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RESUMO

RABELO, Pedro Henrique Fonseca, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, outubro
de 2015ANALISE CITOGENETICA DE Thrichomys apereoides (LUND, 1839) E
Kannabateomys amblyonyx (WAGNER, 1845) provenientes do estado de Minas
Gerais, BRASIL. Orientadora: Gisele Mendes Lessa Del Giudice. Coorientador: Jorge
Abdala Dergam dos Santos.

A familia Echimyidae é uma das familias de maior diversidade taxondémica,
morfologica e ecoldgica dentre os roedores, com 20 géneros e 90 espécies validas. Os
roedores possuem alta variabilidade cariotipica, permitindo que os dados citogenéticos
contribuam com a descoberta de novas espécies ou de grupos de espécies mais
aparentadas, além de permitirem estudos de variacdo geografica intra-esp&zificos.
seguinte trabalho teve como objetivo realizar o estudo citogemétig@nnabateomys
amblyonyx (N=2) em Minas Geraise a descricdo cariotipica da populacdo de
Thrichomys apereoideN=10) coletado em Lagoa Santa (MG). Foram realizadas as
técnicas de coloragdo com Giemsa, bandeameB® Bg-NOR e hibridizacdem situ

(FISH) com sondas de DNAs repetitivos microssaté®8ss) CAus e CAA1gemK.
amblyonyxe GA1s), CGG1o) € GAGig)em T. apereoidesKannabateomys amblyonyx
apresentou r&=98 cromossomos, com 13 pares metacéntricos, 2 submetacéntricos e 33
acrocéntricos X metacéntrico €Y acrocéntrico.Thrichomys apereoideapresentou

2n=28, com 11 pares de metacéntricos, 1 submetacéntrico, 1 acrocéntrico, X
acrocéntrico e Y submetacéntrico. A Ag-NOR apresentou marcacéao telomérica no par 8
emK. amblyony»e na constricdo secundaria do p&nZT. apereoidesO bandeamento

CBG apresentou padroes de heterocromatina nas regifes pericentroméricas dos
autossomos e o Y totalmente heterocromairn ambas as espécies, marcacao
pericentromérica no cromossomo X Ke amblyonyxe intersticial emrl. apereoides

Todas as sondas de DNA microssatélite se acumularam em regifes intersticiais em
diferentes pares cromossomicos Kmamblyonyx enquantdl. apereoidespresentou
padrdes geralmente associados as regides heterocromaticas. Os resultados ampliaram o
conhecimento citogenético das citadas espécies, com rearranjos como fusdes/fissdes e
inversdes sendo importantes nas mudancas cariotipicas de ambas as espécies. A adicao
de novas técnicas de bandeamento e hibridizacdo permitiu comparacfes citogenéticas
com grupos mais proximos, definindo os caminhos da evolugdo cromossdGmica de

ambas as espécies.
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ABSTRACT

RABELO, Pedro Henrique Fonseca, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, October,
2015. ANALISE CITOGENETICA DE Thrichomys apereoides (LUND, 1839) E
Kannabateomys amblyonyx (WAGNER, 1845) provenientes do estado de Minas
Gerais, BRASIL. Adviser: Gisele Mendes Lessa Del Giudice. Co-adviser: Jorge
Abdala Dergam dos Santos.

The Echimyidae family is one of the families with largest taxonomic, morphological
and ecological diversity among rodents, with 20 genera and 90 valid species. Rodents
have a high variable karyotypes, so cytogenetic data contribute to the discovery of new
species or more groups of related species, as well as allowing specific study of intra-
geographic variation. The following study condacttthe cytogenetic study of
Kannabateomys amblyonyk = 2) in Minas Gerais and the karyotype description of
the population ofThrichomys apereoide@N = 10) collected in Lagoa Santa (Minas
Gerais), its type locality. The techniques performed were Giemsa staining, CBG
banding, Ag-NOR and in situ hybridization (FISH) with microsatellite repetitive DNA
probes GAgas), CA 15yand CAAg) in K. amblyonyxand GA(s), CGG10) and GAG0)

in T. apereoidesKannabateomys amblyonyxesented 2n = 98 chromosomes, with 13
metacentric pairs, 2 submetacentric and 33 acrocentric, metacentric X and Y
acrocentric.Thrichomys apereoidgsresented 2n = 28, with 11 pairs of metacentric, 1
submetacentric, 1 telocentric, acrocentric X and Y submetacentric. The Ag-NOR
presented telomeric marking at the pair 8Kin amblyonyxand on the secondary
constriction on pair 2 inT. apereoides The CBG banding patterns showed
heterochromatin in the pericentromeric regions of autosomes and the Y totally
heterochromatic in both species, pericentromeric marking on chromosomeKX in
amblyonyxand interstitial inT. apereoidesAll microsatellite DNA probes have built up

in interstitial regions in different chromosome pairs Kh amblyonyx while T.
apereoidegpresented repetitive DNA patterns usually associated with heterochromatic
regions. The results expanded the cytogenetic knowledge of the above species with
rearrangements, such as fusions/fissions and inversions, important factors on karyotype
changes in the evolution of both species. The addition of new techniques of banding and
hybridization allowed cytogenetic comparisons with nearby groups, defining the ways

of chromosomal evolution of both species.



1. INTRODUCAO GERAL:

Os pequenos mamiferos nado-voadores, representados pelos roedores e
marsupiais presentes nas ordens Rodentia e Didelphimorphia, respectivamente, sao
animais cujos adultos pesam em média menos que 1 kg. Os pequenos mamiferos ndo-
voadores sdo um grupo extremamente diversificado, com 293 espécies descritas para o
Brasil, representando 41,43% do total de mamiferos no territorio nacional (REIS et al.,
2011). Dentre estes, os roedores sdo o taxon com maior numero de espécies viventes,
com aproximadamente 74 géneros e 236 espécies no pais (BONVICINO e OLIVEIRA,
2008; REIS et al., 2011).

A familia Echimyidae, composta pelos ratos-de-espinho terrestres e arboricolas,
ratos-coros e ratos-do-bambu, é uma das familias com maior diversidade taxondémica,
morfologica e ecoldgica dentre os roedores, com aproximadamente 20 géneros e 90
espécies (GALEWSKI et al., 2005; LARA et al., 1996; LEITE e PATTON, 2002). O
monofiletismo da familia é bem suportado, porém ainda existem controvérsias em
relacdo ao parentesco filogenético dos taxons superiores (LEFATTON, 2002).
WOODS (1993) dividiu o grupo em quatro subfamilias viventes (Dactylomyinae,
Echimyinae, Eumysopinae e Chaetomyinae), porém MARTIN(1994), a partir de
analises de estrutura do esmalte dentario, excluiu o g&haetomygChaetomyinae),
incluindo-o na familia Erethizontidae, e andlises filogenéticas (FABRE et al., 2012,
GALEWSKI et al., 2005; LEITE e PATTON, 2002) suportam a inclusadyecastor
(Myocastoridae) €apromygqCapromyidae) dentro de Echimyidae.

O género Thrichomys foi considerado por muito tempo um grupo
monoespecifico, sendb. apereoidesua Unica espécie (WOODS, 1993). Porém, com
base em estudos morfométricos, citogenéticos e moleculares, novas espécies foram
propostasT. pachyurusT. laurentius T. inermis Thrichomys fostere T. apereoides
(BONVICINO et al., 2002; BORODIN et al., 2006; BRAGGIO e BONVICINO, 2004;
DOS REISe PESSOA, 2004; PESSOA et al., 2004, NASCIMENTO et al., 2013).
Thrichomys fosteriocorre nos estados do Mato Grosso e Mato Grosso doTSul,
laurentiusna regido nordeste brasileira, do estado do Ceara ao da Baimermisdo
estado da Bahia até Tocantin§t@ichomys pachyurusos estados de Tocantins, Goias
e Distrito Federal (BONVICINO e OLIVEIRA, 2008, NASCIMENTO et al., 2013).

Thrichomys apereoided.und, 1839) (Figura 1A¥ encontrado nos estados de

Minas Gerais, Goias e Bahia e tem como localidade tipo a cidade de Lagoa Santa (MG).

1



Possui tamanho médio a grande, cauda menor que o tamanho do corpo, uma pelagem
cinzenta na regiao dorsal e branca na regiao ventral, com a presenca de um anel de pelos
brancos em volta dos olhos. S&o animais terrestres, crepusculares e que possuem uma
dieta bem diversificada, sendo encontrados principalmente em regides de Cerrado,
Caatinga e Pantanal (BONVICINO e OLIVEIRA, 2008; REIS et al., 2011).

