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RESUMO

DI-NI1ZzO, C. B. Citotaxonomia e evolucdo cromossémica em
Oligoryzomys (Rodentia, Sigmodontinae). 2013. 163 f. Dissertacao
(Mestrado em Biotecnologia) - |Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

Os roedores do género Oligoryzomys estdo distribuidos por toda a regiao
Neotropical. Devido a sua homogeneidade morfolégica, ha inumeras
controvérsias com relagdo as entidades taxonédmicas do grupo; porém, o
caridtipo tem sido uma ferramenta muito valiosa para diagnose das
espécies. O objetivo do presente trabalho é caracterizar citogeneticamente
as espécies do género Oligoryzomys, contribuir para a citotaxonomia, e
investigar a evolugdo cromossOmica no género. A dissertagdo esta
estruturada em quatro partes: no Capitulo 1, sera apresentada a revisao
bibliografica sobre a tematica do trabalho e o Capitulo 2 tratara de toda a
metodologia empregada para o desenvolvimento do mesmo. Os resultados
serdo apresentados nos Capitulos 3 e 4. O Capitulo 3 abordara os
resultados obtidos empregando as técnicas de citogenética classica, a partir
das quais foram analisados 117 exemplares pertencentes as espécies: O.
flavescens (2n=64-66, NF=66), O. fornesi (2n=62, NF=64), O. microtis
(2n=64, NF=64), O. moojeni (2n=70, NF=72), O. nigripes (2n=62, NF=78-
82), O. stramineus (2n=52, NF=68) e Oligoryzomys sp. A (2n=70, NF=72).
As seis primeiras possuem cariétipos espécie-especificos e, dessa forma,
reiteramos a importancia da informacgéao citogenética para a citotaxonomia
do grupo. No Capitulo 4, serdo mostrados os dados de pintura
cromossdmica realizados em cinco espécies de Oligoryzomys a partir de
sondas cromossOmicas de O. moojeni, uma das espécies com maior
numero dipléide do género. A pintura cromossémica comparativa (Zoo-
FISH) revelou hibridagcdo em 29 segmentos autossémicos em O. fornesi; 30
em O. microtis; 31 em O. nigripes; e 32 em O. rupestris e Oligoryzomys sp.
2. Os resultados mostraram uma extensa reorganizagdo gendmica na
evolugdo cromossOmica do género, decorrente de fissbes, fusdes em
tandem, rearranjos Robertsonianos e perda/inativagdo, ganho/ativacédo ou
reposicionamento de centrébmero.

Palavras-chave: Oligoryzomys. Citotaxonomia. Evolugdo cromossémica.
Pintura Cromossémica.



ABSTRACT

DI-NI1ZzO, C. B. Citotaxonomy and chromosome evolution in
Oligoryzomys (Rodentia, Sigmodontinae). 2013. 163 p. Masters thesis
(Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2013.

Pygmy rice rats of the genus Oligoryzomys are widespread in the
Neotropical region. Taxonomy controversies are common in the genus due
to its morphological homogeneity. Therefore, cytogenetic has been a useful
tool to diagnose species. The aim of this work is to characterize
cytogenetically the species of the genus Oligoryzomys, contributing to
citotaxonomy, and to investigate the chromosomal evolution of the genus.
This Master thesis consists in four chapters: in Chapter 1, a brief
introduction of the subject is presented and Chapter 2 has the methodology
used throughout this work. The results obtained are presented separately in
Chapters 3 and 4. In Chapter 3, we show the results of classical
cytogenetics techniques. A total of 117 individuals were cytogenetically
analysed, and they belong to the following species: O. flavescens (2n=64-
66, FN=66), O. fornesi (2n=62, FN=64), O. microtis (2n=64, FN=64), O.
moojeni (2n=70, FN=72), O. nigripes (2n=62, FN=78-82), O. stramineus
(2n=52, FN=68), and Oligoryzomys sp. A (2n=70, FN=72). The first six
species possess species-specific karyotypes, and therefore we emphasize
the importance of cytogenetic studies for citotaxonomy. Finally, in Chapter 4
we report the results obtained by chromosome painting in five Oligoryzomys
species, with whole chromosomes probes of O. moojeni. Comparative
chromosome painting (Zoo-FISH) hybridized to 29 segments on metaphases
of O. fornesi, 30 on O. microtis, 31 on O. nigripes, and 32 on O. rupestris
and Oligoryzomys sp. 2. The results showed an extensive genomic
reshuffling, due to fissions, tandem and Robertsonian fusions,
loss/inactivation, gain/activation or repositioning of centromeres.

Keywords: Oligoryzomys. Citotaxonomy. Chromosome  evolution.
Chromosome Painting.
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1.1 Os roedores Neotropicais

A ordem Rodentia € a mais abundante e diversificada entre os mamiferos,
representando cerca de 42% das espécies viventes, e estima-se que
aproximadamente 2277 espécies fagam parte deste grupo (MUSSER; CARLETON,
2005). Seus representantes estdo amplamente distribuidos por quase todos os
continentes e habitam diferentes tipos de ambientes, tais como: desertos, florestas,
montanhas, pantanos, pradarias, savanas e rios e possuem habitos noturnos ou
crepusculares (CARLETON, 1984; NOWAK, 1991).

Em decorréncia da grande diversidade alcangada por seus representantes e
da distribuicdo cosmopolita, ha muitas divergéncias entre diferentes autores em
relacdo a taxonomia do grupo, de modo que a classificagdo dos roedores € incerta
tanto em niveis taxondmicos elevados quanto ao nivel especifico (MUSSER;
CARLETON, 2005; WEKSLER, 1996; WOOD, 1958).

A familia Cricetidae, uma das 33 familias da ordem Rodentia, € composta
por seis subfamilias, dentre as quais esta a subfamilia Sigmodontinae, com
representantes principalmente distribuidos na regidao Neotropical (MUSSER;
CARLETON, 2005).

Considera-se que os sigmodontineos sejam altamente diversificados e
tiveram uma rapida irradiagdo pela regido Neotropical (STEPPAN; ADKINS;
ANDERSON, 2004). Essa subfamilia tem sido alvo de estudos tanto com dados
morfolégicos (HOOPER; MUSSER, 1964; REIG, 1980, 1984; WEKSLER, 1996)
quanto com moleculares (D’ELIA, 2003; D’ELIA et al., 2006; SMITH; PATTON,
1999; WEKSLER; PERCEQUILLO; VOSS, 2006), mas problemas taxonémicos
ainda persistem.

A subfamilia Sigmodontinae foi subdividida formalmente em tribos; tanto o
numero de tribos quanto os seus componentes também variam muito, de acordo
com diferentes autores (D’ELIA et al., 2007; MUSSER; CARLETON, 2005; REIG,
1986; SMITH; PATTON, 1999). A discrepancia no numero de tribos e géneros
(Tabela 1.1) é decorrente do aumento no numero de estudos morfoldgicos,
moleculares e citogenéticos, assim como maiores esforcos e ampliagdo das
metodologias de coletas, que levaram a descricdo de novas espécies, validagao

de outras, elevacao de subgéneros a categoria de géneros e esclarecimento de
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algumas relagdes de parentesco (D’ELIA et al., 2007; MUSSER; CARLETON,

2005; WEKSLER, 2003).

Tabela 1.1 - Classificagéo tribal dos roedores sigmodontineos, de acordo com
Musser e Carleton (2005) e Reig (1984), com base em caracteres
morfolégicos, e D’Elia et al. (2007), com base em morfologia e
sistematica molecular.

Reig (1984)

Musser e Carleton (2005)

D'Elia et al. (2007)

Akodontini (10)
Ichthyomyirli (4)
Oryzomyini (13)
Phyllotini (14)
Scapteromyini (3)
Sigmodontini (2)
Wiedomyini (1)
Incertae sedis (4)

Akodontini (19)
Ichthyomyirli (5)
Oryzomyini (18)
Phyllotini (14)
Reithrodontini (3)
Sigmodontini (1)
Thomasomyini (4)
Wiedomyini (1)
Incertae sedis (8)

Abrotrichini (5)
Akodontini (14)
IchthyomyiQi (5)
Oryzomyini (26)
Phyllotini (10)
Reithrodontini (1)
Sigmodontini (1)
Thomasomyini (5)
Wiedomyini (1)
Incertae sedis (11)

Os numeros entre parénteses representam o numero de géneros de cada tribo. *Indica
a tribo a qual pertence o género Oligoryzomys, foco deste trabalho.

1.1.1 A tribo Oryzomyini

A tribo Oryzomyini € a mais diversa da subfamilia Sigmodontinae e a

ampla diversidade esta refletida em variagcbes morfolégicas, ecoldgicas e
cromossOmicas (GARDNER; PATTON, 1976; SILVA, 1994; WEKSLER;
PERCEQUILLO, 2011; WEKSLER; PERCEQUILLO; VOSS, 2006). Além disso, é
a tribo que possui 0 maior numero de taxons, contando com aproximadamente
114 espécies (WEKSLER; PERCEQUILLO, 2011).

Ha muitas divergéncias entre os autores em relagdo aos géneros e
subgéneros da tribo Oryzomyini. Na revisdo mais recente, Musser e Carleton (2005)
agruparam 18 géneros nessa tribo (Tabela 1.2).

O género Oryzomys, por exemplo, foi considerado o mais diverso dentre os
orizominos, e chegou a ser composto por quase metade das espécies de Oryzomyini
(MUSSER; CARLETON, 1993; REIG,

Microryzomys, Nesoryzomys, Oecomys e Oligoryzomys ja foram considerados

1984). Os atuais géneros Melanomys,

subgéneros de Oryzomys e posteriormente elevados a categoria de género apos
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analises morfologicas, cromossdmicas e moleculares (BONVICINO; MOREIRA,
2001; CARLETON; MUSSER, 1984, 1989; MYERS; LUNDRIGAN; TUCKER, 1995;
SMITH; PATTON, 1999). Segundo Musser e Carleton (2005), Oryzomys seria um
grupo polifilético, composto por 43 espécies reunidas em “grupos”.

Mais recentemente, na tentativa de estabelecer o monofiletismo de Oryzomys,
Weksler, Percequillo e Voss (2006), com base em estudos morfolégicos e
moleculares, nomearam 10 novos géneros, todos anteriormente referidos como
Oryzomys. Assim, de acordo com essa nova classificagdo, o género Oryzomys ficou
restrito ao “grupo palustris” e, consequentemente, o numero de géneros na tribo
subiu para 28 (Tabela 1.2).

Posteriormente, Percequillo, Weksler e Costa (2011) descreveram um
novo género para Oryzomyini, endémico da Floresta Atlantica, denominado
Drymoreomys. Mais recentemente, Pine, Timm e Weksler (2012) elevaram a
espécie Sigmodontomys aphrastus a categoria de género, sendo esse novo
género denominado Tanyuromys e, portanto, Oryzomyini passou a ser composta

por 30 géneros (Tabela 1.2).

Tabela 1.2 - Géneros atuais que compdem a Tribo Oryzomyini

Autores Géneros

Amphinectomys, Handleyomys, Holochilus,
Lundomys, Megalomys, Melanomys,

Musser e Carleton Microakodontomys, Microryzomys, Neacomys,
(2005) Nectomys, Nesoryzomys, Noronhomys, Oecomys,
Oligoryzomys, Oryzomys, Pseudoryzomys,
Sigmodontomys e Zygodontomys

Amphinectomys, Handleyomys, Holochilus,
Lundomys, Megalomys, Melanomys, Microryzomys,
Neacomys, Nectomys, Nesoryzomys, Noronhomys,
] Oecomys, Oligoryzomys, Oryzomys,

Weksler, Percequillo € | pseydoryzomys, Sigmodontomys, Zygodontomys,
Voss (2006) Scolomys, Aeglalomys Cerradomys
Eremoryzomys Euryoryzomys Hylaeamys
Mlndomys Nephelomys Oreoryzomys
Sooretamys e Transandlnomys

Percequillo, Weksler e Todos os considerados por Weksler, Percequillo e

Costa (2011) Voss (2006) + Drymoreomys
Pine, Timm e Weksler Todos os anteriores + Tanyuromys
(2012)

O género Oligoryzomys aparece em destaque (sublinhado) e (*) indica os géneros
nomeados por Weksler, Percequillo e Voss (2006), anteriormente referidos como
Oryzomys.
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1.1.2 O género Oligoryzomys

Os representantes do género Oligoryzomys possuem habitos noturnos,
sdo terrestres e alimentam-se de sementes, insetos e frutas (EMMONS; FEER,
1997). Popularmente, sdo chamados de “ratos do arroz”, pois podem ser
encontrados frequentemente nos arrozais. Sdo morfologicamente semelhantes e
trata-se do género mais especioso dentro da Tribo Oryzomyini (MUSSER,;
CARLETON, 2005; WEKSLER; PERCEQUILLO, 2011).

