentroméricas dos cromossomos
submetacéntricos e metacéntricos grandes e a manutencdo do NFa=52 sdo evidéncias que
reforcam a proposta de diferenciacdo por fusdes céntricas do tipo Robertsonianas, ao invés de
fissdo céntrica. Esse tipo de rearranjo envolve a fusdo de dois cromossomos de um braco
(acrocéntricos ou telocéntricos) tendo como resultado a formagdo de elementos de dois bragos
(cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos), com perda do centrbmero de um dos
acrocéntricos envolvidos no rearranjo; ou simplesmente os cromossomos se fundem pelas
regides paracentroméricas produzindo um cromossomo de dois bragos dicéntrico, o que
requereria inativacdo de um dos centromeros (King 1993). No caso de T. nigrita assumimos que
0 primeiro caso ocorra tanto no evento de fusdo 1+15 quanto no 3+4.

A proposta de fissdo céntrica tem baixa probabilidade de ocorrer uma vez que a) a
frequéncia do cari6tipo de 2n=52 € alta, ocorrendo do Espirito Santo a Argentina; b) os
caritipos variantes sdo exclusivos a duas localidades, periféricas & toda a distribuicdo da
espécie; c) a ocorréncia de fissdo pressupde que o caridtipo basico de Thaptomys deveria ser
2n=50 (similar ao da Bahia) ou 2n=48 (similar ao de Minas Gerais), 0s quais sdo
completamente distintos, derivados por mecanismos muito diferentes, restritos a uma localidade
geografica distinta e raros; e por fim d) seria necessario surgir novos telémeros e centrémeros
nos cromossomos derivados, sendo estes segmentos muito especificos do DNA.

Apesar de 0s processos serem distintos, verificamos que houve manutencdo do

segmento telomérico intersticial decorrente dos rearranjos de fusdo céntrica (presente estudo) e
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em tandem (Ventura et al. 2004). Segundo nossa proposta, o teldmero foi mantido durante os
eventos de fusdo. Por outro lado, segmentos sem fungdo nos cromossomos, como telémeros
intersticiais, podem estar sujeitos a alteracdes aleatorias e serem modificados com o passar do
tempo, de maneira que as sondas das técnicas de FISH nédo seriam capazes de detecté-los.

A proposta de que os segmentos teloméricos intersticiais sdo resquicios de eventos
recentes é corroborado pelos dados encontrados por Fagundes e Yonenaga-Yassuda (1998).
Nesse estudo as autoras estabeleceram as homologias cromossomicas entre Akodon montensis
(AMO), com 2n=24 e 25, e Necromys lasiurus (NLA), com 2n=33 e 34 a partir de bandeamento
G e identificaram que o cromossomo AMO 3 é completamente home6logo ao cromossomo
NLA 6+7. Apos FISH com sondas teloméricas foi observada a marcagdo telomérica intersticial
em NLA 6+7 e auséncia de marcacdo em AMO 3. As autoras propde que essa marcacdo em
NLA 6+7 foi detectada pela FISH por ser um evento recente, enquanto em AMO 3 essa mesma
marcacdo ndo foi observada por ser um evento evolutivo antigo, de maneira que possiveis
sequéncias intersticiais acumularam diferencas e ndo puderam ser reveladas pela FISH.

Baseando-se nessa proposta, podemos sugerir que os eventos de fusdo céntrica e em
tandem na formas variantes de Thaptomys sejam recentes. Paralelamente, os dados de pintura
cromossdmica sugerem que segmentos de dois cromossomos distintos de Akodon paranaensis
(APA L e APA T) se fundiram formando o TNI 1 e nesse caso ndo se observa 0s resquicios
teloméricos do evento de fusdo. Assim, duas propostas sdo plausiveis: ou houve perda do
teldmero nesse processo ou o teldmero foi mantido, mas diferenciado com o passar do tempo,
n&o sendo detectado, como previsto por King (1993).