Kannabateomys amblyonyWagner, 1845) (Figura 1B), inserido na subfamilia
Dactylomyinae, distribui-se do Espirito Santo ao Rio Grande do Sul (BONVICINO e
OLIVEIRA, 2008), com registros atuais em Minas Gerais (SILVA et al., 2012), tendo
como localidade tipo a cidade de Ipanema (SP) (REIS et al., 2011). Possui tamanho
grande, cauda maior que o comprimento do corpo e pelagem ferruginea. Sdo animais
endémicos da Mata Atlantica, arboricolas e com héabitos de vida e alimentares bem
especificos, estando sempre associados a plantacfes de bambu nativas ou exéticas,
associadas a mata nativa. Sdo animais principalmente noturnos, porém, também ha
registros de atividades durante o dia (SARTIet al., 2012).

WAGNER (1845) descreveu a espébbigctylomys amblyonya partir de cranios
coletados pelo naturalista austriaco Johann Natterer (1787-1843) em sua passagem pela
cidade de Ipanema (SP) entre os anos de 1820 e 1824, porém JENTINK (1891), a partir
de dados dentarios, fez uma revisdo da esjpecnblyonyxcriando um novo género,
sendo est&annabateomysAté o momento ndo existem estudos populacionais desta
espécie, provavelmente devido ao fato ser pouco representada em colecdes zooldgicas
por ser de dificil coleta (AGUIAR, 2014).

Mesmo sendo um grupo bastante estudado, a taxonomia de pequenos mamiferos
nao-voadores é bem complexa devido a alta similaridade entre os taxons (REIS et al,
2011). Assim, estudos morfologicos, citogenéticos e moleculares podem ser
informativos sobre os padrbes taxondmicos, ecoldgicos, evolutivos e distribucionais de
roedores e marsupiais. Andalises citogenéticas tém se mostrado eficazes no estudo de
mamiferos, ja que alguns grupos caracterizam-se por apresentar amplas variacdes
cromossOmicas (PEREIRA e GEISE, 2007). Em Echimyidae, muitos trabalhos de
citogenética visam descricdes de novos cariotipos e de novas espécies, com 0 numero
dipléide e fundamental sendo utilizados, muitas vezes, como marcadores taxonémicos
(ARAUJO et al., 2013; BEZERRA et al., 2012; BONVICINO et al., 2002; CORREA et
al., 2005; PESSA et al., 2004).

A partir da década de 70, a citogenética classica tem sido uma ferramenta

imprescindivel no estudo de mamiferos e outros vertebrados. A partir de técnicas de
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bandeamento, foi possivel identificar regides especificas, como aquelas ricas em
heterocromatina constitutiva (Banda8® (SUMNER, 1972 ou organizadoras de
nucléolo a partir de nitrato de prata (Ag-NOR) (HOWELL e BLACK, 1980), sendo
importantes na identificacdo de diferentes citotipos entre as espécies (YONENAGA-
YASSUDA, 2005). O nascimento da citogenética molecular, a partir dadécada de 80,
revolucionou o0s estudos citogenéticos nos seres vivos, pois permitiu que 0S
cromossomos fossem isolados, purificados e fracionados em seus componentes
moleculares, podendo ser entdo sequenciados e clonados (YONENAGA-YASSUDA,
2005).

A hibridizacdo fluorescentan situ (FISH) (PINKEL, 1986) permitiu a
localizacdo de sequéncias de DNA especificas nos cromossomos, associando dados
moleculares a dados citogenéticos (DI-NIZO, 2013). A técnica se baseia na
desnaturacao do DNA-alvo e a hibridizagdo de sondas fluorescentes de DNA ou RNA,
que sdo complementares a regides especificas nos diferentes cromossomos metafasicos
ou interfasicos (GUERRA, 2005). Diferentes tipos de sondas fluorescentes podem ser
criadas e utilizadas na FISH: sondas de sequéncias Unicas de DNA, comsaelass;
de DNA repetitivo disperso; sondas cromossémicas, utilizadas em técnicas de pintura,;
sondas gendmicas de sequéncias grandes e repetitivas; sondas de DNAs repetitivos em
tandem como as centroméricas, teloméricas e de DNA ribossémico; entre outras
(GUERRA, 2005). Atualmente, a hibridizacéo situ tem sido utilizada em conjunto
com técnicas de citogenética classica, visando entender os processos de evolugédo
cromossOmica, responsaveis pelas diferencas cariotipicas encontradas entre as espécies.

Em relacdo as espécies analisadas neste trabalho, os estudos de citogenética e da
biologia molecular sdo ainda escassBm Thrichomys apereoideba registros de
caribtipos e técnicas como Banda C e Ag-NOR na literatura (BONVICINO et al., 2002;
PESSOA et al., 2004), porém néagistem estudos citogenéticos nas populacdes que
ocorrem na regidao de Lagoa Santa, sua localidade tipo. Ainda ndo existem estudos
citogenéticos mais elaborados dfannabateomys amblyonyAGUNDES et al.,

2001; PARESQUE et al., 2004), com a maioria dos estudos nesta espécie refesindo-se
caracteristicas ecologicas, comportamentais e distribucionais desses individuos
(AGUIAR, 2013; SARTI et b, 2012; SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2008). Sendo
assim, faz-se necessario o estudo citogenético classico e molecular de ambas as

espécies, visando o melhor entendimento dos padrbes cariotipi€oapizeoide® K.



amblyonyx e das relacdes filogenéticas destas duas espécies dentro da familia
Echimyidae.

A)

]lllll!:mll ;

B)

Figura 1- A) Thrichomys apereoiddstografado na regido de Lagoa Santa (MG) (Foto: Camilo
A. Gonzéles). B)Kannabateomys amblyonyrtografado em Cataguases (Foto: Fabiano A.
Aguiar).
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2. OBJETIVOS:

2.1. OBJETIVO GERAL:

Este trabalho tem como objetivo a caracterizacao citogenética de populacdes de
Thrichomys apereoides Kannabateomys amblyonyxovenientes do estado de Minas

Gerais.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a. Caracterizacdo cariotipica denrichomysapereoides Kannabateomys
amblyonyx

b. Caracterizacdo dos padrbes cromossémicos obtidos com astécnicas de
coloracao tradicional com Giemsa, banddGZ Ag-NOR e FISH com
sondas de DNA microssatélite.

c. Comparar os resultados com os padrées citogenéticos de espécies
aparentadas.



3. ARTIGO I:

ANALISE CITOGENETICA DEThrichomys apereoidgaUND, 1839) (RODENTIA,
ECHIMYIDAE) PROVENIENTES DE LAGOA SANTA, ESTADO DE MINAS
GERAIS, BRASIL.

Pedro Henrique Fonseca Rabelo, Jorge Abdala Dergam e Gisele Lessa

Laboratério de Sistematica MoleculaBeagle, Departamento de Biologia Animal, 174
Universidade Federal de Vigosa, CEP 36570-000, Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

RESUMO:

Os roedores possuem uma alta variabilidade cariotipica, permitindo que os dados
citogenéticos contribuam com a descoberta de novas espécies ou de grupos de espécies
mais aparentados. O seguinte trabalho teve como objetivo realizar a descricdo
cariotipica da populacdo dehrichomys apereoidefN=10) na sua localidade tipo,

Lagoa Santa (MG). Foram realizadas as técnicas de coloragdo com Giemsa,
bandeamento CBG, Ag-NOR e hibridizacoes situ (FISH) com sondas DNA
microssatéliteaGA 15, CGGi0) € GAGio). T. apereoidesipresentour2=28, com 11 pares

de metacéntricos, 1 submetacéntrico, 1 acrocéntrico, X acrocéntrico e Y
submetacéntrico. A Ag-NOR apresentou marcacao na constricdo secundaria do par 2 e o
bandeamento BG apresentou blocos conspicuos de heterocromatina nas regides
pericentroméricas dos autossomos, intersticial no cromossomo X e Y totalmente
heterocromatico.T. apereoidesapresentou diferentes padrées de DNA repetitivo,
geralmente associados as regides heterocromaticas. Os resultados obtidos ampliaram o
conhecimento citogenético sobre a populacdo oriunda de Lagoa Santa (MG), com a
insercdo de novas técnicas de bandeamento e hibridizagdo, permitindo comparacdes

citogenéticas com grupos filogeneticamente mais aparentados.

PALAVRAS-CHAVE: Thrichomys apereoide€ariétipo, Banda C, Ag-NOR, FISH.
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INTRODUCAO:

A familia Echimyidae € uma das familias com taxonomia, morfologia e ecologia
mais diversificada dentre os roedores (LEITE e PATTON, 2002). Este taxon € dividido
em quatro subfamilias com aproximadamente 20 géneros e mais de 90 espécies
descritas, distribuida desde a América Central até a Argentina (ARAUJO et al., 2013;
LARAet al., 1996; LEITE e PATTON, 2002).

O géneraThrichomys pertencente a subfamilia Eumysopinae, abrange animais
de tamanho médio a grande, cauda menor que o tamanho do corpo, uma pelagem
cinzenta na regiao dorsal e branca na regido ventral, com a presenca de um anel de pelos
brancos em volta dos olhos (BONVICINO e OLIVEIRA, 2008). S&0 animais terrestres,
crepusculares e que possuem uma dieta bem diversificada, sendo encontrados
principalmente em regides de Cerrado, Caatinga e Pantanal (BONVICINO e
OLIVEIRA, 2008; REIS et al., 2011).