O género esta amplamente distribuido pela regido Neotropical, do México
até o extremo sul da Argentina e Chile (MUSSER; CARLETON, 2005). Além
disso, ocupa diferentes tipos de habitats, desde as elevadas altitudes dos Andes
até as costas Pacifica e Atlantica e todos os tipos de biomas, como Caatinga,
Cerrado, Floresta Atlantica, Amazénia, Chaco e Pampas (EMMONS; FEER,
1997). Algumas espécies sao, inclusive, endémicas de certos biomas, enquanto
outras possuem distribuicdes mais abrangentes (BONVICINO; WEKSLER, 1998;
PARESQUE, 2010; WEKSLER; BONVICINO, 2005).

O numero de espécies do género é muito controverso, principalmente pelo
fato de seus representantes apresentarem morfologia externa extremamente
semelhante.

Musser e Carleton (2005) reconheceram 18 espécies (O. andinus, O.
arenalis, O. brendae, O. chacoensis, O. delticola, O. destructor, O. eliurus, O.
flavescens, O. fornesi, O. fulvescens, O. griseolus, O. longicaudatus, O.
magellanicus, O. microtis, O. nigripes, O. stramineus, O. vegetus e O. victus).
Entretanto, esse numero estad subestimado, pois, nos ultimos anos, diversos
trabalhos sobre o género foram publicados com descrigcdes de espécies novas,
cariotipos novos e validagbes de espécies anteriormente consideradas
sinbnimas. Além disso, duas espécies reconhecidas por Musser e Carleton
(2005) foram sinonimizadas a O. nigripes: O. delticola e O. eliurus (BONVICINO;
WEKSLER, 1998; PARESQUE, 2004; WEKSLER; BONVICINO, 2005).

Dessa forma, compilando os dados da literatura, o género Oligoryzomys é
composto atualmente por 22 espécies formalmente descritas (Tabela 1.3);
destas, 11 ocorrem no Brasil: O. chacoensis, O. flavescens, O. fornesi, O.
fulvescens, O. messorius, O. microtis, O. moojeni, O. nigripes, O. rupestris, O.
stramineus e O. utiaritensis (AGRELLOS et al., 2012; ANDRADES-MIRANDA et
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al., 2001; MIRANDA et al., 2008; MUSSER; CARLETON, 2005; PARESQUE,
2004, 2010; PARESQUE et al.,, 2007; SILVA; YONENAGA-YASSUDA, 1997;
WEKSLER; BONVICINO, 2005).



Tabela 1.3 - Compilagdo dos dados cariotipicos de Oligoryzomys: espécie, numero dipléide (2n) e numero fundamental (NF),
sinonimias, localidade e referéncias.

(continua)

Espécie 2n NF Referido como Localidade Referéncia

0. andinus 60 70 Peru e Bolivia 1

O. arenalis - - Costas aridas e semiaridas do Peru 2

O. brendae - - Noroeste Argentina 2

O. chacoensis 58 74 Mato Grosso e Mato Grosso do Sul - Brasil (Cerradoe 3,4
Chaco), Paraguai

O. costaricensis 54 68 O. fulvescens Costa Rica 1

O. delicatus 62 74,76 O. longicaudatus (var. 3) Venezuela 1

O. destructor 60 76 O. longicaudatus (var. 4) Colémbia, Equador, Peru, Bolivia (Andes) 1

O. flavescens 64-68 66-72 Sul da Bahia ao Rio Grande do Sul - Brasil (Pampas, 56,7
Mata Atlantica, Cerrado), Argentina, Bolivia, Uruguai

O. fornesi 62 64-66 O. eliurus Bahia, Goias, Minas Gerais, Pernambuco, Paraiba - 7,8
Brasil (Cerrado e Caatinga), Paraguai

O. fulvescens 60 72,74 Regiao norte do Brasil, Guianas, Equador 9,10

O. griseolus - - Venezuela e Colédmbia 2

O. longicaudatus 56 66 Chile e Argentina 11

O. magellanicus 54 66 Sul da Patagénia, incluindo Tierra del fuego 11

O. messorius 56 58 O. fulvescens Roraima (Amazobnia) 7

O. microtis 64 64,66 O. longicaudatus (var. 2) Brasil e Peru (Amazdnia) 1,12,13,*

O. moojeni 70 72,74, Oligoryzomys sp. Goias, Minas Gerais, Tocantins - Brasil (endémicado 7, 14,15, *

76 Cerrado)

O. nigripes 61,62 78-82 O. delticola, O. eliurus Pernambuco ao Rio Grande do Sul, estendendo-sea 16, 17
Minas Gerais - Brasil (Mata Atlantica, Cerrado)

O. rupestris 46 52 Oligoryzomys sp. 1 Endémico em campo rupestre (Cerrado) 15, 18

0¢



Tabela 1.3 - Compilagdo dos dados cariotipicos de Oligoryzomys: espécie, numero dipléide (2n) e numero fundamental (NF),

sinonimias, localidade e referéncias. _
(concluséo)

Espécie 2n NF Referido como Localidade Referéncia
Goias, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui,

O. stramineus 52 68-70 Ceara - Brasil (Cerrado e Caatinga) 4, 8,19
Mato Grosso e Para - Brasil (transi¢ao Cerrado-

O. utiaritensis 72 76 O. nigripes Amazobnia) 20

O. vegetus 54 68 Panama 2

0. victus - - Sao Vicente - Antilhas (Localidade tipo) 2

Oligoryzomys sp. 2 44,45 52,53 Oligoryzomys sp. 2 Serra do Cipo, Minas Gerais - Brasil (Localidade tipo) 18

Oligoryzomys sp. A 70 72 Apiacas, Mato Grosso - Brasil (Amazbnia) *

Oligoryzomys sp. B 66 74 O. microtis Amapa - Brasil (Amazénia) 7

*Presente trabalho; 1. Gardner e Patton (1976); 2. Musser e Carleton (2005); 3. Myers e Carleton (1981); 4. Bonvicino e Geise (2006); 5.
Espinosa e Reig (1991); 6. Sbalqueiro et al. (1991); 7. Andrades-Miranda et al. (2001); 8. Bonvicino e Weksler (1998); 9. Haiduk,
Bickham e Schmidly (1979); 10. Paresque (2004); 11. Gallardo e Patterson (1985); 12. Aniskin e Volobouev (1999); 13. Patton, Da Silva
e Malcolm (2000); 14. Lima, Bonvicino e Kasahara (2003); 15. Weksler e Bonvicino (2005); 16. Aimeida e Yonenaga-Yassuda (1991);
17. Paresque et al. (2007); 18. Silva e Yonenaga-Yassuda (1997); 19. Fernandes, D’Andrea e Bonvicino (2012); 20. Agrellos et al.
(2012).

Lc
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No Brasil, as espécies estdo distribuidas da seguinte forma: O.
chacoensis no noroeste do estado de Mato Grosso do Sul e sudoeste de
Mato Grosso; O. flavescens, do sul da Bahia ao Rio Grande do Sul; O.
fornesi, norte de Minas Gerais, Goias, Bahia, oeste de Pernambuco e
Distrito Federal; O. fulvescens, norte do Para e Amapa, Roraima e nordeste
do Amazonas; O. messorius, Roraima; O. microtis distribui-se nos estados
do Acre, Rondoénia, sul do Para e do Amazonas e norte de Mato Grosso; O.
moojeni, sul do Tocantins, norte de Goias e noroeste de Minas Gerais; O.
nigripes ocorre do estado de Pernambuco ao norte do Rio Grande do Sul,
em Minas Gerais e no Distrito Federal; O. rupestris encontrado em altitudes
elevadas nos estados da Bahia e Goias; O. stramineus, norte de Minas
Gerais, nordeste de Goias, sudeste do Piaui, Ceara, Pernambuco e
Paraiba; e O. utiaritensis ocorre em Mato Grosso e no Para (AGRELLOS et
al., 2012; BONVICINO; OLIVEIRA; D’ANDREA, 2008; FERNANDES;
D’ANDREA; BONVICINO, 2012; MUSSER; CARLETON, 2005; SILVA;
YONENAGA-YASSUDA, 1997).

Com relagao ao status de conservagao de Oligoryzomys, segundo a
IUCN (2012), O. victus é considerada extinta e as espécies O. brendae, O.
moojeni e O. rupestris sdo deficientes em dados.

Nos ultimos anos, estudos multidisciplinares envolvendo ecologia,
morfologia, citogenética e filogenia molecular aumentaram
consideravelmente, de modo que novas informacdées vém sendo
adicionadas para o género. Ainda assim, o numero de espécies validas,

suas relagoes e seus limites de distribuicdo continuam pouco claros.

1.1.2.1 Estudos de filogenia molecular em Oligoryzomys

Durante muito tempo, Oligoryzomys foi considerado subgénero do
antigo género Oryzomys. Carleton e Musser (1989) propuseram que
Oligoryzomys fosse elevado a categoria de género pleno, de acordo com
caracteristicas morfologicas especificas que esse grupo compartilha.

Apos o trabalho de Myers, Lundrigan e Tucker (1995), Oligoryzomys

foi efetivamente considerado género pleno, devido ao monofiletismo
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observado a partir da reconstrugdo filogenética obtida empregando
sequéncias génicas aliadas a estudos morfoldgicos.

A partir dos anos 2000, surgiram outros trabalhos abordando a
filogenia do grupo, com dados morfolégicos, alozimas e marcadores
moleculares (AGRELLOS et al., 2012; GONZALEZ-ITTIG et al.,, 2010;
MIRANDA et al., 2008; PALMA et al., 2010; PERINI et al., 2004; WEKSLER;
PERCEQUILLO; VOSS, 2006). Em todos esses trabalhos, o monofiletismo
do grupo foi recuperado; no entanto, as relagbes de parentesco entre as
espécies permanecem controversas. Ainda assim, algumas congruéncias
filogenéticas foram encontradas por mais de um autor em diferentes
analises. Agrellos et al. (2012), Gonzalez-Ittig et al. (2010), Miranda et al.
(2008) e Palma et al. (2010), por exemplo, recuperaram O. microtis como
grupo irm&o das demais espécies do género. Além disso, O. nigripes foi
recuperado como grupo irméo de O. stramineus (AGRELLOS et al., 2012;
GONZALEZ-ITTIG et al., 2010; MIRANDA et al., 2008).

Gonzalez-Ittig et al. (2010) e Paresque (2010) propuseram que O.
flavescens deve ser um complexo de espécies, pois os exemplares do
Brasil e da Argentina ndo agrupam com os O. flavescens da Bolivia.

Miranda et al. (2008), a partir de analises baseadas em sequéncias
do gene citocromo-b, obtiveram as relagdes filogenéticas de Oligoryzomys
arranjadas em um padrédo de ocupag¢ao da América do Sul, de acordo com
um gradiente norte-sul (Figura 1.1). Nesta analise, O. microtis, de origem
amazébnica, foi recuperada como irma das demais espécies. Embora os
autores ressaltem a formagdo de dois grupos, “Pampa-Andino” e
“Amazébnia-Cerrado”, este ultimo ndo pode ser considerado monofilético,
pois as espécies da Amazbnia e Cerrado ndo formam um clado. Apenas as
espécies que ocorrem nos Pampas e nos Andes compdem o clado mais
derivado na analise, que justificaria a ocupacdo em dire¢cdo ao sul da
Ameérica do Sul.

Mais recentemente, Agrellos et al. (2012) apresentaram uma filogenia
molecular para o género, na qual um maior numero de taxons foi utilizado e
sete novas espécies foram incluidas na amostra, tornando a informacgéo
mais robusta e abrangente, quando comparada ao trabalho de Miranda et

al. (2008). O. microtis também foi recuperada como irma das demais
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espécies e as relagdes entre o clado “Pampa-Andino” foram igualmente
recuperadas. Entretanto, este clado nao foi recuperado como o mais
derivado da filogenia, uma vez que a inclusdo de novos dados modificou
consideravelmente as relacdes entre as demais espécies. Assim, nao foi
observado um padrdo entre os clados e os biomas que as espécies
ocupam. Neste mesmo trabalho, O. utiaritensis foi revalidada e mostrou-se
irma de O. moojeni (Figura 1.2).