Rearranjos cromossdmicos estruturais s&o muito comuns entre os roedores (Souza 1981;
Patton e Sherwood 1983), dentre eles estdo as fusdes céntricas, como observadas em Sigmodon
fulviventer ou Mus (Patton e Sherwood 1983), em tandem, como Juliomys (Costa et al. 2007;
Paresque et al. 2009) e Deltamys (Ventura et al. 2011) e as inversdes pericéntricas, detectadas
em Akodon cursor (Fagundes et al. 1997b), Oligorizomys nigripes (Paresque et al. 2007) e
Cerradomys langguthi (Maia e Hulak 1981). Esses rearranjos possuem a capacidade de causar a
segregacdo incorreta dos cromossomos na meiose dos hibridos produzindo aneuploidias,
duplicagdes, dele¢des ou até mesmo de impedir completamente a meiose (King 1993), atuando,
dessa maneira, como uma barreira p6s-zigética. Entretanto, se ocorre a segregacdo normal dos
produtos da meiose em heterozigotos para essas mudancas, eles ndo resultardo em um
isolamento pos zigdtico, mas na formacédo de caridtipos polimdrficos (King 1993).

Diferencas cromossdmicas sdo consideradas polimorfismos em casos de alteragdes
estruturais em que as formas normal e rearranjada sdo possiveis de ocorrer a0 mesmo tempo na
mesma regido (Sumner 1990). As diferengas cariotipicas seriam consideradas como diferengas
cromossémicas geogréaficas intraespecificas em populagdes disjuntas que apresentem

constitui¢des cariotipicas distintas, ou seja, com e sem o rearranjo (Kasahara 2009). Essa
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configuracdo é observada em Thaptomys, em que os diferentes cariotipos parecem estar isolados
geograficamente e as popula¢es com formas variantes ndo estao proximas uma das outras.

Apesar dos rearranjos de fusBes céntricas, em tandem e inversfes pericéntricas terem o
potencial de produzir efeitos meidticos deletérios, citogeneticistas de populagbes tem
encontrado dificuldade em detectar hibridos, rearranjos que levem ao isolamento reprodutivo,
pois a amostragem é um elemento importante para responder a essas questdes (King 1993).
Além disso, cruzamentos experimentais representam a chave para estudos que abordem esse
tema. No caso de Thaptomys nigrita, consideramos que 0s novos caritipos constituem
diferencas cromossémicas geograficas intraespecificas em populacdes disjuntas.

IV.2. Thaptomys, um género monotipico? Uma visdo sob diferentes critérios operacionais.

Espécies sdo consideradas as unidades fundamentais para estudos de ecologia,
evolucgdo, sistematica e biologia da conservacdo (Sites e Marshall 2004). Entretanto, um dos
maiores problemas entre os taxonomistas atualmente € a falta de consenso sobre o que € uma
espécie. Na literatura, sdo encontrados mais de 26 conceitos de espécie (Mallet 2005).

Alguns autores (como Sites e Marshall 2004) dividem os conceitos de espécie em
priméarios e secundarios. Nesse contexto, os conceitos primarios definiriam, teoricamente, as
entidades como espécies (por exemplo, o conceito evolutivo de espécie); enquanto que 0s
conceitos secundarios tratariam dos métodos operacionais (morfologia, morfometria,
cromossomo, sequenciamento de DNA) utilizados para identificar as entidades bioldgicas de
acordo com 0s conceitos primarios.

Mesmo assim, diferentes conjuntos de dados e métodos para delimitacdo das espécies
podem resultar em conclusdes ambiguas ou conflitantes (Hey et al. 2003; Sites e Marshall 2003)
como consequéncia de multiplos processos evolutivos que operam dentro e entre populagdes
através de variadas escalas espago-temporais (Harrison 1998; Lee 2003). A partir dos dados
apresentados no presente estudo tem-se a oportunidade de discutir o tAxon Thaptomys nigrita do
ponto de vista de varios critérios operacionais: citogenético, filogenético a partir de sequéncias
de DNA, e morfologico, a partir de dados secundérios.

A andlise do caridtipo, principalmente se estendida a varios exemplares coletados em
diferentes localidades e com o emprego de técnicas diversas de marcagdo cromossémica, é uma
forma de caracterizar uma espécie de forma mais completa do ponto de vista dos seus
cromossomos. Com isso, sdo obtidos conhecimentos sobre a possivel ocorréncia de diferentes
constituicdes cariotipicas que podem corresponder a casos de polimorfismo cromossémico, a
caridtipos espécie-especificos ou representar citdtipos distintos restritos a determinadas
localidades (Kasahara 2009).
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Mallet (1995) propGe outro conceito de espécie baseado em agrupamentos genotipicos
(clusters) em que “espécies sdo agrupamentos de entidades bioldgicas, monotipicas ou
politipicas, reconhecidos pode meio de dois tipos de conjunto de dados: (1) morfoldgico
(presenca ou auséncia de caracteristicas) e (2) genético (aloenzimas, cromossomos, loci, etc)”.