Devido a alta similaridade morfolégica, o génditrichomysfoi considerado
por muito tempo um grupo monoespecifico, seidapereoides sua Unica espécie
descrita (WOODS, 1993). Porém, estudos morfométricos, citogenéticos e moleculares
permitiram o reconhecimento de cinco novas espé€iegachyurusT. laurentius T.
inermis Thrichomys fostere T. apereoidegBONVICINO et al., 2002; BORODIN et
al., 2006; BRAGGIOe BONVICINO, 2004; DOS REI% PESSOA, 2004; PESSOAet
al., 2004, NASCIMENTO et al., 2013). Todas estas espécies sdo alopdtriftesteri
ocorre nos estados do Mato Grosso e Mato Grosso doTSlaurentius na regido
nordeste brasileira, do estado do Ceard ao da BBhiagrmisdo estado da Bahia até
Tocantins, Thrichomys pachyurusos estados de Tocantins, Goias e Distrito Federal e
T. apereoidesos estados de Minas Gerais e Bahia (BONVICINO e OLIVEIRA, 2008)
(Figura 1A).

As andlises citogenéticas representam uma importante abordagem no estudo
taxondémico de roedores, pois 0S mesmos possuem uma alta variabilidade nos valores de
namero dipléide e fundamental, sendo considerados marcadores diagnosticos na
descricdo de novas especies. Dentro do géhlerchomysas diferencas cariotipicas
sao particularmente evidentes entre os taxbhachomys fsoterapresentarg 34, T.

laurentius e Thrichomys pachyurugsom =30 (NF 54 e 56, respectivamentd),
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inermiscom =26 eT. apereoidesom H=28 (BONVICINO et al., 2002; BORODIN
et al., 2006; PESSOA et al., 2004, NASCIMENTO et al., 2013) (Figura 1B).

A partir de 1970, a citogenética classica auxiliou o entendimento taxonémico de
mamiferos e outros vertebrados. Técnicas de bandeamento cromossémico permitiram a
definicho de regifes especificas nos cromossomos, como as de heterocromatina
(bandeamento BG) e organizadoras de nucléolo (Ag-NOR) (YONENAGA-
YASSUDA, 2005). Com o nascimento da citogenética molecular, 0s cromossomos
puderam, entdo, ser isolados, fracionados, sequenciados e clonados. A hibridizacao
fluorescenten situ (FISH) é uma técnica revolucionaria no mapeamento cromossémico
que permitiu, a partir da utilizacdo de diferentes sondas fluorescentes de fragmentos de
DNA, a deteccdo de regibes cromossbmicas muitas vezes nao identificadas pelas
técnicas de bandeamento tradicionais (YONENAGA-YASSUDA, 2005).

No estado de Minas Gerais, o Carste de Lagoa Santa e seu entorno séo de grande
importancia dentro do Cerrado mineiro. Suas formacdes cavernicolas apresentam um
ambiente Unico de fossilizacdo, que, somado ao fato de ser uma das regides com a
mastofauna extinta e vivente mais conhecidas (LEITE e COSTA, 2002), permitiu que a
mesma fosse classificada de Especial Importancia Biol6gicagp@anservacdo de
Mamiferos de Minas Gerais (BIODIVERSITAS, acesso em 06 de novembro de 2013).

Um dos pioneiros no estudo de mamiferos dentro da regido carstica de Lagoa
Santa foi Peter Lund (1801-1880). Grande parte de seu trabalho foi publicado no livro
“Memorias sobre a Paleontologia Brasileira”, revisado e comentado por Carlos de Paula
Couto em 1950, contando a passagem de Lund pelo Carste de Lagoa Santa, com a
descricdo de aproximadamente 115 espécies de mamiferos fésseis e viventes e, dentre
elas, 21 espécies de marsupiais e 50 espécies de roedores, incluindo espécies-tipo.

Apesar dos estudos citogenéticos terem auxiliado no entendimento taxonémico
do género, muitos deles definram apenas o numero diploide das espécies
(BONVICINO et al., 2002; PESSOA et al, 2004), com pouca ou nenhuma informac&o
sobre os principais padrdes de bandeamento e morfologia cromossémicos. PESSOA e
al. (2004) definiram o nimero diploide, bandeamento C, bandeamento G e o padrao de
impregnacdo por prata (Ag-NOR) d&hrichomys apereoidesie Lagoa Santa
(localidade tipo) no estado de Minas Gerais. Porém, o numero amostral foi de apenas
um exemplar, sendo necessario um estudo mais abrangente da espécie na regido. Por
outro lado, ndo existem estudos com sondas de DNA repetitivo microssatélite em

nenhuma espécie da familia Echimyidae. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi
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analisar citogeneticamente exemplaresTdapereoidegprovenientes de Lagoa Santa
(MG), visando definir de forma mais completa os padrdes citogenéticos populacionais

desta espécie.

MATERIAL E METODOS:

Foram utilizadas suspensdes celulares de dez individuo§hdehomys
apereoidegrovenientes de Lagoa Santa (M@&p° 37' 38" S, 43° 53' 23" W) (Figura
1A), que ja se encontravam depositadas no Museu de Zoologia Jodo Moojen na
Universidade Federal de Vicosa (Tabela 1) (Licenca do SISBIO 13045-1, emissao:
29/04/201). As suspensfes foram obtidas a partir do protocolo de FORD e
HAMERTON (1956), o qual inclui a extracdo de células em divisdo da medula 6ssea

dos individuos.

Espécie Sexo N N° de registro

MZUFV 3994
MZUFV3995
M 5 MZUFV 3996
MZUFV 3997
Thrichomys apereoides MZUFV 3998
MZUFV4000
MZUFV4002
F 5 MZUFV 4003
MZUFV 4004
MZUFV 4208

Tabela 1- Lista de espécimes analisados e depositados no Museu de Zoologia Jodo Moojen
(MZUFV).

Apbs a obtencado de células mitoticas em suspencao, as laminas foram analisadas
a partir de coloracéo tradicional em microscopia de luz para contagem de metafases
viaveis, utilizadas para definigdo do numero diploide dos animais provenientes de
Lagoa Santa. Os cromossomos foram medidos no programa Image Pro Plus ® e
classificados segundo LEVAN et al. (1964) com modificaghasmetacéntricos (m),

submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a). Posteriormente,
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técnicas citogenéticas de bandeamerB&(SUMNER, 1972) e Ag-NOR (HOWELL

e BLACK, 1980) foram realizadas para definir as principais regides de heterocromatina
e regibes organizadoras de nucléolo respectivamente. As imagens foram obtidas a partir
do fotomicroscépio Olympus BX53 com camera modelo DP73 acopladiabém foi
realizada a técnica de hibridizacdo fluorescamtgtu (FISH) com protocolo adaptado

de PINKEL e colaboradores (1986), com sondas de DNA microssatélite;GBAG

0) € CGG(10), marcadas com o fluorocromo Cy3 na extremidade 5’de acordo com as
instrucdes do fabricante (Sigma). O DNA foi desnaturado em formamida/2xSSC a 75
°C e as laminas foram tratadas com o mix de hibridizacdo formado por 200ng de sonda,
50% de formamida/2xSSC e 10% de sulfato de dextrano. O mix foi aquecidm am u
75°C e as laminas foram posteriormente colocadas em camara Umid& av&rnight

Apos a fase de hibridizacdo, as preparacdes cromossdmicas foram lavadas uma vez nas
solugbes de 1xSSC e 4xSSC/0.5% Tween durante 5 minutos cada a temperatura
ambiente e contra-coradas com DAPI. Todas as imagens foram obtidas a partir do

fotomicroscopio monocromatico Olympus BX53 com camera acoplada modelo XM10.

A)

T. pachyurus }

T. pachyurus 2n=34, FN=64
T. pachyurus

Thrichomys sp.
Thrichomys sp.
T. apereoides
T. apereoides
T. apersoides
T. apereoides
T. apereoides
T. apereoides
T. apereoides
T. apereoides
T. apereoides

T. apereoides } 2n=28, FN=52
100 T. apereoides

T. apereoides

T. apereoides ¥ 2n=28. FN=50

B)

} 2n=30, FN=56

2n=30, FN=54

T. inermis — 2n=26, FN=48

— Echimys chrysurus

. Ctenomys boliviensis
Euryzygomatomys spinosus
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Figura 1 — A) Mapa de distribuicdo do génefdirichomysno Brasil. Asterisco— Thrichomys

fosteri Hexdgono— Thrichomys pachyuryusCirculo preto — Thrichomys inermisCirculo

branco — Thrichomys apereoide§BRAGGIO e BONVICINO, 2004); Quadrado —
Thrichomys laurentiuBONVICINO et al., 2002)Estrela — Thrichomys apereoidede Lagoa

Santa (presente estudo). b) Arvore de maxima parciménia proposta por Braggio e Bonvicino
(2004), mostrando as relages filogenéticas entre as espécdiesati®mys.