Neste contexto, fica clara a necessidade de desenvolvimento de mais
estudos de inferéncia filogenética envolvendo todas as espécies do género
e outros marcadores moleculares para a melhor compreensao das relagdes

filogenéticas do grupo.
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Figura 1.1 - Filogenia molecular, baseada em sequéncias do gene
citocromo-b, para o género Oligoryzomys.
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Fonte: Miranda et al. (2008), com modificagdes.
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Figura 1.2 - Filogenia molecular, baseada em sequéncias do gene
citocromo-b, para o género Oligoryzomys.
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1.1.2.2 Estudos citogenéticos em Oligoryzomys

O género Oligoryzomys apresenta grande variabilidade cariotipica e
os numeros dipldides geralmente sdo elevados, podendo variar de 2n=44 a
2n=72 (AGRELLOS et al., 2012; ANDRADES-MIRANDA et al., 2001; SILVA;
YONENAGA-YASSUDA, 1997).

De acordo com Paresque (2010), existem mais de 30 formas
cariotipicas descritas para Oligoryzomys e, segundo Silva (1999), na
literatura sdao encontrados casos em que diferentes caridtipos foram
relacionados a mesma entidade taxondémica ou diferentes espécies
apresentam o mesmo cariotipo.

Um dos exemplos de maiores discrepancias ocorre em O.
longicaudatus, o qual tem seu nome e distribuicdo geografica envolvidos em
grande controvérsia. Gardner e Patton (1976) descreveram quatro formas
cariotipicas para esta espécie, provenientes do Peru e Venezuela, que mais
tarde foram relacionadas a outros nomes (Tabela 1.3). De acordo com
Belmar-Lucero et al. (2009), Gallardo e Patterson (1985) e Palma et al.
(2005), caracteres citogenéticos, morfolégicos e moleculares mostram que
O. longicaudatus tem seus limites de distribuicdo no Chile e Argentina.

Primeiramente, com base em morfologia, foram descritas trés
subespécies para Oligoryzomys longicaudatus: O. longicaudatus
longicaudatus, O. longicaudatus phillipi e O. longicaudatus magellanicus
(OSGOOD, 1943). Muitos anos mais tarde, analises citogenéticas
mostraram a presenca de dois caridtipos distintos, sendo 2n=56 para O. |.
longicaudatus e O. I. phillipi e 2n=54 para O. |. magellanicus (GALLARDO;
PATTERSON, 1985). Cerca de cinco anos depois, Gallardo e Palma (1990)
demonstraram que as subespécies O. |. longicaudatus e O. I. phillipi séao
morfologicamente uniformes e as sinonimizaram a O. longicaudatus. Além
disso, os autores elevaram a subespécie O. longicaudatus magellanicus ao
nivel especifico, sendo chamada de O. magellanicus.

Sbalqueiro et al. (1991) estudaram citogeneticamente diferentes
populacbes de O. flavescens e encontraram trés numeros dipldides
distintos: 2n=64, 65 e 66. Tal variagao foi decorrente da presenga de um ou

dois cromossomos acrocéntricos pequenos em alguns individuos,
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interpretados como cromossomos supernumerarios (Bs). Estudos
citogenéticos mais recentes indicaram que O. flavescens pode ter de 0 a 4
cromossomos supernumerarios (ANDRADES-MIRANDA et al., 2001;
PARESQUE, 2004).

Aniskin e Volobouev (1999) fizeram analises comparativas de bandas
C e G nos caridtipos de O. microtis e O. flavescens coletados na Bolivia e
estabeleceram que o primeiro possui 2n=64, NF=66, e que O. flavescens
apresenta 2n=64, 65, 66 e NF=66—-68.

De fato, o cariétipo com 2n=64, NF=66, tem sido relacionado a O.
microtis (BONVICINO; GEISE, 2006; PATTON; DA SILVA; MALCOLM,
2000; WEKSLER; BONVICINO, 2005). Entretanto, Andrades-Miranda et al.
(2001) descreveram um cariétipo com 2n=66, NF=74, para exemplares
coletados no Amapa e correlacionaram-no a mesma espécie. Mais
recentemente, Miranda et al. (2008) realizaram analises filogenéticas com
alguns marcadores moleculares e verificaram que tais individuos com
2n=66, NF=74, poderiam representar outra espécie ainda nao descrita
(Oligoryzomys sp. B, Tabela 1.3), pois ndo agruparam com individuos
identificados como O. microtis na filogenia.

A validade de algumas espécies também tem sido questionada. Por
exemplo, O. messorius foi considerada sindnimo junior de O. fulvescens,
mas os dados cariotipicos e moleculares mostraram que se trata de uma
espécie valida (ANDRADES-MIRANDA et al., 2001; MIRANDA et al., 2008).

Em outro exemplo da grande confusdo existente no género
Oligoryzomys, os limites morfolégicos e cariotipicos de O. destructor
precisam ser estabelecidos, pois, de acordo com Paresque (2010), esta
espécie foi recuperada no mesmo clado de O. microtis na filogenia
molecular.

Paresque et al. (2007) detectaram mais de 40 composigdes
cariotipicas distintas para O. nigripes (2n=62, NF=78-82), cuja elevada
diversidade cariotipica foi relacionada a inversdes pericéntricas nos pares
autossébmicos 2, 3, 4 e 8 e variagcbes na morfologia dos cromossomos
sexuais, posicionando O. nigripes como uma das espécies que possui mais

polimorfismos entre os roedores Neotropicais.
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Essas caracteristicas de O. nigripes, adicionadas a sua ampla
distribuicdo, levaram a inumeras controvérsias na literatura. Exemplo disso
ocorreu durante muito tempo, envolvendo O. nigripes e O. delticola, pois
ambas apresentavam morfologia externa e caridtipos idénticos (2n=62,
NF=78-82). Bonvicino e Weksler (1998) consideraram essas espécies
sinbnimas; Paresque (2004) e Silva (1999) confirmaram a interpretacéo de
Bonvicino e Weksler (1998), ja que comparagdes citogenéticas revelavam o
mesmo padrdo de bandas e rearranjos envolvendo os mesmos pares
cromossdmicos. Francés e D’Elia (2006) propuseram que ambos os taxons
sao sinbnimos por serem indistinguiveis por dados de morfologia craniana.

Ha controvérsias também em relagcédo a Oligoryzomys eliurus, que, de
acordo com semelhangas morfologicas, foi considerada sinbnimo junior de
O. nigripes (BONVICINO; WEKSLER, 1998). Entretanto, Andrades-Miranda
et al. (2001) descreveram cariétipos diferentes para essas duas espécies,
atribuindo 2n=62, NF=64-66, a O. eliurus e 2n=62, NF=78-82, a O.
nigripes, ambos coletados em regides do Cerrado. Ja Bonvicino e Geise
(2006), Bonvicino e Weksler (1998), Myers e Carleton (1981) e Paresque
(2004) correlacionaram o cariétipo com 2n=62 e NF=64 a O. fornesi.

Silva e Yonenaga-Yassuda (1997) descreveram dois caribtipos
inéditos para o género: Oligoryzomys sp. 1 (2n=46, NF=52) e Oligoryzomys
sp. 2 (2n=44,45, NF=52,53) e realizaram estudos de evolugdo
cromossdmica, com base em bandas C, G, localizacdo das Ag-RONs e
FISH telomérica. A associacao de tais dados indicou que fusao céntrica é o
evento responsavel pela diferenciagdo dos numeros dipldides dessas duas
espécies novas de Oligoryzomys.

Weksler e Bonvicino (2005) publicaram uma revisdo taxondémica de
Oligoryzomys do Cerrado brasileiro e descreveram duas novas espécies
endémicas deste bioma: Oligoryzomys moojeni (2n=70, NF=74) e
Oligoryzomys rupestris (2n=46, NF=52), sendo esse ultimo cari6tipo
idéntico ao de Oligoryzomys sp. 1 descrito previamente por Silva e
Yonenaga-Yassuda (1997).

Mais recentemente, Oligoryzomys utiaritensis (anteriormente
considerada sin6nimo junior de O. nigripes) foi revalidada por Agrellos et al.

(2012). Segundo os autores, estudos morfolégicos, morfométricos,
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filogenéticos e cariotipicos mostraram claramente que ambas as espécies
sao entidades taxon6micas distintas. De fato, com relagao ao cariétipo, O.
nigripes possui 2n=62, NF=78-82, enquanto O. utiaritensis apresenta
2n=72, NF=76, o maior numero diploide descrito para o género. Além disso,
O. nigripes esta distribuido ao longo da Mata Atlantica e regides de
transicao de Cerrado e O. utiaritensis, em regides de Cerrado e Floresta
Amazdnica.

Conforme apresentado anteriormente, estudos citogenéticos em
Oligoryzomys claramente representam uma ferramenta valiosa para a
diagnose das espécies. Além disso, o género € um modelo para estudo de
evolugdo cromossdmica, pois apresenta diversos tipos de rearranjos e
variabilidade intra e interespecifica (PARESQUE, 2004, 2010).

1.2 Relevancia da citogenética molecular

A “Citogenética molecular” passou a ser rotineiramente aplicada com o
desenvolvimento da tecnologia de hibridagao in situ. A partir de entao, foi
possivel a localizacdo de sequéncias especificas de acidos nucléicos nos
cromossomos, garantindo a associagdo dos dados moleculares sobre
sequéncias de DNA com informag¢des cromossémicas (SCHWARZACHER;
HESLOP-HARRISON, 2000).

A técnica se baseia na desnaturagdo do DNA-alvo, presente nos
cromossomos metafasicos ou interfasicos, e na aplicacdo de sequéncias
complementares isoladas de DNA ou RNA (sondas) que se ligam ao sitio exato
onde a sequéncia ocorre naturalmente (GUERRA, 2005).

Nos primeiros protocolos de hibridagdo, que foram desenvolvidos ainda
no final da década de 1960, as sondas eram marcadas com isotopos
radioativos. Com o estabelecimento de novas tecnologias, a marcagao
isotdpica foi substituida gradativamente por marcagdo com outras moléculas,
como por exemplo, os fluorocromos e, portanto, a técnica de hibridacéo passou
a ser chamada de FISH (do inglés: fluorescence in situ hybridization)
(SCHWARZACHER; HESLOP-HARRISON, 2000; VIEGAS-PEQUIGNOT et al.,
1989).
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Diversos tipos de sondas podem ser utilizadas, tais como: (i) sondas de
sequéncias unicas ou de poucas copias, uteis em mapeamento, localizagao e
ordenamento de sequéncias de DNA ou genes nos cromossomos; (ii) sondas
de DNA repetitivo disperso, que sao sequéncias repetitivas dispersas ao longo
dos cromossomos e marcam uniformemente todo o genoma; (iii) sondas
gendmicas, constituidas por um grande numero de sequéncias unicas e
repetitivas, que marcam todos os cromossomos igualmente; (iv) sondas
cromossOmicas, um conjunto de sequéncias génicas ou ndo-génicas de um
determinado cromossomo que pode ser reunido para formar uma sonda capaz
de “pintar” apenas aquele cromossomo; (v) sondas de sequéncias repetitivas
organizadas em tandem: o DNA ribossémico, centromérico e o telomérico, por
exemplo, que tém sido amplamente empregados em diversos tipos de estudos
(GUERRA, 2005).

As sondas cromossomo-especificas levaram ao desenvolvimento da
técnica de pintura cromossdémica, que permite corar simultaneamente cada

cromossomo ou pedacos dele em cores diferentes (se¢&o 1.2.2).

1.2.1 FISH com sondas teloméricas (TTAGGG),

Os telbmeros sao estruturas formadas por proteinas e DNA,
localizados nas extremidades dos cromossomos, que impedem a fusdo com
outros cromossomos e os protegem da degradacéo (ZAKIAN, 1995).

Experimentos de FISH com a sequéncia (TTAGGG), de telbmeros,
realizados em diversas espécies de vertebrados, mostraram a presencga da
sequéncia em posicdes teloméricas e né&o-teloméricas (estas ultimas
denominadas também sequéncias teloméricas intersticiais ou ITS — do
inglés interstitial telomeric sequences). Essa sequéncia é extremamente
conservada entre diferentes grupos e, por isso, é considerada uma sonda
importante para estudos de evolugdo cromossémica (MEYNE et al., 1990).

Enquanto a hibridagao exclusivamente telomérica implica se tratar da
regiao do telédmero funcional, a origem e funcao das repetigdes (TTAGGG),
nos sitios ndo-teloméricos ainda sao contraditérias.