Nesse sentido, em uma interpretacdo baseada exclusivamente nos dados cariotipicos,
seria razodvel afirmar que o cromossomo em Thaptomys atuaria como barreira pré ou pos-
zigbtica devido aos rearranjos de fusdo céntrica, em tandem e inversao pericéntrica. Assim,
nesse cenario hipotético, seriam observados trés taxons para o género: (I) 2n=52, NFa=52
caridtipo mais frequente, com maior distribuicdo geografica e sem nenhum rearranjo; (II)
2n=50, NFa=48, exclusivo de Una-BA, localizado no extremo norte da distribuicdo para o
género, em que se observa uma fusdo em tandem e uma inversao pericéntrica; e (1) 2n=51, 50,
49, e 48, NFa=52, exclusivos de Luminarias-MG, localizados no extremo oeste da distribuigdo
para o género, em que sdo detectadas fusBes céntricas em varias combinag¢fes. Como as fusdes
céntricas observadas nesse taxon sempre envolvem 0s mesmos pares cromossémicos para a
fusdo 1+15, 3+4 ou para ambas e foram observadas em 66% (seis espécimes em nove
amostrados) dos espécimes coletados como carioformas heterozigotas, a variacdo de 2n nessa
populacéo seria um polimorfismo.

Uma observagdo interessante em relacdo a distribuicdo geogréfica dos diferentes
cariotipos de Thaptomys é que eles nunca foram detectados em simpatria. Esse fato pode refletir
apenas um problema amostral. Por outro lado, os diferentes cari6tipos parecem estar isolados
geograficamente e as popula¢des ndo estdo préximas umas das outras, principalmente no que se
refere as formas variantes de 2n=52. N&o ha evidéncias de hibridos entre essas formas 2n=50
(Bahia), 2n=48-51 (Minas Gerais) e 2n=52. Nesse caso, é esperado que nao esteja ocorrendo
fluxo génico entre as diferentes carioformas observadas em Thaptomys, pois a fixagdo de um
rearranjo cromossémico com alta frequéncia em uma populacdo acarretaria a separacdo dessa
populagdo em dois subgrupos ndo intercruzantes (com e sem 0 rearranjo cromossémico),
representando uma barreira ao fluxo génico (Rieseberg 2001). O modelo de especiacéo
cromossdmico peripatrico (Baker e Bickham 1986), por sua vez, leva em consideracdo aspectos
geogréficos, no qual populagBes fundadoras de pequeno tamanho tenderiam a representar
espécies distintas, sendo o cromossomo o fator desencadeador do processo de especiacao.

Se por um lado o fluxo génico se torna um fator importante para a definicdo de uma
espécie segundo o CBE, por outro ndo é possivel fazer afirmagdes sobre fluxo génico (ou sua
auséncia) sem avaliar dados sobre a diversidade genética das popula¢cBes. Em nosso estudo,
investigamos a divergéncia genética das populagdes e formagdo de grupos monofiléticos a partir
de sequéncia de DNA do gene citocromo b e IRBP de todas as formas cromossdmicas
observadas de modo a trazer novos indicios que viessem a contribuir com a identificacdo de

mais de um tdxon em Thaptomys.
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Os métodos cladisticos revolucionaram a sistematica propondo que toda a classificagdo
deve ser baseada na idéia de monofilia. Sendo assim, esse novo sistema propde que grupos
parafiléticos e polifiléticos ndo sdo agrupamentos naturais e que ndo devem ser usados na
taxonomia (Mallet 2007). Essa ideia levou a formulacdo de um critério de monofilia das
espécies, o conceito filogenético de Hennig (1966). Nesse caso, espécies sdo vistas como uma
popula¢do com individuos que se separam em dois ramos ou linhagens que ndo mais trocam
material genético. Em uma formula¢do um pouco diferente, o conceito cladistico propde que as
espécies sdo ramos na filogenia com cada evento de ramificagdo conduzindo a um novo par de
espécies (Ridley 1996). Caso contrério, se apenas um dos dois ramos for reconhecido como
novo, o outro ramo se torna parafilético (Mallet 2007).