RESULTADOS:

Todos o0s espécimes d&hrichomys apereoidesapresentaram n228
cromossomos e numero fundamental (NF) = 50. O cari6tipo € composto por 11 pares de
cromossomos metacéntricos de diferentes tamanhos, um par de submetacéntricos (par
5), um par de grandes acrocéntricos; 0s cromossomos sexuais foram representados por
um X de porte médio e acrocéntrico e o Y por um Cromossomo pequeno e
submetacéntrico. O par cromossOmico metacéntrico 2 apresentou uma constricao
secundaria no braco curto (Figufa 2

As andlises de bandeament®®& evidenciaram regides centroméricas de
heterocromatina em 11 dos pares de cromossomos autossOmicos, uma marcacao
intersticial no cromossomo X e o0 Y totalmente heterocromético (Figura 3). As
metafases submetidas a impregnacdo por prata (Ag-NOR) apresentaram regides
organizadoras de nucléolo no par 2 metacéntrico, coincidentes com a constricdo

secundaria (Figura 4).

Xy

10 um

Figura 2 — Cari6tipo de fémea dehrichomys apereoidg@n=28) (MZUFV 3997) proveniente
de Lagoa Santa (MG), com presenca de constricdo secundaria no par cromossémico 2. Par

sexual do macho acrescentado (MZUFV 4003).
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Figura 3 — Cariétipo de macho dé&hrichomys apereoidefMZUFV 4004) tratado com a

técnica de Banda C, mostrando regides heterocromaticas.
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Figura 4 — Cariétipo de fémea d&hrichomys apereoide@MZUFV 3995) submetido ao
processo de impregnacdo por nitrato de prata (Ag-NOR). Regido organizadora de nucléolo
presente na constricdo secundaria no par cromossémico 2.
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A hibridizagao in situ fluorescente (FISH) apresentou padroes de DNA
repetitivo microssatélite que foram especificos de cada sonda. A sondasGA
apresentou marcagbes centroméricas em sete pares de autossomos (pares
cromossoémicos numero 3, 4, 5, 6, 7, 9 e 10) em ambos os sexos (Figiéra Sonda
GAG (10) apresentodl uorescéncia distribuida ao longo dos cromossomos em todos os
pares cromossdmicos, com acumulos maiores nos pares 1, 2 e 6, assim como marcagdes
subteloméricas nos demais pares. O cromossomo X também apresentou fluorescéncia
ao longo de sua extensdo, com maior acumulacdo em uma faixa intersticial, enquanto
que o0 Y apresentou uma marcacgao subtelomérica no seu braco curto (Figwsartia
CGG (109) evidenciou uma marcagéo forte na constricdo secudaria no par 2 metacéntrico

e marcacgles pericentroméricas menos evidentes em cinco pares autossémicos (pares

cromossOmicos numero 4, 5, 6, 7 e 10) (Figyra 7

Figura 5 — Cariotipo de macho dehrichomys apereoidg$1ZUFV 4004) apds o FISH

usando a sonda Ggy,).

Figura 6 - Cariotipo de macho dehrichomys apereoidg81ZUFV 4208) tratado com a sonda
GAG (10).
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Figura 7 — Cariotipo de fémea d&hichomys apereoidd8MZUFV 3994) tratado com a sonda
CGG (10).

DISCUSSAO:

O caridtipo com as técnicas de coloracdo convencional (GiemsaJ. de
apereoidesie Lagoa Santa 1i228) observado no presente estudo foi 0 mesmo descrito
por PESSOA et al. (2004) e possui caracteristicas comuns dentro do género, como a
presenca de somente um par autossdémico acrocéntrico, a constricdo secundaria em um
par metacéntrico; 0s cromossomos sexuais também eratd aomocéntrico e o Y
submetacéntrico, embora seus tamanhos relativos variem entre as espécies (PESSOA et
al., 2004). Dentro do género é encontrado Tenfosteri (2n=34, NF = 64) 16 pares
meta/submetacéntricos, X grande submetacéntrico e Y pequeno metacéhtrico;
laurentius(2n=30, NF = 54) com 12 pares de meta/submetacéntricos, 1 acrocéntrico, X
grande telocéntrico e Y pequeno submetacéntiibachomyspachyurus(2n= 30, NF
= 56) possui 13 pares de meta/submetacéntricos, X médio acrocéntrico e Y pequeno
submetacéntrico €. inermis(2n=26, NF=48) com 12 pares de meta/submetacéntricos,

X grande subtelocéntrico e Y pequeno submetacéntrico (BONVICINO et al., 2002;
PESSOA et al., 2004, NASCIMENTO et al., 2013).

O numero dipldide relativamente baixo dérrichomys apereoidega foi
considerado como evolutivamente mais recente dentro do género. BONVIEINO
colaboradores (2002) observaram que popula¢cdeBhdehomyscom maior niumero
dipléide (T. fosterj 2n=34) se localizavam proximas aos registros fosseis do Mioceno
(REIG, 1989) no oeste do Brasil, considerando o mesmo como ancestral. Com base

nesta hipotese, os citados autores propuseram que a evolu¢cdo cromossdmica do género
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decresce em numero dipléide nas populacdes distribuidas do oeste para o leste
brasileiro.

Acredita-se que os primeiros equimidios eram escansoriais e se distribuiam na
regido central brasileira, representando adaptacdes a expansao de areas abertas durante o
Mioceno (PASCUAL e JAUREGUIZAR, 1990). O génefldrichomyspossui um
tempo de divergéncia bem recente (aproximadamente 13 Ma) (GALEWSKI et al.,
2005), o que explicaria parcialmente a alta similaridade morfoldgica entre os taxons.
BRAGGIO e BONVICINO (2004) e, posteriormente, NASCIMENTO et al. (2013), a
partir de anélises molecularedbservaram que a relacdo entre as espédtisshomys
laurentius, Thrichomys aff. laurentius, Thrichomys aff. apereoileShrichomys
apereoidesé de carater parafilético: em todas as andlies|aurentiuse T. aff.
laurentius(2n=30, NF=54) foi definido como um grupo parafilético, porém fortemente
ligado aT. apereoideg T. aff. apereoide@n=28, NF=50/52), o que indica que ambas
devem ser consideradas como a mesma espécie apesar das diferengas cariotipicas. Por
outro lado, o monofiletismo d&. pachyurusT. inermise T. fosterié bem suportado
(Figura 1B). Possivelmente, o tempo de diversificacdo cariolégica entre os dois grupos
€ recente, e o citétipo de. apereoideg2n=28) foi originado a partir de uma fusao
cromossOmica a partir de uma populacao ancestral oeB802Ainda de acordo com os
dados moleculares e citogenéticos destes autores e os resultados do presente estudo,
apereoidesestaria representado por 2 citotipos cam28, FN=50, =28, FN = 52. A
falta de concordancia com as duas arvores obtidas por Braggio e Bonvicino (2004) pode
ser explicada por retencao de polimorfismos mitocondriais ancestrais (AVISE, 2006) ou
pela origem independente dos nameros diploides, com base na existéncia de pontos de
guebra cromossdmicos. Este fato determina que, em alguns grupos, 0s nuameros
diploides ndo sao bons indicadores filogenéticos (ELER et al., 2007). Com base nesses
dados, a proposta da existéncia de uma variacao clinal de diminuicdo oeste-leste do
namero dipléide deve ser reavaliada.

Foi possivel observar que, érhrichomys apereoides maioria da composicao
cariotipica é formada por cromossomos de dois bragos, abrangendo quase a totalidade
do caridtipo, estando presente em todas as outras espécies para 0 género descritas, com
a presenca de somente um par autossomico telocéntrico, quando presente, como ocorre
em T. apereoide® T. laurentius(PESSOA et al., 2004). Essa caracteristica também
ocorre em outros Hystricognathi, nas espécies do g&mszomlon(LESSA et al., 2013;
ZAPPES et al., 2014), bem como em outros géneros de Echimyidae, cohnmemys
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(CORREA et al., 2005Clyomys(BEZERRA et al., 2012)Proechimyq SILVA et al.,
2012)e Phyllomys(LEITE et al., 2008).