Em alguns casos, sitios nao-teloméricos de (TTAGGG), podem

representar sequéncias remanescentes de teldmeros, resultantes de
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rearranjos cromossémicos, tais como inversodes, fusdes céntricas e fusdes
em tandem ocorridos durante a evolucao cariotipica de muitos vertebrados
(ANDRADES-MIRANDA et al., 2002; LEE; SASI; LIN, 1993; MEYNE et al.,
1990; RUIZ-HERRERA et al., 2002). Porém, essa condigdo parece néao ser
universal, uma vez que foram localizadas ITS em cromossomos de
cariétipos que nao sofreram variagcdes numéricas ou estruturais (WILEY et
al., 1992) e localizadas proximas ou dentro de blocos de heterocromatina
constitutiva (METCALF; ELDRIDGE; JOHNSTON, 2004; MEYNE et al.,
1990; PAGNOZZI; SILVA; YONENAGA-YASSUDA, 2000).

Estudos das localizagdes das sequéncias teloméricas tém sido
realizados em diferentes espécies de vertebrados e tém demonstrado que
ha uma variedade de mecanismos que podem levar ao surgimento de
(TTAGGG), em sitios intersticiais; entre eles: (i) as ITS seriam derivadas de
cromossomos envolvidos em rearranjos durante a evolugao cariotipica e
representariam sequéncias remanescentes nos Cromossomos recém-
formados; (ii) poderiam ser resultantes da amplificacdo de sequéncias
(TTAGGG),; (iii) resultariam de permuta, transposicédo e trocas desiguais de
cromatides irmas; (iv) introdugao de sequéncias teloméricas pela enzima
telomerase; e (v) integracdo de segmentos extracromossémicos ou
transposons com sequéncias teloméricas (MEYNE et al., 1990; RUIZ-
HERRERA et al., 2008; WILEY et al., 1992).

Assim, ndao ha um consenso em relagdo a presenga ou auséncia de
ITS e rearranjos cromossémicos, de modo que diferentes mecanismos
podem estar ocorrendo nos diversos grupos de vertebrados estudados
(SILVA, 1999).

1.2.2 FISH com sondas cromossomicas (Pintura Cromossémica)

Quando a hibridacao in situ fluorescente é realizada com sondas
derivadas de cromossomos inteiros ou pedagos cromossémicos, €
denominada “Pintura cromossémica” (FERGUSON-SMITH; YANG;
O’BRIEN, 1998). Caso as sondas cromossOmicas de uma espécie sejam

utilizadas para hibridar cromossomos de outra espécie, a técnica passa a
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ser chamada de “Pintura cromossOmica comparativa” ou Zoo-FISH
(CHOWDHARY; RAUDSEPP, 2001).

As sondas cromossdmicas podem ser obtidas por microdisseccao ou
citometria de fluxo. No caso da citometria de fluxo, os cromossomos sao
separados por tamanho e razdo AT/CG, a partir de um grafico denominado
cariotipo de fluxo (ver Figura 4.1, Capitulo 4).

O cariétipo de fluxo € caracteristico para cada espécie e pequenas
variagcbes dentro da mesma espécie sdo normalmente resultantes de
diferentes quantidades de DNA repetitivo dos individuos (FERGUSON-
SMITH; YANG; O'BRIEN, 1998).

A Zoo-FISH é capaz de detectar sintenias entre espécies diferentes.
Dessa forma, pode ocorrer hibridagdo em apenas um cromossomo,
indicando que todo o cromossomo € conservado; ou, em outros casos,
muitos cromossomos ou partes deles sdo pintados, indicando que varios
rearranjos cromossémicos ocorreram durante a divergéncia das espécies.
Geralmente, espécies mais relacionadas exibem menor numero de
rearranjos do que espécies distantes (FERGUSON-SMITH; YANG;
O’BRIEN, 1998).

As homologias detectadas pela pintura cromossémica séo uteis para
0 mapeamento genético das espécies, para estudos de evolugéo
cromossdmica, determinando, assim, 0s rearranjos que ocorreram durante
a evolucao. Entretanto, tal técnica ndo permite a detec¢cdo de rearranjos
intra-cromossdémicos e também nao € bem sucedida quando aplicada entre
grupos de animais filogeneticamente distantes. Apesar dessas limitagdes, a
pintura € capaz de determinar linhas de descendéncia entre diversas
espécies (FERGUSON-SMITH; TRIFONOV, 2007).

A pintura cromossémica comparativa se iniciou com hibridagcdes de
sondas humanas em outros primatas (MORESCALCHI et al., 1997;
RICHARD; LOMBARD; DUTRILLAUX, 1996; WIENBERG et al., 1990).
Posteriormente, as sondas cromossOmicas humanas foram hibridadas em
outras ordens de mamiferos, permitindo o reconhecimento de sequéncias
de DNA conservadas e revelando que grandes blocos de DNA tém sido

transmitidos sem grandes alteragcbes durante a evolugcdo da classe
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Mammalia (FERGUSON-SMITH; TRIFONOV, 2007; FERGUSON-SMITH;
YANG; O’'BRIEN, 1998; SCHERTHAN et al., 1994).

A medida que as novas tecnologias foram avancando, foi possivel a
obtencao de sondas cromossémicas de qualquer espécie de vertebrado que
dispde de cultura celular (FERGUSON-SMITH; YANG; O’BRIEN, 1998;
YANG; GRAPHODATSKY, 2009). Entretanto, a maioria dos trabalhos de
pintura cromossémica envolve sondas cromossémicas obtidas de espécies
de mamiferos, de modo que experimentos de Zoo-FISH com sondas de
outros vertebrados (aves, répteis e principalmente anfibios) ainda sao muito
escassos na literatura (DOBIGNY; YANG, 2008).

Com relacdo aos roedores, analises com sondas humanas em
representantes nao pertencentes a superfamilia Muroidea, como os
Sciuridae (esquilos), mostraram um cariétipo altamente conservado, que
retém muitas sintenias ancestrais (RICHARD et al.,, 2003). Em
contrapartida, os roedores da superfamilia Muroidea possuem cariétipos
muito rearranjados, de tal modo que dados de pintura cromossdémica com
sondas de espécies muito distantes podem ser de dificil interpretacdo. Por
isso, sondas do roedor Mus musculus (superfamilia Muroidea, familia
Muridae) foram utilizadas para serem hibridadas em laminas de roedores
muréideos (HASS; SBALQUEIRO; MULLER, 2008; ROMANENKO et al.,
2006).

Hass, Sbalqueiro e Muller (2008), utilizando tais sondas, verificaram
27 regides de homologia com 10 cromossomos de cinco espécies de
roedores sul-americanos: Akodon cursor, A. montensis, A. paranaensis, A.
serrensis e Oligoryzomys flavescens, mostrando conservacéo evolutiva dos
cromossomos 1, 4, 6, 7, 11, 14, 15, 18, 19 e X. Contudo, como as familias
Muridae e Cricetidae possuem o ancestral comum que divergiu
provavelmente ha cerca de 31,1 milhdes de anos, a hibridagdo de M.
musculus em cricetideos pode ndo ser tdo esclarecedora (SWIER et al.,
2009).

Diante disso, Swier et al. (2009) isolaram sondas cromossémicas da
espécie Sigmodon hispidus (familia Cricetidae, subfamilia Sigmodontinae)

para hibridar em outras nove espécies do mesmo género, com o objetivo de
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determinar as mudancas cariotipicas ocorridas entre as espécies de
Sigmodon. Assim, sugeriram um possivel cariotipo ancestral para o género.

Outro estudo recente, que utilizou sondas espécie-especificas de
roedores da subfamilia Sigmodontinae, foi realizado por Ventura et al.
(2009). Os autores compararam os cariétipos de quatro espécies de Akodon
e os resultados revelaram homologia completa entre os complementos de
Akodon sp. n. (2n = 10), A. cursor (2n = 15), A. montensis (2n = 24) e A.
paranaensis (2n = 44), evidenciando inumeros rearranjos cromossOmicos
entre as espécies. A pintura mostrou oito segmentos sinténicos
compartilhados entre A. montensis, A. cursor e Akodon sp. n., cinco
associagbes exclusivas para A. cursor e seis para Akodon sp. n. Foi
detectada também homologia quase completa dos cromossomos X e até
mesmo do Y, indicando que tais espécies passaram por um processo
recente de intensa diferenciacdo autossébmica, no qual a homologia total
dos cromossomos sexuais foi conservada, excetuando na espécie Akodon
sp. n.

Os roedores neotropicais possuem grande variabilidade cariotipica e
sao modelos uteis para investigagdo de evolugao cromossémica utilizando
pintura cromossdmica comparativa. Além de auxiliar na compreensao dos
rearranjos que ocorreram durante a evolugdo das espécies, a pintura
cromossdmica detecta homologias que podem ser usadas para construgao
de mapas citogenéticos (PIECZARKA; NAGAMACHI, 2005).

1.3 Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo realizar estudos citogenéticos
e de evolugcdo cromossdmica em roedores do género Oligoryzomys, visando
a contribuir para a citotaxonomia, melhor compreensao da historia evolutiva
do grupo e dos processos envolvidos na diferenciagdo cariotipica das
espécies.

Especificamente, pretende-se:

« Caracterizar o numero e a morfologia dos cromossomos dos
espécimes e, para isso, serdo empregadas técnicas de coloragao

convencional, obtencado de padrdes de bandas C, G e localizagdo das Ag-
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RONs (regides organizadoras de nucléolos), para que os cariotipos sejam
comparados entre os individuos da mesma espécie e entre espécies do
mesmo género;

s Determinar a localizacdo especifica de sequéncias teloméricas e
realizar experimentos de pintura cromossdmica com sondas especificas,
utilizando metodologias de hibridagdo in situ fluorescente, para tragar
estudos comparativos e de evolugcdo cromossémica, com descricao dos

possiveis mecanismos envolvidos na diferenciagéo cariotipica do grupo.
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CAPITULO 2 -
MATERIAL E METODOS
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2.1 Amostras

O material utilizado neste trabalho é proveniente de campanhas de
coleta, com armadilhas de queda (pitfall) ou Sherman, realizadas por
membros do Laboratério de Ecologia e Evolugdo (LEEV - Instituto
Butantan) e por colaboradores com seus grupos de pesquisa: Dr. Miguel T.
Rodrigues (IB-USP), Dra. Ana Paula Carmignotto (UFSCar campus
Sorocaba), Dr. Mauro Galetti (UNESP campus Rio Claro), Dra. Sandra
Favorito, Dra. Renata Pardini (IB-USP), Dra. Adriana Bueno (SMA-SP), Dra.
Darci M. Barros-Battesti (Instituto Butantan), Flavio Agapito (Seband), Dr.
Rogério V. Rossi (UFMT), Dr. José Carlos Motta Jr. (IB-USP), Dr. Alexandre
U. Christoff (Universidade Luterana do Brasil), Dr. Pedro L. B. da Rocha
(UFBA) e Dr. Diego Queirolo (Universidad de la Republica — Uruguai).

2.1.1 Amostra referente ao Capitulo 3: “Estudos de citogenética
convencional e hibridacdo in situ fluorescente com sondas
teloméricas em  Oligoryzomys (Rodentia, Sigmodontinae):
importancia dos  cariotipos  espécie-especificos para a
citotaxonomia”

Foram analisados citogeneticamente 117 individuos pertencentes a
sete espécies de Oligoryzomys: O. flavescens (16), O. fornesi (7), O.
microtis (4), O. moojeni (4), O. nigripes (83), Oligoryzomys sp. A (1) e O.
stramineus (2) (Tabela 3.2 — Capitulo 3).

Os exemplares foram coletados em 28 localidades, oito estados do
Brasil: Apiacas, Aripuana e Vila Rica, no estado de Mato Grosso; Urugui-
Una, Piaui; Peixe, Tocantins; Minagu e Parque Nacional das Emas, Goias;
Camacan, na Bahia; Caxambu, Jequitinhonha e Serra da Canastra, Minas
Gerais; Biritiba-Mirim, Buri, Caieiras, Caraguatatuba, Cotia, Floresta
Nacional de Ipanema, Guara, Juquitiba, Luis Anténio, Parque Estadual
Carlos Botelho, Parque Estadual da Serra do Mar (nucleo Santa Virginia),
Piedade, Pindamonhangaba, Pinhalzinho, Sdo Bernardo do Campo e Sao
Joaquim da Barra, em Sao Paulo; e Esmeralda, no estado do Rio Grande
do Sul.
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As preparagbes citogenéticas dos exemplares provenientes de
Caieiras, Caraguatatuba, Cotia, Floresta Nacional de Ipanema, Guara,
Parque Estadual Carlos Botelho, Parque Estadual da Serra do Mar e Sao
Joaquim da Barra (Sao Paulo) foram obtidas no Laboratério de Ecologia e
Evolugdo (LEEV - Instituto Butantan) ou em campo, em um laboratério
montado provisoriamente (Figura 2.1). O restante da amostra conta com
preparacgdes que foram realizadas em campo pela Dra. Maria José de Jesus
Silva, Dra. Renata Cecilia Amaro e Dra. Karen Ventura (Tabela 3.2).