No presente estudo utilizamos a amostra mais completa em uma abordagem
cromossdmica e molecular em Thaptomys, compreendendo 112 espécimes, 25 localidades ao
longo de sete dos oito estados brasileiros com ocorrréncia conhecida para o género, até o norte
da Argentina, além da localidade tipo, Rio de Janeiro. Em nossas analises filogenéticas nenhum
dos sete cariotipos foi recuperado como grupo monofilético. As divergéncias genéticas entre 0s
cariotipos variaram de 1,2 a 2,2%, 0 que € comumente encontrado em analises intraespecificas
em mamiferos (Bradley e Baker 2001; Baker e Bradley 2006). Além disso, hapl6tipos sdo
compartilhados entre individuos com 2n=50 (Bahia), 2n=48-51 (Minas Gerais), 2n=52 (Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul) e espécimes da Argentina para
sequéncias de IRBP, distantes a cerca de 2.072 km.

Nossos dados foram discordantes do observado por Ventura et al. (2010), no qual foram
recuperados dois clados congruentes com os cari6tipos 2n=50 (Bahia) e 2n=52 (Espirito Santo,
Sdo Paulo e Parand) com divergéncia genética de 1,9% a 3,5%. Nesse estudo os autores
sugerem que 0s espécimes com cari6tipo 2n=50 seria um taxon distinto daquele com 2n=52.
Uma analise comparativa dos dados de Ventura et al. (2010) e do presente estudo mostra que no
primeiro foram utilizadas 18 sequéncias (1077 pb) do gene Citocromo b; quatro estados; sete
localidades (Una-BA; Santa Teresa e Domingos Martins-ES, Biritiba Mirim, S&o Bernardo do
Campo, Pilar do Sul e Iguape-SP; e Ortigueira-PR); com baixos valores de bootstrap para 0s
clados recuperados (96-89% para MP e 61-52% para ML). Assim, atribuimos a formacéo dos
clados como decorréncia de uma amostra reduzida e descontinua, com pequena abrangéncia se
comparada & distribuicdo geogréfica para o género, o que provavelmente levou a formagdo
desses dois agrupamentos.

Para esclarecer como a composi¢do da amostra pode influenciar a formacdo dos clados
em Thaptomys, utilizamos uma sub-amostra dos nossos dados composta por individuos com
localidades préximas as testadas por Ventura et al. (2010) (Figura 14). Essa simulagdo mostra
que o clado com 2n=50a foi recuperado como monofilético. Segundo essa interpretacdo, se

nossa amostra fosse reduzida, os mesmos grupos obtidos previamente por Ventura et al. (2010)
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também seriam recuperados. No presente estudo, usando uma amostra mais abrangente, a
formac&o dos clados apresentados em Ventura et al. (2010) ndo é recuperada. Portanto, segundo
nossa interpretacdo, a forma da Bahia com 2n=50 ndo representa um td&xon novo como proposto
previamente.

Apesar de alguns pequenos mamiferos apresentarem baixa divergéncia genética entre
suas espécies (Romanenko et al. 2012), outros como Monodelphis domestica (Duda, 2012) e
Nectomys squamipes (Almeida et al. 2000; 2005) apresentam uma distribui¢do tdo ampla quanto
a de Thaptomys e niveis de divergéncia genética baixos entre as popula¢fes dos extremos norte
e sul das suas distribuicBes geogréficas, variando nos mesmos niveis que 0s observados aqui em
Thaptomys.

Sobre os clados observados no presente estudo na arvore de ML obtida a partir das
sequéncias de Citocromo b, o clado Sul teve baixo suporte (74%) e é composto por 29
espécimes de Sdo Paulo (Capdo Bonito, Iguape, Ribeirdo Grande e Tapirai), Parana (Piraquara),
Rio Grande do Sul (Maquiné) e Argentina (Arroio Cund Pir(), dos quais 24 apresentam
2n=52/NFa=52. Foi encontrada baixa divergéncia genética entre o clado Sul e os demais
espécimes, variando de 1,9 a 2,2%. Ventura et al. (2010) também recuperaram amostras do sul
de Séo Paulo (Iguape) e Parana (Ortigueira) com 2n=52/NFa=52 como monofilético, com baixo
suporte na andlise de ML (71%). Embora esse clado coincida com a distribuicdo de T.
subterraneus, espécie sinonimizada com T. nigrita por Cabrera (1961), nossos dados ndo
sugerem que esse agrupamento do clado sul represente um outro taxon.