Os padrdes de heterocromatina desta populapdloém foram observados por
PESSOA et al. (2004), exceto a presenca de um bloco heterocromético pericentromérico
no cromossomo X, que nao ocorreu no presente estudo, sugerindo a possiblidade de
polimorfismo deste cromossomo nesta regido. A presenca de heterocromatina nos pares
cromossOmicos autossdmicos parece ser uma caracteristica apomorfica dentro do
género, ocorrendo nas espécied dechomysda regido leste brasileird. fosterj cujo
cariotipo € considerado ancestral, possui regiées C-positivas nos pares cromossémicos
sexuais, enquanto estas se encontram ausentes nos pares autossémicos, porém, em todas
as outras espécies dentro do género, a heterocromatina € presente nos pares
autossémicos (PESSOA et al., 2004). Outra caracteristica comum ao género é o fato que
o cromossomo Y € totalmente heterocromatico, assim como também ocoife em
apereoidesSomenterl. inermispossui o cromossomo Y parcialmente heterocromatico
(PESSOA et al., 2004). Essas diferencas podem ter sido fruto de rearranjos
cromossOdmicos, como adicGes/delecdes heterocromaticas bem como fusdes/fissdes
cromossOmicas, comuns em roedores (ARAUJO et al., 2013; BARROS et al., 2009;
BEZERRA et al., 2012). Tais rearranjos podem diminuir a taxa de crossing-over e sao
importantes no isolamento reprodutivo e, consequentemern® processos de
especiaCAoSTEFANSSON et al., 2005, HOFFMANN; RIESEBERG, 200®)reditava-
se que a evolugdo cromossdmica dentro de Echimyidae era consequéncia de rearranjos
devidos principalmente as translocacdes robertsonianas, ja que, na familia, existe uma
alta variabilidade no numero diploide dos individuos e uma pequena diferenca nos
valores de numero fundamental (LIMA et al., 1998). Porém Dunnum (2001), a partir de
uma analise estatistica dos cariotipos descritos até entéo, definiu que ha uma diferenca
significativa entre os valores de numeros fundamentais, hipotetizando de forma
alternativa, que inversdes para/pericentroméricassauo ter sido importantes na
evolucdo cariotipica dentro de Echimyidae. O alto grau de variacdo cariotipica
observado dentro de apereoidesustenta a hipétese de Dunnum (2001).

Tipicamente, na familia Echimyidae, regibes de Ag-NOR estdo associadas a
constricdes secundarias e se encontram restritas a um par cromossémico (ARAUJO et
al., 2013; VILELA et al.,, 2009). A presenca de regides de Ag-NOR intersticiais é
considerada uma caracteristica plesiomérfica dentro dos Hystricognathi (VILELA et al.,

2009), sendo esta observada Bmichomys apereoidesorroborando as analises feitas
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por PESSOA et al. (2004). Estes autores indicam ainda que em todas as espécies do
género, regibes de Ag-NOR sdo encontradas também em regides intersticiais e em
somente um par cromossdmico. Apos analise das figuras do citado estudo, conclui-se
gue em todas as espécies deste género, o par de cromossomos portadores corresponde
ao observado en. apereoidesApenasT. fosteri(2n=34, NF=64) possui a regido de
Ag-NOR associada ao braco maior do par 2 metacéntrico, onde a constricdo secundaria
estéa localizada (DOS REIS e PESSOA, 2004; PESSOA et al., 2004).

DNAs microssatélites sdo sequéncias simples e repetitivas tagmenm
possuindo um tamanho reduzido (de 1-6 nucleotideos) (GUERRA, 2005). Geralmente,
DNAs microssatélites estdo associados a regibes heterocromaticas no genoma
(teloméricas, centroméricas e nos cromossomos sexuais) em diferentes grupos de
vertebrados (CIOFFI et al., 2011; POKORNA et al., 2011; SUPIWONG et al., 2013),
emregifes Ag-NOR (VANZELA et al., 2002), ou também podem se distribuir por todo
0 cromossomo, tanto em regides heterocromaticas como eucromaticas (CIOFFI et al.,
2012). EmT. apereoidesa sonda GAqs) ocorreu principalmente em associagdo com
regides heterocromaticas, com excecdo do par 9, o qual aparece eucromatico apos
bandeamento BG. A auséncia de marcacdes desta sonda nos pares 1, 2, 8, 11, 12, 13
demonstra que a histéria evolutiva dos cromossomos no géhaomomysenvolve
grandes diferengas entre os pares cromossonmicesnda CGGi) apresentou uma
associacdo conspicua com a regido de Ag-NOR e associa¢des mais fracas com regides
heterocrométicas de cinco pares cromossémicos, correspondendo a um subconjunto dos
pares marcados com a sonda(gAFinalmente, a sonda GAg)se distribuiu tanto em
regides heterocromaticas quando eucromaticas, porém com uma evidente acumulacao
na regido intersticial no cromossomo X, também heterocromatica. CI@FFI
colaboradores (2012), a partir de estudos sobre o acimulo de DNAs microssatélites nos
pares de cromossomos sexuais de diferentes citétipos de duas espécies de peixes
(Leporinus reinhardtie Triportheus aurituy propuseram que, evolutivamente, pode
ocorrer uma acumulacao inicial de DNAs repetitivos microssatélite nos cromossomos,
identificados pela hibridizagén situ, e uma posterior heterocromatizagdo nos mesmos,

0 que pode justificar a presenca de DNAs repetitivos associados também a regides
eucromaticas. O avanco nos padrdes de FISH obtidos com sondas de DNA repetitivo
permite elaboracdes de hipdteses mais especificas da evolugdo cromossémica dentro de
T. apereoide®u entre as espécies deste género, conforme demonstrado por SANTOS et

al. (2009) enHoplias malabaricus.
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Os diversos tipos de DNA repetitivo (satélites, minissatélites, microssatélites,
elementos transponiveis) podem apresentar padrdes caracteristicos em animais e plantas
(GAO et al., 2009, VANZELA et al., 2002), sendo importantes meios para a definicdo
de diferencas cariotipicas entre as espécies (SUPIWONG et al., 2013). Trabalhos com
DNAs microssatélites mono, di e trinucleotidicos sdo raros em mamiferos, sendo mais
comum o uso de sondas especificas a um determinado genoma (ACOSTA et al., 2010;
KARAMYSHEVA et al., 2010). Estudos com as sondas utilizadas aqui sdo mais
comuns em peixes, plantas e répteis (CIOFFI et al., 2011; KUBAT et al.,, 2008;
POKORNA et al., 2011). Assim, as sondas utilizadas no presente estude(G&G
10) € GAG (10) apresentaram padrdes divergentesHoplias malabaricuCIOFFI et
al., 2011), nos lagarta3oleonyx elegans Eremias veloXPOKORNA et al., 2011) e na
planta Silene latifélia(KUBAT et al., 2008).H. malabaricusapresentou uma maior
acumulagdo de G#) nas regibes subteloméricas, enquanto @6® GAGio) se
distribuiram por todos os cromossomos (CIOFFI et al., 2011), jaGhaetegansE.
velox (POKORNA et al., 20112 S. latifolia (KUBAT et al., 2008), todas as sondas se
distribuiram uniformemente no genoma, resultado similar somente a sonda#&%®
Thrichomys apereoides

Analises realizadas com DNA repetitivo em mamiferos geralmente envolvem a
utilizacdo de sondas teloméricas e de DNA ribossémico 18S (ARAUJO et al., 2013;
FAGUNDES et al., 2004; SUAREZ-VILLOTA et al., 2014; AMARAL et al., 2013)
Segundo SUPIWONG et al. (2013), sondas teloméricas sdo importantes para indicar
possiveis rearranjos cromossdmicos durante a evolugcdo cariotipica de diferentes
espécies e se baseiam na presenca ou auséncia de marcacdes teloméricas intersticiais
(T1). ARAUJO et al. (201Bformularam hip6teses para a evolucdo cromossémica em
espécies do géneRhyllomysa partir da presenca de Tls nos cariétipos. Sendo assim, a
utilizacdo de sondas teloméricas e de outras de DNAs microssatélifBsrielromys

apereoidesao importantes para melhor entendimento de sua histéria evolutiva.
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4. ARTIGO II:

ANALISE CITOGENETICA DEKannabateomys amblyongwagner, 1845)
(RODENTIA, ECHIMYIDAE) DA ZONA DA MATA NORTE, ESTADO DE MINAS
GERAIS, BRASIL.

Pedro Henrique Fonseca Rabelo, Fabiano Aguiar da Silva, Jorge Abdala Bergam

Gisele Lessa

Laboratério de Sistematica MoleculaBeagle, Departamento de Biologia Animal, 174
Universidade Federal de Vigosa, CEP 36570-000, Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

RESUMO:

A familia Echimyidae é uma das familias de roedores de maior diversidade taxonémica,
com 20 géneros e 90 espéciesapresenta uma alta variabilidade cariotipica,
caracteristica que permite a descoberta de novas espécies e o0 estudo de variacdes
geograficas intra-especificas. O seguinte trabalho tem como objetivo realizar o estudo
citogenético enKannabateomys amblyonyX=2) em Leopoldina e Vicosa, utilizando
técnicas de coloracdo com Giemsa, bandeameBi@® B8g-NOR e hibridizacdem situ
fluorescente (FISH) com sondas DNA microssatéB#® (;s) CA (15 CAA (10, A

espécie apresentou n=98 cromossomos, com 13 pares metacéntricos, dois
submetacéntricos e 33 acrocéntricos, X metacéntrico e Y acrocéntrico. A RON
apresentou-se telomérica no par 8 e o bandeamed® e®idenciou heterocromatina
constitutiva nas regides pericentroméricas dos autossomos e do X; o cromdssomo
apresentou-se totalmente heterocromatico. Todas as sondas de DNA microssatélite se
acumularam em regifes intersticiais em diferentes pares de cromossomids em
amblyonyx Os resultados obtidos ampliaram o conhecimento citogenético da espécie,
com novos dados sendo apresentados apds um longo periodo. Pela primeira vez,
técnicas de hibridizacam situ com DNAs microssatélites sao utilizadas na familia

Echimyidae, permitindo comparacgdes citogenéticas com grupos mais proximos.