A analise desse material foi iniciada durante a iniciagao cientifica da
aluna, de abril de 2008 a novembro de 2009, (FAPESP: 2008/00493-9)
sendo dada continuidade durante o mestrado (FAPESP: 2010/03432-0).

2.1.2 Amostra referente ao Capitulo 4: “Pintura cromossdmica
comparativa (Zoo-FISH) em Oligoryzomys (Sigmodontinae,
Rodentia): homologias e rearranjos envolvidos na diferenciacao
cariotipica de cinco espécies do género”

Para os experimentos de pintura cromossdémica do Capitulo 4, deu-se
preferéncia aos exemplares cujas culturas de células estavam disponiveis,
pois as hibridagcdes em metafases de medula éssea e bago ndo mostraram
resultados satisfatorios.

Foram descongeladas culturas de fibroblastos provenientes do Banco
de Células do Laboratério de Citogenética de Vertebrados (IBUSP), cujas
biopsias e/ou cultura celular primaria foram obtidas pela Dra. Maria José de
Jesus Silva, durante o periodo de seu doutorado e pds-doutorado no IB-
USP, sob orientagédo da Dra. Yatiyo Yonenaga-Yassuda.

Os exemplares sao provenientes das seguintes localidades: Fazenda
Intervales e Floresta Nacional de Ipanema (S&o Paulo), Peixe (Tocantins),
Aripuanad (Mato Grosso), Minagu (Goias), Serra do Cip6 (Minas Gerais) e
Pico das Almas (Bahia) (Tabela 4.1 — Capitulo 4).

A pintura cromossémica foi realizada nas espécies O. flavescens, O.
fornesi, O. microtis, O. moojeni (exemplares analisados por citogenética
classica no Capitulo 3 do presente trabalho), O. nigripes (exemplar

analisado em Silva, 1994) e O. rupestris e Oligoryzomys sp. 2 (exemplares
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cujos caridtipos foram descritos por Silva e Yonenaga-Yassuda, 1997)
(Tabela 4.1 — Capitulo 4).

Figura 2.1 — Laboratério provisério montado na Floresta Nacional de Ipanema
para realizagdo de preparagdes citogenéticas, metodologias de
captura e foto de exemplar utilizado neste trabalho.

(a) Laboratério montado provisoriamente para realizagdo de preparagdes citogenéticas
no campo; (b) Armadilha de queda (pitfall); (c) Armadilha tipo Sherman; (d)
Oligoryzomys flavescens coletado na Floresta Nacional de Ipanema (SP).

2.2 Metodologia

A eutanasia foi realizada de acordo com os “Principios éticos na
experimentacdo animal” (CARPENTER; MASHIMA; RUPIPER, 1996) e
licenga da Comissdo de Etica para uso de Animais do Instituto Butantan
(CEUAIB) n° 242/05.
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2.2.1 Preparacdes mitoticas

a. Preparacéo in vivo de medula éssea e baco, sequndo Ford e Hamerton
(1956), Silva (1994) e Yonenaga (1972), com modificacoes:

1. Aproximadamente 24 horas antes da preparacdao cromossémica,
injetar subcutaneamente, na propor¢ao de 1 mL para cada 100 g do
animal, uma solugao preparada com 2 g de fermento biolégico e 5 g
de acgucar, dissolvidos em 25 mL de agua destilada, para estimular
divisdes celulares.

2. Cerca de 30 minutos antes do sacrificio, injetar subcutaneamente
colchicina 0,1% (0,5 mL para cada 100 g do animal).

3. Fazer uma pequena incisdo na regido ventral, retirar os fémures,
limpar e cortar as epifises. Em seguida, retirar o bago. Coloca-los em
uma placa de Petri contendo de 3 a 5 mL de solucdo balanceada de
Hanks. As preparacdes de baco e medula poderiam ser processadas
separadamente; porém, para Oligoryzomys, por serem animais muito
pequenos, optou-se por juntar o material para otimizar resultados.

4. Com a ajuda de uma seringa com agulha, lavar sucessivas vezes o
canal 6sseo e o baco, até retirar todo o material.

5. Transferir o material para um tubo de centrifuga e centrifugar por 10
minutos a 1200 rpm.

6. Desprezar o sobrenadante e adicionar 7 mL de solugao hipoténica
(KCI 0,075 M). Incubar por cerca de 20 minutos em banho-maria a
37°C.

7. Retirar do banho, adicionar 6 gotas de fixador (3:1 metanol-acido
acético) e ressuspender delicadamente. Deixar 10 minutos a
temperatura ambiente.

8. Acrescentar 3 mL de fixador, homogeneizar vagarosamente e deixar
por 10 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar a 1200 rpm
durante 10 minutos.

9. Desprezar o sobrenadante e adicionar 7 mL de fixador.
Homogeneizar, ressuspendendo a solugdo com uma pipeta de 3 mL,

por cerca de 100 vezes.
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10. Centrifugar novamente e desprezar o sobrenadante.

11. Repetir mais duas lavagens, trocando o fixador em cada uma delas,
ressuspendendo por cerca de 100 vezes.

12. Apds a ultima centrifugacdo, desprezar o sobrenadante e adicionar
fixador suficiente para que o material nao fique muito concentrado.

13. Pingar 1 ou 2 gotas da suspensdo celular em |laminas histologicas
limpas, previamente estocadas em etanol, e observar ao microscopio
em contraste de fase. Caso seja necessario, diluir o material.

Durante a preparagdao cromossémica, retirar tecidos (figado e
musculo) do animal para analise molecular. Os tecidos estdo sendo
mantidos no banco de tecidos do nosso laboratério (LEEV - Instituto

Butantan).

b. Preparacéo in vitro de cultura de fibroblastos, sequndo Freshney (1986) e
Silva (1994), com modificacoes:

Obtencdao das biépsias

1. Iniciar a assepsia da extremidade da regido (orelha), utilizando
algodées embebidos com acetona, etanol 70%, éter e Merfene
(solugao desinfetante contendo 0,05 g de borato de fenilmercurio, 50
mL de etanol 95% e 100 mL de agua deionizada). Descartar o algodao
apos cada limpeza. Repetir esta operacao sucessivas vezes.

2. Cortar a extremidade com tesouras e pincas esterilizadas. Apds a
bidpsia, passar mercurio-cromo na regiao cortada do animal, a fim de
evitar posteriores infecgdes.

3. Colocar o tecido cortado em um frasco contendo 5 mL de Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM) com 20% de soro bovino fetal.

4. Deixar na geladeira a 4 °C por 24 horas.

Plantio da cultura

1. Apés o procedimento anterior, cortar a bidopsia em pequenos
fragmentos em uma placa de Petri estéril contendo 5 mL de meio de
cultura completo (DMEM com 20% de soro bovino fetal e 50 ug de

neomicina).
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. Umedecer uma das paredes de um frasco de cultura com soro bovino

fetal.

. Transferir os fragmentos da placa de Petri para o frasco de cultura,

depositando-os sobre a parede ja umedecida.

. Na parede oposta do frasco, adicionar 2 mL de meio (DMEM) completo

e deixa-lo em repouso durante 30 minutos em estufa a 37 °C.

. Virar o frasco cuidadosamente, de modo que os fragmentos entrem em

contato com o meio de cultura, e deixa-lo na estufa 37 °C por 3 dias.

. Observar em microscopio invertido. Quando as células comegarem a

proliferar, adicionar mais 3 mL de meio de cultura. A medida que a
proliferacdo celular ocorrer, toda a superficie do frasco de cultura
ficara coberta pelas células, formando uma monocamada. Quando
este estagio for atingido, as células sofrerdo inibicdo por contato e o
processo de divisdo sera interrompido. Neste instante, deve-se
proceder a tripsinizacdo para divisdo das células em dois frascos de

cultura.

Tripsinizacao

1.

Desprezar o meio de cultura e adicionar 2 mL de solugdo de Hanks.

Movimentar delicadamente a garrafa por cerca de 20 vezes.

. Colocar no frasco de cultura de 1 a 3 mL de tripsina.

3. Observar ao microscépio invertido. Quando as células comegarem a

se desprender, desprezar imediatamente a solugao de tripsina.

. Adicionar 3 mL de meio completo (DMEM com 20% de soro bovino

fetal) e bater com forte impacto nas paredes laterais do frasco para
que as células se soltem totalmente da superficie. Observar o

processo ao microscopio invertido.

. Transferir 1,5 mL de meio de cultura para outro frasco e completar

ambos os frascos com meio de cultura (DMEM com 20% de soro

bovino fetal).

. Manter os frascos em estufa a 37 °C e fazer acompanhamento diario.

. Ap6s novo crescimento celular, pode-se colher o material para analise

cromossdémica ou armazena-lo em nitrogénio liquido.
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Colheita do material para analise cromossémica

1. Verificar no microscopio invertido se as células estdo em pico de
divisdo e adicionar colchicina na concentragao de 0,1 ug/mL.

2. Incubar a garrafa por 30 a 40 minutos na estufa a 37 °C.

3. Bater com vigor na parede da garrafa e observar ao microscopio
invertido se as células em divisdo se desprenderam.

4. Transferir todo o material do frasco de cultura para o tubo de
centrifuga e centrifugar a 1200 rpm por 8 minutos.

5. Retirar o sobrenadante e despreza-lo.

6. Adicionar 10 mL de solugéao hipotdnica (KCI 0,075 M), homogeneizar a
solucdo e deixar cerca de 8 minutos em banho-maria a 37 °C.
Acrescentar 1 mL de fixador gelado (3:1 metanol-acido acético),
homogeneizar a solugao e centrifugar durante 10 minutos a 1200 rpm.

7. Desprezar o sobrenadante, adicionar 10 mL de fixador e ressuspender
varias vezes para desprender o material.

8. Centrifugar a 1200 rpm durante 10 minutos. Fazer 2 lavagens
sucessivas.

9. Pingar 1 ou 2 gotas da suspensao celular em laminas limpas,

previamente estocadas em etanol.

Congelamento das células

1. Retirar o meio de cultura e lavar a garrafa com 2 mL de solugao de
Hanks. Agitar o frasco por cerca de 20 vezes e desprezar a solucgao.

2. Acrescentar 2 mL de tripsina e observar ao microscopio invertido se as
células estdo se desprendendo da parede da garrafa. Desprezar a
tripsina.

3. Adicionar 2 mL de meio de cultura (DMEM com 20% de soro bovino
fetal), bater com vigor na parede da garrafa e observar ao microscépio
invertido se as células se desprenderam.

4. Em um tubo de centrifuga, adicionar 2 mL de uma solugédo preparada
com meio (DMEM) 70%, soro bovino fetal 20% e DMSO (dimetil-
sulféxido) 10%.
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. Transferir o material da garrafa para o tubo de centrifuga e, em

seguida, para os frascos criogénicos com capacidade de 1,5 ou 1,8

mL, devidamente etiquetados.

6. Colocar os frascos criogénicos no gelo por cerca de 10 minutos.

. Deixa-los overnight no freezer (-4 °C). No dia seguinte, transferi-los

para o tanque de nitrogénio liquido a temperatura de -196 °C. Anotar

exatamente a posicdo que os frascos foram depositados.

Descongelamento de células

1.

Retirar os frascos criogénicos do tanque de nitrogénio liquido e coloca-

los em banho-maria a 37 °C.

. Passar um algoddo embebido em alcool 70% nos frascos criogénicos

antes de abri-los.

. Transferir o material para um tubo de centrifuga com tampa, contendo

1,5 mL de meio de cultura (DMEM com 20% de soro bovino fetal).

4. Centrifugar a 1000 rpm por 7 minutos. Desprezar o sobrenadante.

5. Adicionar 1,5 mL de meio de cultura completo e homogeneizar.

6. Transferir a solugédo para um frasco de cultura e acrescentar 3,5 mL de

meio completo. Caso haja necessidade, adicionar 0,5 mL de

AmnioMax C-100 (Gibco, Invitrogen, Paisley, Reino Unido).

. Colocar em estufa a 37 °C e acompanhar o crescimento da cultura.

2.2.2 Citogenética Convencional

a. Coloracao convencional:

1.