Similarmente, em uma abordagem morfolégica e morfométrica, Moreira e Oliveira
(2011) utilizaram 379 espécimes de Thaptomys de 29 localidades, desde a Bahia até o Rio
Grande do Sul e encontraram uma baixa variacdo interpopulacional, mostrando divergéncia
morfométrica sutil e ndo significativa, levantando questdes sobre a validade de um novo taxon
como proposto por Ventura et. al. (2010). Entretanto, os autores afirmam que os dados ndo dédo
suporte para sugerir um taxon novo em Thaptomys. Além disso, mesmo com um intervalo
amostral de 540 km entre as amostras da Bahia e o ponto mais ao norte amostrado, Santa
Teresa-ES, os autores observaram que, a partir das analises de UPGMA e Neighbor-Joining,
amostras de S&o Paulo (lguape e Biritiba-Mirim) ficaram agrupadas com amostras da Bahia
(Una). Assim, as diferencas encontradas ndo representariam uma descontinuidade em
Thaptomys, ou seja, que as amostras da Bahia ndo representariam outro tdxon, mas sim um
artefato da amostragem geogréfica desigual.

Diante da falta de apoio estatistico nos padrfes de divergéncias morfométricas,
jutamente com as evidéncias citogenéticas e moleculares, em que ndo ha evidéncias de
descontinuidade genética entre populagbes com diferentes carioformas, que nenhum dos

cariotipos foi recuperado como grupo monofilético; que ha baixa divergéncia genética entre
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individuos com cariotipos distintos; que as formas cariotipicas variantes sdo derivadas de

2n=52, propomos que Thaptomys permaneca monotipico, sendo representado por T. nigrita.
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Figura 14. Arvores Filogenéticas de Méaxima Parcimonia com 1000 replicagdes do gene Citocromo b em que foi possivel recuperar os clados Nordeste, correspondente ao
2n=50 da Bahia, e Sudeste, representado por amostras com 2n=52. a. Arvore retirada de Ventura et al. (2010). b. Arvore gerada a partir de uma sub-amostra do presente
estudo mostrando que os dados de Ventura et al. (2010) estdo influenciados pela pequena amostragem.
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VI. APENDICE

PAIS - ESTADO: Municipio (coordenada geografica): localidade: nimero de identificagio do
exemplar (haplotipo citocromo b; haplétipo IRBP).

Siglas referentes as colegBes ou coletores: AC: Alexandre Christoff, LGA: Laboratério de
Genética Animal, UFES; MN: Museu Nacional, UFRJ; UFMG: Colecdo de Mamiferos do
Departamento de Zoologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, ICB, UFMG; HGB: Helena de
Godoy Bergallo; JAO: Jodo Alves Oliveira; RP: Renata Pardini; UP: Ulyses Pardinas.