PALAVRAS-CHAVE: Kannabateomys amblyonyZariétipo, Banda C, Ag-NOR,
FISH.
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INTRODUCAO:

A familia Echimyidae, composta pelos ratos de espinhos, ratos-coros e ratos do
bambu, é dividida em quatro subfamilias e possui aproximadamente 20 géneros e 90
espécies (ARAUJO et al., 2013). E um dos grupos de Rodentia com maior diversidade
morfologica, ecoldgica e taxondmica, com distribuicAo da América Central até a
Argentina (ARAUJO et al., 2013; BONVICINO e OLIVEIRA, 2008; LEITE e
PATTON, 2002).

Johann Baptist von Natterer (1787-1843) foi um grande naturalista austriaco,
sendo um dos maiores coletores de aves e mamiferos e responsavel por catalogar uma
das maiores colecdes cientificas durante o século XIX (VANZOLINI, 1993; MONTEZ
2010). Entre os anos de 1820 e 1824, o mesmo realizou expedi¢cdes na cidade de
Ipanema (SP), onde coletou dois cranioKdamblyonyx WAGNER (1845), a partir
de andlises cranianas dos exemplares coletados por Natterer dedzaetdomys
amblyonyx Posteriormente, JENTINK (1891) prop6s um novo género com base em
caracteres dentarios, renomeando a espéci&parsmbateomys amblyonyx

O géneroKannabateomyspertencente a subfamilia Dactylomyinae, possui
apenasa espécieKannabateomys amblyony®Vagner, 1845), a qual é conhecida
popularmente como rato-do-bambu ou médaquara. Esta espécie tem como
localidade tipo a cidade de Ipanema (SP) (REIS et al., 2011) e distribui-se do Espirito
Santo ao Rio Grande do Sul (REIS et al., 2011), com registros recentes em Minas
Gerais(SILVA et al., 2012). Possui tamanho grande, cauda maior que o comprimento do
corpo e pelagem ferruginea (BONVICINO e OLIVEIRA, 2008). S&do animais
endémicos da Mata Atlantica, arboricolas e com héabitos de vida e alimentares bem
especificos, estando sempre associados a plantacBes de bambu nativas ou exéticas,
associadas a mata nativa, com habitos principalmente noturnos e pouca atividade
durante o dia (SARTI et al., 2012; SILVA et al., 2008).

Andlises citogenéticas sdo importantes no estudo de mamiferos, sendo um
importante método cientifico na identificacdo de muitas espécies a partir de diferencas
cromossOmicas (PEREIRA e GEISE, 2007). A familia Echimyidae apresenta uma alta
variabilidade cariotipica entre géneros, espécies e populacdes; assim, estudos que
abordam caracteristicas como numero dipldide e nimero fundamental sdo relevantes

para o reconhecimento e diagndstico de novas espécies (ARAUJO et al., 2013;
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BEZERRA et al., 2012; BONVICINO et al., 2002; CORREA et al., 2005; MACHADO
et al., 2005).

Desde a década de 70, técnicas citogenéticas de bandeamento cromossémicos
tém sido de grande ajuda para o melhor entendimento taxonémico de mamiferos e
outros vertebrados, com a deteccdo, por exemplo, de regides de heterocromatina
(através da técnica de bandeamenBGL e de regides organizadoras de nucléolo
(através da técnica de impregnacdo com nitrato de prata Ag-NOR) (YONENAGA-
YASSUDA, 2005). A partir de 1980, com o desenvolvimento da citogenética
molecular, os cromossomos puderam ser entdo isolados e fracionados, podendo ser
sequenciados e clonados. A hibridizag@asitu fluorescente (FISH), uma das técnicas
de citogenética molecular, utiliza sondas fluorescentes de fragmentos de DNA com
sequéncia complementar, € uma técnica rapida e eficiente no mapeamento
cromossOmico, identificando regides ndo detectadas por outras técnicas de bandeamento
(YONENAGA-YASSUDA, 2005).

Por possuir habitos de vida bem especifisosamblyonyx uma espécie pouco
estudada. Isso ocorre, provavelmente, devido a sua baixa representatividade nas
colecdes zooldgicas por ser uma espécie de dificil coleta (AGUIAR, 2014). Esse fator
dificulta o conhecimento dos padrées de distribuicdo da espécie e estudos de variacdes,
sejam morfoldgicas, citogenéticas e/ou moleculares das diferentes populacdes
(AGUIAR, 2014).

N&o ha estudos citogenéticos, com definicdo do numero diploide e de padrdes de
bandeamento, ha mais de dez anos (FAGUNDES et al., 2001, PARESQUE et al. 2004).
Os estudos realizados mais recentementé&Kkammabateomys amblyonywse referem
aos aspectos ecoldgicos, comportamentais e de distribuicdo dessa espécie (AGUIAR et
al., 2013; SARTI et al., 2012; SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2008). Quanto a suas
caracteristicas cromossémicas, apenas seu numero diplod8)2férmula cariotipica
e padrao de Ag-NOR foram descritos para uma populacédo do estado do Espirito Santo
(FAGUNDES et al., 2001; PARESQUE et al., 2004). Assim, o presente estudo visa
realizar a primeira descricdo citogenética de uma populagad.damblyonyx
proveniente do estado de Minas Gerais, utilizando técnicas de coloragcdo convencional
(Giemsa) para determinacgéo do cariotipo, bandeamento C para identificacdo das regides
heterocromaticas, Ag-NOR para identificacdo das regides organizadores de nucléolo e
hibridizacaoin situ fluorescente (FISH) com sondas de DNA microssatélite, visando

contribuir para o entendimento taxondmico sobre a espécie.
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MATERIAL E METODOS:

Foram utilizadas suspensdes celulares de dois individud&anieabateomys
amblyonyxprovenientes de Vicos@0° 45° 14” S, 42° 52° 55” W) e Leopoldina (21°
31’ 557 S, 42° 38’ 35” W), ambas em Minas Gerais (Licenca numero 37986-3). Os
espécimes foram depositados no Museu de Zoologia Jodo Moojen de Oliveira, na
Universidade Federal de Vicosa (Tabela 1) (Figura 1). Todas as suspensdes foram
obtidas a partir solu¢cdes de 80% de meio de cultura RPMI 1640, 20% de Soro Bovino
Fetal e 50 pl de colchicina 1%.

Espécie Sexo N Procedéncia  N° de registro
Kannabateomys M 1 Vigosa MZUFV4229
amblyonyx F 1 Leopoldina MZUFV 4228

Tabela 1 - Lista de espécimes d€annabateomys amblyonyanalisados e depositados no
Museu de Zoologia Jodo Moojen (MZUFV).

Apos a obtencdo de células mitéticas, laminas do material foram analisadas
usando coloracdo tradicional em microscopia de luz para contagem de metafases
completas de cada espécie para definicAho do numero dipléide dos animais. Os
cromossomos foram medidos no programa Image Pro Plus ® e classificados segundo
LEVAN et al. (1964) com modificac6esn metacéntricos (m), submetacéntricos (sm),
subtelocéntricos (st) e acrocéncricos (a). Posteriormente, técnicas citogenéticas de
bandeamento BG (SUMNER, 1972 Ag-NOR (HOWELL e BLACK, 1980), foram
realizadas para definir as principais regides de heterocromatina e regides organizadoras
de nucléolo respectivamente. As imagens foram obtidas com o fotomicroscépio
Olympus BX53 com cameracmplada modelo DP73. No presente estudo também foi
realizado a técnica de hibridizacgéiostu fluorescente (FISH) adaptada de PINKEL
colaboradores (1986) com as sondas fluorescentes de DNA microssatéliig, GA
@5) € CAA (10), sintetizada® marcadas com o fluorocromo Cy3 na extremidade 5° de
acordo com as instru¢des do fabricante (Sigma). As preparacdes cromossémicas foram
desnaturadas com formamida 7@%¥6SC a 75C durante 3 minutos e cada lamina foi
tratada com o mix de hibridizacdo formado por: 200 ng de sonda marcada, 50% de
formamida, 2xSSC e 10% de sulfato de dextrano. Este mix foi aquecid®Capd5 10
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minutos e as laminas foram deixadas em camara Umid2@ @7ernight. Apds a fase

de hibridizagdo, as laminas foram lavadas uma vez nas solu¢bes de &xSSC
4xSSC/0.5% Tween durante 5 minutos cada a temperatura ambiente e contra-coradas
com DAPI. Os resultados foram fotografados com fotomicroscopio Olympus modelo