Hidrolisar as laminas em HCI 1N em banho-maria a 60 °C durante 7

minutos.

2. Lavar em agua destilada.

3. Corar por 7 minutos com uma solugao de Giemsa (Merck S.A., Rio de

Janeiro, R.J., Brasil), preparada com 1 mL de corante para 30 mL de

tampéao fosfato (pH 6,8).

. Lavar em agua destilada e secar.
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b. Bandamento C (CBG), sequndo Sumner (1972), com modificacoes:

1.

Hidrolisar as laminas em HCI 0,2N durante 30 minutos a temperatura

ambiente.

2. Lavar em agua destilada e deixar secar.

3. Mergulhar as laminas em hidroxido de bario octahidratado 5% a 60 °C,

durante 30 a 40 segundos, aproximadamente.

. Imediatamente em seguida, lava-las em agua destilada e passar

rapidamente em HCI 1N a 60 °C.

5. Lavar em agua destilada e deixar secar.

6. Incubar em 2xSSC (pH 7,0) a 60 °C durante 15 minutos. Apds esse

periodo, retirar e levar em agua destilada.

. Corar com solucao de Giemsa preparada com 1 mL de corante para 20

mL de solugdo tampéao fosfato (pH 6,8) durante 30 minutos.

. Lavar em agua destilada e secar.

As solucdes de hidroxido de bario octahidratado e 2xSSC podem ser

utilizadas por até uma semana.

c. Bandamento G (GTG), sequndo Seabright (1971), com modificacdes:

1.

Retirar as laminas do freezer de 3 a 5 dias antes do experimento ou

incuba-las na estufa a 65 °C por 1 hora, para envelhecer o material.

2. Hidrolisar a lamina por 15 minutos em 2xSSC a 60 °C.

3. Lavar em agua destilada e deixar secar.

4. Preparar, em banho-maria a 37 °C, uma solugao de tripsina (0,02 g em

75 mL tampao fosfato pH 6,8). Homogeneizar bem.

. Mergulhar as laminas nesta solugao fazendo movimentos para frente e

para tras, durante 8 a 10 segundos.

. Lavar em agua destilada imediatamente apds o processo anterior para

interromper a agcao da tripsina.

. Corar durante 7 minutos com solucdo de Giemsa preparada com 1 mL

do corante para 30 mL de solugédo tampéo fosfato (pH 6,8).

. Lavar em agua destilada e secar.

Descartar a solucao de tripsina depois de cada experimento.
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d. Coloracdo das Regqides Organizadoras de Nucléolos (RONs), sequndo
Howell e Black (1980):

1. Hidrolisar as laminas em HCI (1N) a 60 °C por 7 minutos.

2. Lavar em agua destilada e deixar secar.

3. Pingar sobre o material da lamina uma gota de solugao coloidal
reveladora (1 g de gelatina para microbiologia em 50 mL de agua
destilada com 0,5 mL de acido féormico) e duas gotas da solugao de
nitrato de prata 50% (1 g de AgNOs para 2 mL de agua destilada).

4. Cobrir com laminula e incubar por 3 a 4 minutos em camara umida a
60 °C.

5. Lavar em agua destilada através de jatos com a pisseta para retirar a
laminula e corar durante 30 segundos com solugdo de Giemsa
preparada com 1 mL de corante para 50 mL de tampéo fosfato.

6. Lavar em agua destilada e deixar secar.

e. Analises microscopicas:

Para o estabelecimento do numero dipléide e numero de bracos de
cromossomos autossémicos (NF), foram analisadas aproximadamente 30
metafases de cada individuo. As melhores metafases foram fotografadas no
microscopio Axioskop 40 (Zeiss) com objetiva de imersao 100x e optovar de
1,25%, no programa AxionVision 4.6.3 Zeiss.

Os cariodtipos foram montados de acordo com a literatura, levando-se
em consideragdo a morfologia e tamanho dos cromossomos. Para o
estabelecimento do numero de organizadores nucleolares, no minimo 20
células foram analisadas e, em seguida, foram verificadas a média, a moda

€ 0 numero de associag¢des observadas.

2.2.3 Citogenética Molecular

Antes de iniciar o procedimento, selecionar as laminas que
contenham alto indice mitético e cromossomos distendidos. Delimitar a
regidao com lapis diamante para localizagdo imediata da area que contém o

material.
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a. Hibridacéo in situ fluorescente (FISH) com sondas teloméricas:

Foi utilizado o kit Telomere PNA FISH/FITC (DAKO, Denmark A/S,
Glostrup, Dinamarca), Catalogo No. 5325, com modificacbes nos
procedimentos descritos pelo fabricante. Foi adicionado lodeto de Propidio
na solugdo de montagem para visualizagdo dos cromossomos, pois 0O
programa de captura de imagem ndo faz a sobreposi¢cdo das imagens
fotografadas nos filtros usados para visualizar DAPI e FITC.
Adicionalmente, foi alterado o tempo e a temperatura da solugdo de
lavagem (Wash solution), com o objetivo de garantir melhor integridade dos

cromossomos e das marcacgoes.

Preparo dos reagentes e materiais

- Tampao TBS
Dissolver o conteudo de um pacote de TBS em 1 L de agua destilada.
Esta solugdo pode ser estocada por 6 meses a 4 °C. Para cada

experimento, sdo necessarios 500 mL de TBS.

- Formaldeido 3.7% em TBS
Diluir 1 volume de formaldeido 37% em 9 volumes de TBS (solugéo
1:10). Usar a solugédo a temperatura ambiente. Preparar uma solugdo nova

a cada experimento.

- Solugao de pré-tratamento
Diluir o volume do vidro n°® 1 em TBS (40 uL da solugdo de pré-
tratamento em 80 mL de TBS) e usar a temperatura ambiente. Preparar

uma solucédo a cada novo experimento.

- Solugdo de enxague (Rinse solution)
Diluir os 20 mL do vidro n°® 3 em 980 mL de agua pura. Esta solugéo
pode ser estocada por 6 meses a 4 °C. Utilizar 80 mL desta solugéo a cada

experimento.
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- Solugao de lavagem (Wash solution)

Diluir os 20 mL do vidro n°® 4 em 980 mL de agua pura. Esta solucgéo

pode ser estocada por seis meses a 4 °C apds a diluigdo. Comecar cada

experimento pré-aquecendo 80 mL desta solugdo a 55 °C.

- Montagem da lamina

Para a montagem da lamina, deve-se preparar uma solugado de DAPI

(2 pL, 1 pL/mL) + lodeto de propideo (1 uL, 0,5 uyL/mL) em reagente

antifade Vectashield — Vector (1 mL).

Procedimento

1.
2.

10.
11.
12.
13.

14.

15.

Mergulhar as laminas no TBS 1 por 2 minutos.

Passar as l|aminas para o formaldeido 3.7% por 2 minutos
exatamente.

Lavar no TBS 1 por 5 minutos

Lavar no TBS 2 por 5 minutos.

Passar as laminas para a solugao de pré-tratamento e deixa-las por
10 minutos.

Lavar no TBS 3 por 5 minutos

Lavar no TBS 4 por 5 minutos.

Passar as laminas por uma série de etanol 70%, 85% e 96%, durante
2 minutos cada.

Deixar as laminas secarem em posi¢cao vertical por cerca de 5
minutos.

Adicionar 10 uL da sonda na area previamente delimitada da lamina.
Cobrir com laminula 18 x 18 mm.

Colocar as laminas em uma estufa a 80 °C por 3 minutos.

Transferir as laminas para uma camara escura, a temperatura
ambiente. Aguardar o processo de hibridagdo ocorrer por no minimo
30 minutos.

Mergulhar as laminas na solugdo de Rinse para lavagem e retirada
das laminulas, por aproximadamente 1 minuto.

Mergulhar as ldminas na solugédo de lavagem Wash a 55 °C por 2

minutos.
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16. Passar as laminas por uma série de etanol 70%, 85% e 96%, durante

2 minutos cada.

17. Deixar as laminas secarem em posicao vertical por cerca de 5

minutos.

18. Aplicar 20 uL da solugédo de montagem e cobrir com laminula de 24 x

50 mm.

19. Deixar as laminas descansarem por 15 minutos (ou mais) no escuro

antes de proceder a analise.

20. Analisar em fotomicroscépio de fluorescéncia, com filtro para DAPI e

filtro para FITC.

b. Hibridacdo in situ fluorescente (FISH) com sondas cromossdmicas -

Pintura cromossdmica:

Isolamento dos cromossomos - segundo Yang et al., 1995; Yang et al.,
2009

1.

Adicionar colchicina na concentracdo de 0,1 pg/mL aos frascos de
cultura de fibroblastos com aproximadamente 80% de confluéncia.

. Incubar a 37 °C por 5 horas.

3. Agitar e centrifugar as células por 5 minutos em 400 g [1100 rpm].

. Ressuspender o pellet em 5 mL de tampao hipoténico (75 mM KCI, 0,2
mM espermina, 0,5 mM espermidina) e deixar por 15 minutos a

temperatura ambiente.

5. Centrifugar a 400 g [1100 rpm] por 5 minutos.

6. Ressuspender o pellet em 500 pL de tampdo de poliamina

[concentracdes 15 mM Tris metilamina, 0,2 mM espermina, 0,5 mM
espermidina, 2 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 80 mM KCI, 20 mM NaCl, 14
mM B-mercaptoetanol, 0,25% Triton-X 100 (Sigma-Aldrich Brasil LTDA,
Séao Paulo, S.P., Brasil), pH 7.2] e deixar no gelo por 10 minutos.

. Agitar no voértex por 10-15 segundos.

8. Corar os cromossomos com 40 pL/mL de cromomicina A3, 2 mM

MgSO4 e 2 uL/mL de Hoeschst 33258 e incubar por pelo menos 2

horas.
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9. Cerca de 10 minutos antes da analise do fluxo, adicionar sulfito de
sodio e citrato de sodio, nas concentragdes finais de 10 e 25 mM,
respectivamente.

A separacao dos cromossomos foi feita em citdmetro de fluxo Dual-
Laser Cell Sorter Mo-Flow System. Aproximadamente 400 cromossomos
sao separados para cada pico registrado, diretamente em tubos individuais
de 500 yL para PCR, contendo 300 pL de agua destilada.

Preparacdo das sondas cromossomo-especificas - segundo Telenius et al.,
1992

Para obtencao das sondas, foram realizadas duas amplificagbes por
DOP-PCR (reacdo em cadeia da polimerase com primers degenerados). A

primeira amplificagdo ocorreu sob as seguintes condigdes:

Reagentes Volume
ddH,0 28,2 uL
Tampao 5x 10 ul
Tampao detergente W1 (éter 2,5 uL
polioexietileno W-1 0,05%)

dNTPs (250 uM) 4 uL
Primer 6MW (4 uM)’ 5 ul
Taq polimerase 5 U/uL 0,3 ul
Total 50 ul

Regime de temperaturas: 94 °C por 9 minutos; 9 ciclos de 94 °C por 1
minuto; 30 °C por 1,5 segundos; transicao a 0,23 °C por segundo até a
temperatura de 72 °C durante 3 minutos; 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto;
62 °C por um minuto; 72 °C por 3 minutos e extensao final de 72 °C por 10
minutos.

*Primer 6MW: (5° CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G 3’)

Para a segunda amplificagado por DOP-PCR:

Utilizar 1 pL do produto primario amplificado adicionado a 2,5 uL de
biotina-16-dUTP ou FITC-12-dUTP e realizar uma segunda reagao de PCR,
diminuindo a concentragcdo de dNTP para 125 pM. Realizar apenas 25
ciclos de amplificagdo. Os outros parametros e condicdes sao idénticos aos

descritos anteriormente.
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Hibridacdo in situ fluorescente - segundo Ventura et al., 2009; Yang et al.,
1995

Pingar uma gota da suspensdo de metafases fixadas em uma lamina

estocada em etanol absoluto. Verificar ao microscépio a qualidade e o

indice de metafases.

Hibridacéo

1

® N o o T oo

. Incubar a lamina pela série de etanol em temperatura ambiente:

Duas vezes em etanol 70% por 2 minutos

Duas vezes em etanol 90% por 2 minutos

Uma vez em etanol 100% por 4 minutos

Deixar secar.

. Incubar a lamina na estufa a 65 "C por 1 hora.

. Preparar as sondas adicionando 1 pl de produto de PCR secundario
marcado com fluorocromo a 12 pl de tamp&o de hibridagédo (25 mL de
formamida deionizada, 10 mL 50% dextran sulfato, 5 mL 20xSSC, 4
mL 0,5 M fosfato de sédio pH 7 e 1 mL 50X de solugdo de Denhardt),
centrifugar rapidamente, aquecer a 75 °C por 10 minutos e manter a 37
°C (pre-annealing).