BRASIL — BAHIA: Una (15°18’S; 39°04’W): Fazenda Jueirana: UFMG 2017 (C4;12),
UFMG 2018 (C3;19), UFMG 2180 (C2;12), UFMG 2181 (C3;12); Reserva Biologica de Una:
UFMG 2019 (C1;12), CIT 0935 (C1;12); Fazenda Bolandeira: UFMG 2020 (C5;18).
ESPIRITO SANTO: Santa Teresa (19°55'S, 40°36'W): Estacdo Bioldgica de Santa Licia:
LGA 76 (C6;12), LGA 77 (C7;12), LGA 81 (C7), LGA 83 (C8;12), LGA 93 (C7;12), LGA 94
(C7;12), LGA 98 (C9;12), LGA 102 (C6;12), LGA 103 (C10;12), LGA 105 (C9;12), LGA 111
(C7), LGA 116 (C9;12), LGA 117 (C11;12), LGA 127 (C12;12), LGA 703 (C6;12), LGA 997
(C11;15), LGA 2943 (C20;12), MBML 2288 (C21;12), MBML 2337 (C11); Domingos
Martins (20°22'S, 40°40'W): Parque Estadual Pedra Azul: LGA 958 (C13;12), LGA 959
(C14;12), LGA 974 (C15), LGA 977 (C9;12); Castelo (20°36'13"S, 41°11'05"W): Fazenda
Forno Grande: MBML 2650 (C22;12); Dores do Rio Preto (20°28’S, 41°49°W): Parque
Nacional do Caparad: LGA 1376 (C16;12), LGA 1486 (C6;12), LGA 1491 (C17;13), LGA
1632 (C18;12), LGA 1635 (C9;12), LGA 1652 (C19;12). MINAS GERAIS: Delfim
Moreira (22°30’S, 45°17°W): Fazenda da Onga: UFMG 1839 (C11); Passa Quatro
(22°24'S, 44°59'W): Fazenda do Itaguaré: UFMG 1838 (C34;12); Ouro Preto (20°18’S,
43°31°W): UFMG 1851 (C28); Fervedouro (20°43°S, 42°28°W): Fazenda Neblina: UFMG
1841 (C15;12), UFMG 1843 (C11), UFMG 1847 (C11;12), UFMG 1848 (C26), UFMG 1849
(C27;12), UFMG 1850 (C26;12); Monte Verde (19°53'S, 41°57'W): EF 206815 (C6);
Lumindrias (21°34'12"S, 44°47'24"W): Fazenda Pedra do Navio: LGA 3065 (C29), LGA
3066 (C30), LGA 3067 (C29;12), LGA 3819 (C31), LGA 3821 (C30;12), LGA 3825 (C32),
LGA 3827 (C32;115), LGA 3830, LGA 3836 (C30;115), MP 594 (C29;12), MP 611 (C29),
MP 619 (C29;17), MP 626 (C29), MP 627 (C29), MP 629 (C29), MP 630 (C29;12), MP 631
(C25), MP 632 (C29;12); Itamonte (22°09'S, 44°44'24"W): Serra do Papagaio: MP 474
(C32:12), MP 496 (C34;16), MP 508 (C30). RIO DE JANEIRO: Itatiaia (22°23°S,
44°43°W): Parque Nacional de Itatiaia: MN 48074 (C23), HGB 385 (C24;12). SAO
PAULO: Sao Joao da Boa Vista (21°58°S, 46°47°W): Fazenda Santa Tereza: HGB DB 05
(C35;113); Ibitna (23°37°S, 46°56’W): Reserva de Morro Grande: RP 66 (C34), RP 193
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(C27); Iguape (24°43’S, 47°33°W): CIT 204 (C43), CIT 260 (C36;13), CIT 261 (C39;14),
CIT 320 (C39;110), CIT 324 (C39;I11), CIT 325 (C36), CIT 330 (C36;l11); Piedade
(23°49'48"S, 47°27'W): AB_276 (C30), AB_274 (C40); Tapirai (23°54'36"S, 47°27'W):
AB_194 (C32;12), AB_214 (C32), AB_185 (C37;12) AB_209 (C38) AB_ 236 (C39);
Ribeirdo Grande (22°10'48"S, 48°46'12"W): RP_155 (C32), AB_577 (C41) AB_744 (C42);
Cotia (23%45'S, 47°W): B_302 (C32), B_712 (C34) B_789 (C34) B_355 (C44) B_716 (C45);
Capdo Bonito (24°1012"S, 48°14'24"W): AB_127 (C36;l1); Boracéia (24°04'48"S,
48°22'12"W): AF 108666 (C53). PARANA: Piraquara (25°21°S, 49°04’W): Mananciais da
Serra: JAO 1020 (C46), JAO 1021 (C47;12), JAO 1024 (C39;112), JAO 1563 (C39;12), JAO
1573 (C48;13), JAO 1575 (C48;12).RIO GRANDE DO SUL: Maquiné (29°40°S,
50°34’W): AC 662 (C49) AC 666 (C50), AC 684 (C49), AC 675 (C51), AC 679 (C50;114),
AC 680 (C49), AC 685 (C49), LGA 323 (C49).

ARGENTINA — MISIONES: Valle del Arroyo Cuna Piru (27°05°S, 54°57°W): Reserva
Privada de la UNLP: UP 735 (C39;12), UP 736 (C52;12).
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