BX53 com camera monocromatica acoplada modelo XM10.
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Figura 1 — A) Mapa de distribuicdo d€annabateomys amblyonyo Brasil. Localidades de
coleta: 1-Vigosa, 2-Leopoldina. B) Filograma adaptado de GALEWSKI (2005) mostrando as
relagbes filogenéticas dentro da familia Echimyidae com valores de numeros dipléides e
fundamentais quando disponiveis na literatDradactylinuse L. emiliae(ANISKIN, 1993),D.
boliviensis (DUNNUM, 2001), I. pagurus e |. bistriata (BONVICINO et al., 2003),M.
didelphoides(LIMA et al., 1998),P. blainvilli (LEITE et al., 2008)K. amblyonyx(presente
estudo),Proechimys(SILVA et al., 2012),Thrichomys apereoidefARTIGO [), Myocastor
coypus(GONZALES E BRUMZORRILA, 1995)Trinomys(CORREA et al., 2005)Clyomys

laticeps(BEZERRA et al., 2012) . A seta representa a linhagem dos equimidios arboricolas.

RESULTADOS:

Kannabateomys amblyongpresentou nimero diploide de=88 cromossomos
e numero fundamental (NF) = 126. O cariétipo € composto por 13 pares de
cromossomos metacéntricos, dois submetacéntricos e 33 pares acrocéntricos, sendo o X
0 maior metacéntrico e o Y e o maior acrocéntrico (Figura 2

As analises de bandeamento CBG demonstraram grandes blocos
heterocrométicos nas regides pericentroméricas em todos o0s pares de cromossomos
autossémicos, com destaque do par 1 submetacéntrico, que apresenta uma regiao
heterocromatica abrangendo quase a totalidade do braco curto. O cromoésomo
apresentou marcacao pericentromérica € o0 cromossomo Y € quase totalmente
heterocroméatico (Figura 3). As metafases submetidas a impregnacao por nitrato de prata
(Ag-NOR) apresentaram regides organizadoras de nucléolo presentes no par 8em ambos

os sexos (Figura 4).
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Figura 2 — Cari6tipo de fémea dEannabateomys amblyony2n=98) (MZUFV 4228). Par

sexual do macho acrescentado (MZUFV 4229).
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Figura 3 — Cari6tipo de macho déKannabateomys amblyonyMZUFV 4229) apés

bandeamento C, evidenciando as regiées heterocromaticas.
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Figura 4 — Cari6tipo de macho d&annabateomys amblyonyMZUFV 4229) submetido a
técnica Ag-NOR. Regibes organizadoras de nucléolo presentes no par 8 metacéntrico.

A hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) apresentou padrées de DNA
repetitivo que variaram parcialmente entre as sondas, com marcagdes intersticiais
proximas ao centrébmero em diferentes pares cromossomicos. AGAnga(Figurab)
apresentou marcacdes em 17 pares acrocéntricos, enquanto que a sepd&iGdra
6) em 20 pares e a CAQAo) (Figura 7)em apenas trés pares. Foi possivel observar
marcagOeso-localizadas nos pares 17, 18, 20, 23, 24, 28, 30, 33, 34, 35, 38, 47 com as
sondasGA 1sye CA(1s), nos pares 31 e 43 com as sondasie@& CAA (10 e nos pasl
metacéntrico (ambos os bracos) e 18 telocéntrico com as trés sondas. A son@dg CAA

também marcou o brago longo do par 7 metacéntrico.
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Figura 5 — Cari6tipo de fémea d€annabateomys amblyon{MZUFV 4228) apés FISH com a

sonda GAgas).
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Figura 7 — Cari6tipo de fémea d€annabateomys amblyon{MZUFV 4228) apés FISH com a
sonda CAA).

DISCUSSAO:

Kannabateomys amblyonypossui um elevado numero dipléide n£28,
NF=126), caracteristicoadsubfamilia Dactylomyinae. DUNNUM (2001) e ANISKIN
(1993) descreveram os cariotipos Dactylomys boliviensig2n=118, NF=168) eD.
dactylinus(2n=94, NF=144) respectivamente, as duas Unicas espécies que ocorrem no
Brasil desta subfamilia além dé& amblyonyx D. boliviensisapresenta 26 pares de
meta/submetacéntricos e 32 pares de acrocéntricos, enduadéctylinuspossui 25
pares meta/submetacéntricos e 22 pares de acrocéntricos. Outras espécies de
Echimyidae (Figura 1B) também apresentam numeros diploides elevados, porém bem
menores que o0 observado dfm amblyonyx como ocorre nos génerd¥yllomys
(2n=50, NF=94 enP. blainvillii até 2=96 P. mediu} (LEITE et al., 2008)Jsothrix
(2n=60, FN=112 enh. negrenss e 2n=60, NF=116 enh. bistriata) (BONVICINO et al.,

2003), Lonchothrix emiliae (2n=60, NF=116) (ANISKIN, 1993) eMakalata
didelphoides(2n=66, NF=106) (LIMA et al., 1998). A alta variabilidade entre os
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nameros diploides e fundamentais dentro desta familia permite que os mesmos sejam
utilizados como marcadores para diagnostico de novas espécies (VENTURA et al.,
2008).

ANISKIN (1993) ndo conseguiu definir os cromossomos sexuaisDem
dactylinus e DUNNUM (2001) classificou o0 X como um grande submetacéntricoe o Y
como um pequeno submetacéntrico Bmboliviensis diferentes dos identificados no
presente estudo palka amblyonyxo cromossomo X é o maior metacéntricoe o Y é um
cromossomo acrocéntrico. Nos mamiferos, o cromossomo X compreende cerca de 5%
do genoma, com a presenca de dois bracos e raragndateamanho reduzido, sendo
muitas vezes o maior do cariétipo, caracteristica comum na subordem Hystricomorpha,
como emPhylomys lamaruntARAUJO et al., 2013)Kerodon rupestref ESSA et al.,

2013)e Kerodon acrobatdZAPPES et al., 2014).

Em Kannabateomys amblyonya maioria dos pares cromossOmicos apresenta
apenas um braco. Essa caracteristica ocorre em espécies de Echimyidae com nimeros
diploides elevadosPhyllomys sulinug2n=92, NF=102, 6sm/m+39a) (LEITE et al.,
2008), Proechimys guyannens{@n=46, NF=50, 3m/sm+194SILVA et al., 2012)e
Dactylomys boliviensig2n=118, NF=168, 26m/sm+32dDUNNUM, et al., 2001),
possuem a maioria dos pares telocéntricos, enquanto que espécies com numeros
diploides menores possuem um numero maior de pares meta/submetacéntricos, como
ocorre emPhyllomys lamarun2n=56, NF=102, 24m/sm+B{ARAUJO et al., 2013
Proechimys cuvieri2n=28, NF=46, 9m/sm+1st+B3¢E SILVA et al., 2012).

Padrées de heterocromatina constitutiva nas regiées pericentroméricas séo
comuns dentro de Echimyidae (ARAUJO et al., 2013; BEZERRA et al., 2012;
FAGUNDES et al., 2004; PESSOA et al., 2004). Enquint@mblyony»possui regides
heterocromaticas em todos 0s cromossonibsdactylinus possui heterocromatina
apenas em trés pares metacéntricos, um par submetacéntrico e 19 pares acrocéntricos
(ANISKIN, 1993). Rearranjos cromossOmicos, como fissGes/fusdes cromossdmicas e
adicbes/delecdes de heterocromatina séo fatores importantes de especiag¢ao, atuando no
isolamento reprodutivo de populagdes (STEFANSSON et al.,, 2005; HOFFMANN
RIESEBERG, 2008), e é evidente em espécies de roedores (ARAUJO et al., 2013;
BARROS et al.,, 2009; BEZERRA et al., 2012). Acreditava-se que a evolucéo
cromossOmica dentro de Echimyidae era consequéncia de principalmente translocacdes
robertsonianas, ja que na familia existe uma alta variabilidade nos s(ohEoides

dos individuos e uma pequena diferenca nos valores de niumeros fundamentais. Porém,
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DUNNUM (2001), a partir de uma andlise estatistica dos cariotipos, definiu que ha uma
diferenca significativa entre os valores de numeros fundamentais, hipotetizando que
inversdes para/pericentroméricas também podem ter sido importantes na evolucao
cariotipica desta familia.

Tipicamente, regides de Ag-NOR estdo associadas a constricdes secundarias e
ocorrem em somente um par cromossomico nos Echimyidae (VILELA et al., 2009). A
presenca de regides de Ag-NOR intersticiais, seja no braco curto ou longo, pode ser
considerada como uma caracteristica plesiomérfica dentro da familia, ocorrendo em
géneros mais distantes dentro dos equimideos ddmchomys(PESSOA et al., 2004;
ver Artigo | presente Phyllomys(ARAUJO et al., 2013% Euryzygomatomy®/ILELA
et al., 2009). EnK. amblyonyxesse padrédo intersticial ndo € observado, com a RON
presente na porcao distal do par metacéntrico 8, caracteristica incomum dentro da
familia, que também pode ser observadaPeoechimys longicaudat8M1ACHADO et
al., 2005) e, com base em dados moleculares (GALEWSKI, 2005), pode-se afirmar que
esse carater € homoplastico.

DNAs microssatélites sdo sequéncias simples e repetitivastaadem
possuindo um tamanho reduzido (de 1-6 nucleotideos) (GUERRA, 2005). Geralmente,
DNAs microssatélites estdo associados a regibes heterocromaticas no genoma
(teloméricas, centroméricas e nos cromossomos sexuais) de diferentes grupos de
vertebrados (CIOFFI et al. 2011; POKORNA et al., 2011; SUPIWONG et al., 2013), ou
aregioes deAg-NOR (VANZELA et al., 2002), ou mesmo podem se distribuir por todo
0 cromossomo, tanto em regides heterocromaticas como eucromaticas (CIOFFI et al.,
2012). CIOFFI e colaboradores (2012), analisando padrdes de fluorescéncia de sondas
de DNAs repetitivos nos cromossomos sexuais de duas espécies de Lpres s
reinhardti e Triportheus aurituy observaram que somente em alguns casos, as sondas
se acumulavam em regifes heterocromaticas. Enamblyonyx todas as sondas
utilizadas (GA(15), CA 156 CAA (109) apresentaram marcagoes intersticiais nos pares de
cromossomos autossdmicos, estando ausentes no par sexual, sendo mais comuns nos
pares telocéntricos e em locais proximos as regides heterocromaticas. A presenca das
sondas em ambos os bracos do par 1 obtidas com todas as sondas e no braco maior no
par 7 obtidas com a sonda CA# podem indicar possiveis fusdes cromossémicas na
histéria evolutiva d&k. amblyonyx devido ao fato de as mesmas serem mais comuns
NOsS Cromossomos acrocéntricos. Evolutivamente, uma maior concentracdo de DNA

repetitivo nos cromossomos pode preceder uma futura heterocromatinizacdo da regiao,
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0 que justifica a presenca de DNAs microssatélites associados a regides eucroméaticas
(CIOFFI et al., 2012).

Nos genomas de diferentes vertebrados, DNAs repetitivos (satélites,
minissatélites, microssatélites e elementos transponiveis) possuem uma distribuicdo
diversificada (GAO et al., 2009; VANZELA, 2002). Estudos com sondas de mono, di e
trinucleotideos sdo pouco comuns dentro de Rodentia, sendo mais comum a utilizagdo
de sequéncias repetitivas especificas do genoma de um determinado taxon (ACOSTA et
al., 2010; KARAMYSHEVA et al., 2010). As sondas utilizadas aqui sdo mais
frequentes em estudos com peixes, plantas e répteis (CIOFFI et al POKIORNA et
al., 2011; KUBAT et al., 2008). As sond&@A (15, CA (15) € CAA (10) apresentaram
diferentes acumulos no peitdoplias malabaricugCIOFFI et al., 2011), na planta
Silene latifolia(KUBAT et al., 2008) e nos lagart@oleonyx elegans Eremias velox
(POKORNA et al., 2011). Enquanto ekh malabaricus as sondas se acumularam
principalmente nas regifes subteloméricas dos cromossomos no cariétipB, em
elegans E. veloxe S. latifdia, as mesmas apresentaram fluorescéncia uniforme ao
longo de todos os cromossomos, resultados que diferem dos encontrados para o roedor
K. amblyonyx

Em roedores, estudos com DNA repetitivo geralmente incluem a utilizacao de
sondas teloméricas e de DNA ribossémico 18S (ARAUJO et al., 2013; FAGUNDES et
al., 2004; SUAREZ-VILLOTA et al., 2014). A utilizacdo de sondas teloméricas em
trabalhos com vertebrados sédo eficazes, pois indicam possiveis rearranjos
cromossOémicos durante a evolucao de diferentes espécies, a partir da presenca/auséncia
de marcacdes teloméricas em posicao intersticial (SUPIWONG et al.,, 2013). Em
Echimyidae, somente cinco espéci®soechimysgr. longicaudatus Proechimysgr.
goeldii, Trinomys iheringi Phyllomys lamarune Phyllomyssp.) foram tratadas com
sondas teloméricas até o momento (AMARAL et al., 2013; ARAUJO et al., 2013;
FAGUNDES et al., 2004; MACHADO et al.,, 2005). Somente Bmlamarume
Phyllomys spfoi possivel observar a presenca de marcacdes intersticiais nos cariotipos
amostrados, sugerindo rearranjos cromossémicos para as espécies do género (ARAUJO
et al., 2013).

As diferencas cariotipicas observadas eldtramblyonyxda Mata Atlantica e as
espécies do género-irmabactylomys da regido amazodnica, podem ter sido fixadas
como parte do processo de especiacdo alopatrica entre as espécies dos doig biomas.

linhagem dos Echimyidae arboricolas possivelmente surgiu a partir de uma populacao
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de ratosde-espinho ancestral que ocupava uma vasta floresta continua na América do
Sul, anterior as florestas Amazonica e Atlantica, hd aproximadamente 5 milhdes de anos
(LEITE e PATTON, 2002). GALEWSKI et al. (2005), utilizando rel6gios moleculares,
observaram que o tempo de divergéncia de géneros amazBnldos/se Dactylomys
e os de Mata Atlantic&annabateomy® Phyllomys(10,3 a 3,1 Ma para o clado
Echimys+ Phyllomyse 9,5 a 3,1 Ma para o cladannabateomys Dactylomys—
Figura 1B) coincidem com a diminui¢cdo do nivel das aguas durante o final do Terciario
(HAQ et al., 1987). Esta reducdo pode ter sido fruto de alteracdes climaticas
responsaveis pela diminuicdo de areas florestadas na regido leste Sul-Americana
(GALEWSKI et al., 2005). O corredor seco de &reas abertas na regido central brasileira
(Cerrado e Caatinga atuais) representou uma importante barreira a migracéo de espécies
de Echimyidae entre a Amazbnia e a Mata AtIAan(iC&®STA, 2003), sendo um
possivel evento de vicariancia na diversificaca® damblyonyx

Os resultados aqui obtidos ampliaram o0 conhecimento citogenético de
Kannabateomys amblyonyxitilizando pela primeira vez técnicas de hibridizacédo
fluorescentein situ com DNAs microssatélites na familia Echimyidae, permitindo
comparacdes citogenéticas com grupos mais préximos. Para se ter uma compreensao
real do que acontece com esta espécie, sera necessario ampliar estas anélises bem como
a utilizacdo de sondas teloméricas, para exemplares oriundos de localidades ao longo
da sua distribuicdo geografica. Tais resultados serdo importantes para melhor
entendimento taxonémico e evolutivo da espécie, com a descri¢cdo de possiveis citétipos

e de padrdes cariotipicos ndo apresentados no presente estudo.
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5. CONCLUSOES GERAIS:

1. Exemplares deThrichomys apereoideprovenientes de Lagoa Santa (MG)
apresentaram padrfes citogenéticos similares (numero diploide, fundamental,
formula cromossémica e regides de Ag-NOR) aos ja descritos em estudos
anteriores para outras localidades;

2. A caracterizacdo das regides heterocromaticas obtidas em exemplares oriundos
da localidade tipo del. apereoidesindicaram resultados similares aos da
literatura, porém uma analise mais detalhada dos animais de Lagoa Santa
mostrou a auséncia de heterocromatina na regido pericentromérica do

cromossomo X;

3. A partir da hibridizacan situ (FISH), regides de acumulo de diferentes tipos de
DNAs microssatélite foram demonstradas em exemplares provenientes de Lagoa
Santa (MG), fato que contribui para incrementar a descricdo citogenética da

espécie;

4. Apos um longo tempo, novos dados citogenéticdsadmabateomys amblyonyx

sdo apresentados, complementando estudos anteriores;

5. Pela primeira vez, estudos de DNAs microssatélite sdo realizadoK. em

amblyonyxampliando o conhecimento cariotipico destes mamiferos;

6. Devido a raridade de estudos com DNAs microssatélites mono, di e
trinucleotidicos em mamiferos, estudos utilizando os mesmos se tornam
importantes para descricdo de padrbes espécie-especificos de distribuicdo de

sequéncias repetitivas.
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