. Passar as laminas em solug¢do composta por 70% de formamida em
2xSSC, por 2 minutos, a 65 °C, para desnaturar o DNA dos
cromossomos. Esse tempo e temperatura podem variar em diferentes

espécies.

5. Mergulhar as Iaminas em etanol gelado 70% por 4 minutos.

6. Repetir a série de alcool em temperatura ambiente:

7
8
9

a. Duas vezes em etanol 70% por 2 minutos

b. Duas vezes em etanol 90% por 2 minutos

c. Uma vez em etanol 100% por 4 minutos

d. Deixar secar.

. Aplicar 13 uL da sonda fluorescente desnaturada mantida a 37 °C.

. Cobrir com laminulas 22 x 22 mm.

. Deixar em camara umida com agua destilada a 37 °C por uma ou duas

noites.
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Deteccao

1. Incubar as laminas a 42 °C por 5 minutos em solugdo composta por
50% de formamida em 2xSSC. Repetir o processo em uma nova cuba
coplin.

2. Incubar as laminas a 42 °C por 5 minutos em 2xSSC. Repetir o
processo mais uma vez.

3. Incubar por 4 minutos em detergente (100 mL de 20xSSC, 400 mL de
agua e 250 uL de Triton-X 100).

4. Para as sondas marcadas com biotina, detectar com Avidina-FITC ou
Avidina-Cy3 (escolher de acordo com o filtro do microscépio
disponivel) e incubar a 37 °C, por pelo menos 20 minutos.

5. Lavar as laminas trés vezes por 3 minutos em solugao detergente.

6. Corar com solugédo de montagem, conforme descrita na seg¢ao 2.2.3.a.

As metafases foram fotografadas no microscépio Axioskop 40 (Zeiss)
com objetiva de imersdo 100x e optovar de 1,25x, no programa AxionVision
4.6.3 Zeiss ou no microscopio Zeiss Axiphot, programa Isis Metasystems, com
filtros para DAPI, FITC e Cy3.
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CAPITULO 3 -

Estudos de citogenética convencional e hibridacé&o in situ
fluorescente com sondas teloméricas em Oligoryzomys
(Rodentia, Sigmodontinae): importancia dos cariotipos
espécie-especificos para a citotaxonomia
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3.1 Resumo

Os roedores do género Oligoryzomys estao distribuidos por toda a regiao
Neotropical, do México até o sul da Argentina. Devido a sua homogeneidade
morfolégica, ha inumeras controvérsias com relagdo as entidades taxondmicas
do grupo. O cariétipo tem sido uma ferramenta muito utilizada para diagnose das
espécies, uma vez que o género apresenta cariotipos espécie-especificos. O
objetivo do presente trabalho é caracterizar citogeneticamente as espécies do
género Oligoryzomys e contribuir para a citotaxonomia do grupo. Foram
analisados 117 individuos, coletados em 28 localidades, sendo oito estados
brasileiros, pertencentes as espécies: O. flavescens (2n=64, 65 e 66, NF=66), O.
fornesi (2n=62, NF=64), O. microtis (2n=64, NF=64), O. moojeni (2n=70, NF=72),
O. nigripes (2n=62, NF=78-82), Oligoryzomys sp. A (2n=70, NF=72) e O.
stramineus (2n=52, NF=68). Foram encontrados heteromorfismos e
polimorfismos de autossomos e cromossomos sexuais e presenca de
cromossomos supernumerarios. A FISH com sondas teloméricas mostrou
marcacdes exclusivamente nos teldbmeros de todas as espécies. Das sete
espécies analisadas, seis apresentam cariétipos espécie-especificos (O.
flavescens, O. fornesi, O. microtis, O. moojeni, O. nigripes e O. stramineus).
Novas formas cariotipicas estdo sendo descritas para O. microtis e O. moojeni,
assim como uma forma inédita para o par 8 (homomorfica acrocéntrico) e um
caso de mosaicismo (X/XX) em O. nigripes. Com base nos resultados,

reiteramos a importancia dos estudos citogenéticos para a citotaxonomia do

grupo.

Palavras-chave: Oligoryzomys. Caribtipos espécie-especificos. Bandamento
cromossOmico. Citotaxonomia.



56

3.2 Abstract

Pygmy rice rats of the genus Oligoryzomys are distributed throughout the
Neotropical region, from Mexico to South Argentina. Because of their
morphological similarity, the taxonomy of the species is controversial.
Cytogenetic approaches have been useful to clarify the taxonomy of this complex
group, since they present species-specific karyotypes. The goal of this work is to
characterize cytogenetically species of the genus Oligoryzomys and contribute to
cytotaxonomy. Cytogenetic analyses were carried out on 117 individuals from 28
localities, eight states of Brazil: O. flavescens (2n=64, 65 and 66, FN=66), O.
fornesi (2n=62, FN=64), O. microtis (2n=64, FN=64), O. moojeni (2n=70, FN=72),
O. nigripes (2n=62, FN=78-82), Oligoryzomys sp. A (2n=70, FN=72) and O.
stramineus (2n=52, FN=68). Autosomal and sex chromosome polymorphisms as
well as supernumerary chromosomes were observed. FISH with telomeric probes
showed signals exclusively at the telomeres. From the seven species studies in
this work, six species presented species-specific karyotypes (O. flavescens, O.
fornesi, O. microtis, O. moojeni, O. nigripes and O. stramineus). Two new
fundamental numbers are being described for O. microtis and O. moojeni. We
also report for the first time one individual of O. nigripes with homomorphic
acrocentric pair 8 and another with mosaicism (X/XX). Thereby we emphasize
and reinforce the importance of karyological studies for this group of small

rodents.

Keywords: Oligoryzomys. Species-specific karyotypes. Chromosome banding.
Cytotaxonomy.
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3.3 Introducéao

Os roedores do género Oligoryzomys distribuem-se do México ao sul do
Chile e Argentina e ocupam os mais diversos tipos de biomas (MUSSER;
CARLETON, 2005). Inicialmente, eram considerados subgénero de Oryzomys,
mas foram elevados a categoria de género pleno devido as caracteristicas
morfoldgicas especificas que o grupo compartilha e ao monofiletismo encontrado
a partir de sequéncias génicas (CARLETON; MUSSER, 1989; MYERS;
LUNDRIGAN; TUCKER, 1995).

Dentre as caracteristicas mais marcantes, os representantes do género
sao morfologicamente homogéneos, de pequeno porte, cauda mais longa que o
tamanho do corpo e pés desenvolvidos (CARLETON; MUSSER, 1989;
PARESQUE, 2010). Possuem habitos noturnos ou crepusculares e alimentam-se
de sementes, frutos e insetos (EMMONS; FEER, 1997).

Carleton e Musser (1989) reconheceram 15 espécies para o género,
organizadas em cinco grupos, com base em caracteristicas morfologicas: (1) “O.
nigripes”, (2) “O. flavescens”, (3) “O. fulvescens”, (4) “O. microtis” e (5) “O.
andinus”. Mais tarde, Weksler e Bonvicino (2005) descreveram duas novas
espécies e propuseram alteragdes nesses grupos, também com base em
caracteristicas morfologicas, incluindo um novo grupo: “O. rupestris”.
Recentemente, Paresque (2010), por meio de estudos de filogenia molecular,
também modificou a composicdo desses grupos, reconhecendo 22 espécies
(Tabela 3.1).

O numero de espécies do género varia de acordo com diferentes autores e
varios nomes especificos permanecem instaveis na taxonomia do grupo
(ANDRADES-MIRANDA et al., 2001; MUSSER; CARLETON, 2005; PARESQUE,
2010; WEKSLER; BONVICINO, 2005). Diante desse problema, estudos
citogenéticos tém se mostrado uma ferramenta valiosa para diagnose das
espécies, uma vez que a maioria possui cariotipo espécie-especifico.

Além disso, o género apresenta numero dipldide predominantemente
elevado, que varia de 44 a 72 (AGRELLOS et al., 2012; ANDRADES-MIRANDA
et al., 2001; SILVA; YONENAGA-YASSUDA, 1997), e exibe alta variabilidade
cariotipica, com exemplos de rearranjos do tipo fusdo, inversdo pericéntrica,

polimorfismos de cromossomos sexuais € presenga de supernumerarios
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(ALMEIDA; YONENAGA-YASSUDA, 1991; PARESQUE et al., 2007;
SBALQUEIRO et al., 1991; SILVA; YONENAGA-YASSUDA, 1997).

O objetivo deste capitulo € caracterizar citogeneticamente as espécies do
género Oligoryzomys, estabelecer os padrées de bandas C, G, localizagdo das
regides organizadoras de nucléolo (RONs) e de sequéncias teloméricas,
utilizando FISH, investigar a ocorréncia de rearranjos cromossémicos intra-
especificos, comparar as informagdes obtidas com os dados da literatura e

contribuir para a citotaxonomia do grupo.

Tabela 3.1 - Comparagdo da composi¢cdo dos grupos de espécies do género
Oligoryzomys propostos por Carleton e Musser (1989), Weksler e
Bonvicino (2005) e Paresque (2010), respectivamente.

Grupos Carleton e Musser Weksler e Bonvicino Paresque (2010)
(1989) (2005)
nigripes O. nigripes O. nigripes O. nigripes
O. eliurus® O. stramineus O. aff. nigripes
O. destructor O. destructor O. stramineus
O. longicaudatus O. longicaudatus O. chacoensis
O. delticola® 0. magellanicus
flavescens® O. flavescens O. flavescens O. flavescens
Oligoryzomys sp. A O. microtis O. aff. flavescens
Oligoryzomys sp. B O. fornesi 0. longicaudatus
Oligoryzomys sp. C 0. moojeni
fulvescens O. fulvescens O. fulvescens O. fulvescens
O. arenalis O. f. costaricensis O. vegetus
0. vegetus O. f. fulvescens
microtis O. microtis O. microtis
O. aff. microtis
O. fornesi
andinus O. andinus O. andinus O. andinus
0. chacoensis 0. chacoensis 0. aff. andinus
rupestrisb O. rupestris O. rupestris
O. messorius
O. moojeni

Oligoryzomys sp. A

Oligoryzomys sp. B

Oligoryzomys sp. C

Oligoryzomys sp. D

Oligoryzomys sp. E
®Paresque (2010) sugere o nome grupo longicaudatus; °Paresque (2010) sugere a
utilizagdo do nome grupo messorius; “Espécies sinonimizadas a O. nigripes.
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3.4 Material e Métodos

Foram analisados citogeneticamente 117 individuos do género
Oligoryzomys, pertencentes as espécies O. flavescens, O. fornesi, O. microtis,
O. moojeni, O. nigripes, Oligoryzomys sp. A e O. stramineus, coletados em 28
localidades de oito estados do Brasil: Bahia, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais,
Piaui, Rio Grande do Sul, Sado Paulo e Tocantins (Tabela 3.2, Figura 3.1).

E importante ressaltar que a espécie Oligoryzomys sp. A ndo foi descrita
formalmente e estéd sendo denominada assim neste trabalho a fim de n&o ser
confundida com a espécie Oligoryzomys sp. 2, analisada no Capitulo 4. Este
individuo ndo corresponde a mesma espécie descrita por Carleton e Musser
(1989) e Paresque (2010).

Os espécimes foram depositados no Museu de Zoologia da Universidade
de Sao Paulo (MZUSP) ou na Colegcao Mastozoolégica da Universidade Federal
do Espirito Santo (UFES) e os individuos que ja possuem numero de tombo
disponivel, estao indicados na Tabela 3.2.

As preparagdes cromossOmicas foram obtidas in vivo de células da
medula 6ssea e baco, segundo Ford e Hamerton (1956), com modificagdes, ou in
vitro de cultura de fibroblastos, segundo Freshney (1986), com modificagdes. Os
padrbes de bandamento cromossémico (CBG e GTG) e a coloragdo das regides
organizadoras de nucléolo (Ag-RONs) foram efetuados de acordo com Sumner
(1972), Seabright (1971) e Howell e Black (1980), respectivamente.

A hibridagcdo in situ fluorescente (FISH) com sequéncias teloméricas
(TTAGGG), foi realizada utilizando o kit Telomere PNA FISH/FITC (DAKO,
Catalogo No. 5325), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante, com
modificacdes (secao 2.2.3). As metafases foram analisadas no microscépio
Axioskop 40 (Zeiss), equipado com filtros para FITC, e fotografadas no programa
AxionVision 4.6.3 Zeiss.

O Equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliado, empregando o teste do qui-
quadrado apenas nos exemplares provenientes da Floresta Nacional de Ipanema
(SP), cuja amostra € maior.

Os cariétipos foram montados de acordo com a literatura, exceto no caso

de Oligoryzomys sp. A, cujo cariétipo esta sendo descrito pela primeira vez.
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Os cromossomos sexuais das espécies O. flavescens, O. fornesi, O.
microtis, O. moojeni e O. nigripes foram medidos no programa Image J versao
1.46 (RASBAND, 2011), segundo indices descritos por Levan, Fredga e
Sandberg (1964). Os cromossomos sexuais de O. nigripes foram classificados de
acordo com Paresque et al. (2007), e para o restante das espécies, as

classificagbes estao sendo determinadas no presente trabalho.



Tabela 3.2 - Relagado dos exemplares de Oligoryzomys analisados, com numero de laboratério, nUmero de campo ou numero
de tombo (quando disponivel), numero dipléide (2n), numero fundamental (NF), sexo (M=macho, F=fémea),
procedéncia e coordenadas.

(continua)
Espécie Cddigo N° de campo/Museu 2n NF Sexo Procedéncia Coordenadas
O. flavescens CIT 1774 UNIBAN 2094 65 66 M Biritiba-Mirim, SP 23°47'S; 46°03'0
CIT 1854 MZUSP 30945 64 66 M Buri, SP 23°47'S; 48°35'0
CIT 1894 MZUSP 31007 64 66 M
ROD 87 CA-40 64 66 M Caieiras, SP 23°20'S; 46°46'0
ROD 123 CLMO02 66 66 F Caraguatatuba, SP 23°37'S; 51°27'0
ROD 18 APC 1705 65 66 M Floresta Nacional Ipanema, SP 23°25'S; 47°35'0
ROD 19 APC 1775 64 66 M
ROD 20 APC 1776 65 66 M
ROD 21 APC 1779 66 66 M
ROD 24 APC 1782 64 66 F
ROD 26 APC 1785 64 66 F
ROD 59 APC 1860 64 66 M
ROD 238 APC 2165 65 66 F
ROD 292 PCH 3825 64 66 M Guara, SP 20°48'S; 47°48'0
CIT 941 66 66 M Esmeralda, RS 28°05'S; 51°19'0
CIT 943 66 66* F
O. fornesi CIT 747 MZUSP 29535 62 64 F Vila Rica, MT 9°54'S; 51°12'0
CIT 749 APC327 62 64 F
ROD 289 PCH 3826 62 64 M Guara, SP 20°48'S; 47°48'0
CIT 962 62 64 M Luis Antdnio, SP 21°35'S; 47°47'0O
CIT 1089 APC565 62 64 M Parque Nacional das Emas, GO 18°4"S; 52° 55'0

19



Tabela 3.2 - Relagado dos exemplares de Oligoryzomys analisados, com numero de laboratério, nUmero de campo ou numero
de tombo (quando disponivel), numero dipléide (2n), numero fundamental (NF), sexo (M=macho, F=fémea),
procedéncia e coordenadas.

(continuacéo)

Espécie Cddigo N° de campo/Museu 2n NF Sexo Procedéncia Coordenadas
O. fornesi CIT 1477 APC839 62 64 M  Peixe, TO 12°1'S; 48° 32'0
CIT 1490 APC 808 62 64 M
O. microtis CIT 683 APC216 64 64 F  Aripuana, MT 10°10'S; 59°27'0
CIT 695 APC239 64 64 F
CIT 696 MZUSP 29534 64 64 M
CIT 702 APC250 64 64 F
O. moojeni CIT 2039 SAMA 90 70 72 F  Minagu, GO 13°55'S;48°22'0
CIT 2040 SAMA 92 70 72 F
CIT 2041 SAMA 93 70 72 M
CIT 1480 APC 853 70 72 M  Peixe, TO 12°1'S; 48° 32'0
O. nigripes CIT 1744 UNIBAN 2014 62 80 M  Biritiba-Mirim, SP 23°47'S; 46°03'0
CIT 1746 UNIBAN 2016 62 82 M
CIT 1752 UNIBAN 2035 62 81 M
CIT 1757 UNIBAN 2036 62 82 F
CIT 1759 UNIBAN 2362 62 82 F
CIT 1761 UNIBAN 2064 62 80 M
CIT 2004 UNIBAN 2361 62 81 F
CIT 2020 UNIBAN 2488 62 81 M
CIT 1857 MZUSP 30952 62 82 M  Buri, SP 23°47'S; 48°35'0
CIT 1861 MZUSP 30958 62 80 F
CIT 1862 MZUSP 30959 62 82 M

29



Tabela 3.2 - Relagado dos exemplares de Oligoryzomys analisados, com numero de laboratério, nUmero de campo ou numero
de tombo (quando disponivel), numero dipléide (2n), numero fundamental (NF), sexo (M=macho, F=fémea),

procedéncia e coordenadas. . ;
(continuacéo)

Espécie Cddigo N° de campo/Museu 2n NF Sexo Procedéncia Coordenadas
O. nigripes CIT 1869 MZUSP 30975 62 82 M
CIT 1870 MZUSP 30974 62 80 M
CIT 1878 MZUSP 30991 62 82 F Buri, SP 23°47'S; 48°35'0
CIT 1895 MZUSP 31011 62 81 F
CIT 1898 MZUSP 31032 62 81 M
CIT 1903 MZUSP 31044 62 82 M
ROD 27 CA-14 62 82 M Caieiras, SP 23°20'S; 46°46'0
ROD 85 CA-33 62 82 M
ROD 201 MG 12 62 82 F Cotia, SP 23°35'S; 52°58'0
ROD 226 VVv43 62 81 F
ROD 278 MG 23 62 81 F
ROD 16 APC1709 62 82 M Floresta Nacional Ipanema, SP 23°25'S; 47°35'0
ROD 17 APC 1707 62 81 F
ROD 22 APC 1780 62 82 M
ROD 23 APC 1781 62 82 F
ROD 25 APC 1784 62 81 F
ROD 43 APC 1834 62 82 F
ROD 46 APC 1837 62 82 M
ROD 50 APC 1846 62 80 F
ROD 52 APC 1850 62 82 M
ROD 53 APC 1853 62 82 F
ROD 54 APC 1854 62 82 F

€9



Tabela 3.2 - Relagado dos exemplares de Oligoryzomys analisados, com numero de laboratério, nUmero de campo ou numero
de tombo (quando disponivel), numero dipléide (2n), numero fundamental (NF), sexo (M=macho, F=fémea),
procedéncia e coordenadas.

(continuaco)

Espécie Cddigo N° de campo/Museu 2n NF Sexo Procedéncia Coordenadas
O. nigripes ROD 56 APC 1856 62 80 M Floresta Nacional Ipanema, SP 23°25'S: 47°35'0
ROD 58 APC 1859 62 81 M
ROD 60 APC 1861 62 82 M
ROD 61 APC 1862 62 82 F
ROD 62 APC 1863 62 82 M
ROD 64 APC 1983 62 82 M
ROD 213 APC 2125 62 82 F
ROD 218 APC 2123 61/62 81 F
ROD 231 APC 2128 62 82 M
ROD 232 APC 2129 62 81 M
ROD 234 APC 2131 62 81 M
ROD 237 APC 2135 62 81 M
ROD 241 APC 2198 62 81 M
ROD 242 APC 2139 62 81 M
ROD 243 APC 2140 62 80 M
ROD 244 APC 2141 62 81 F
ROD 249 APC 2146 62 82 F
ROD 204 PCH 3553 62 81 M Guara, SP 20°48'S; 47°48'0
CIT 1802 MZUSP 30866 62 82 M Juquitiba, SP 23°55'S; 47°04'0
CIT 1803 MZUSP 30860 62 81 M
CIT 1805 MZUSP 30873 62 81 M
CIT 1806 MZUSP 30867 62 81 M

¥9



Tabela 3.2 - Relagado dos exemplares de Oligoryzomys analisados, com numero de laboratério, nUmero de campo ou numero
de tombo (quando disponivel), numero dipléide (2n), numero fundamental (NF), sexo (M=macho, F=fémea),
procedéncia e coordenadas.

(continuaco)

Espécie Cddigo N° de campo/Museu 2n NF Sexo Procedéncia Coordenadas
O. nigripes CIT 1811 MZUSP 30882 62 82 M Juquitiba, SP 23°55'S; 47°04'0
CIT 1813 MZUSP 30888 62 79 F
CIT 1816 MZUSP 30886 62 81 M
CIT 1819 MZUSP 30894 62 82 F
CIT 1822 MZUSP 30896 62 80 M
CIT 964 62 81 F Luis Antdnio, SP 21°35'S; 47°47'0
ROD 164 UFES2226 62 81 F Parque Estadual Carlos Botelho, SP  24°01'S; 47°47'0O
ROD 33 UFES2274 62 80 M Parque Estadual da Serra do Mar 23°19'S; 45°05'0
ndcleo Santa Virginia, SP
ROD 34 OLISVPJB32 62 80 M
ROD 35 UFES2275 62 381 M
ROD 36 UFES2276 62 80 M
ROD 76 UFES2277 62 81 F
ROD 77 UFES2278 62 80 F
ROD 78 UFES2279 62 82 M
ROD 79 UFES2280 62 81 F
CIT 1829 MZUSP 31090 62 80 F Piedade, SP 23°42'S; 45°25'0
CIT 1851 M0283 62 81 F
CIT 360 62 80 F Pindamonhangaba, SP 22°55'S; 45°27'0
CIT 1039 62 82 F Pinhalzinho, SP 22°46'S; 45°35'0
CIT 1044 62 81 M
CIT 1645 ITM-0068 62 80 F Sao Bernardo do Campo, SP 23°69'S; 46°56'0
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Tabela 3.2 - Relagado dos exemplares de Oligoryzomys analisados, com numero de laboratério, nUmero de campo ou numero
de tombo (quando disponivel), numero dipléide (2n), numero fundamental (NF), sexo (M=macho, F=fémea),
procedéncia e coordenadas.

(conclusao)

Espécie Cddigo N° de campo/Museu 2n NF Sexo Procedéncia Coordenadas
O. nigripes ROD 229 PCH 3622 62 81 M Sao Joaquim da Barra, SP 20°34'S; 47°51'0
ROD 272 PCH 3724 62 81 M
ROD 273 PCH 3725 62 80 F
CIT 352 62 82 F Caxambu, MG 21°58'S, 44°55'0
CIT 1043 DQMOO07 62 81 M Serra da Canastra, MG 20°18'S; 46°35'0
ROD 68 MTR15862 62 78 F Camacan, BA 15°23'S; 39°39'0
ROD 69 MTR16314 62 78 F
Oligoryzomys sp. A CIT 447 M968497 70 72 M Apiacas, MT 10°17'S; 59°32'0
O. stramineus CIT 1705 52 68 M Urugui-Una, PI 8°52'S; 44°58'0
ROD 141 MTR17413 52 68 F Jequitinhonha, MG 16°26'S; 41°0'0
Total 117 (67M, 50F)

*O NF dos cromossomos Bs néao foi considerado, por serem puntiformes.

99
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3.5 Resultados

3.5.1 Oligoryzomys flavescens (2n=64-66, NF=66)
Foram analisados 16 individuos (onze machos e cinco fémeas)
provenientes de Biritiba-Mirim, Buri, Caieiras, Caraguatatuba, Floresta Nacional

de Ipanema e Guara (SP) e Esmeralda (RS) (Figura 3.1, Tabela 3.2).

Descricdo do carioétipo

Os animais apresentaram 2n=64, 65 e 66 e NF=66 (Tabela 3.2), sendo o
cariétipo com 2n=64 composto por 1 par acrocéntrico grande (par 1, o maior do
complemento), 28 pares de cromossomos acrocéntricos com variagao gradual de
tamanho (pares 2 a 29) e dois pares de cromossomos metacéntricos pequenos
(pares 30 e 31) (Figura 3.2). A variagdo no numero dipldide observada em oito
dos 16 exemplares analisados ocorreu devido a presenga de 1 ou 2
cromossomos supernumerarios (Bs) puntiformes. O X é submetacéntrico (Xa) ou
subtelocéntrico (Xb), com tamanho intermediario entre os pares autossdmicos 1
e 2, e o0 Y mostrou-se submetacéntrico de tamanho pequeno. Em coloragéao
convencional, foi possivel a identificacdo dos pares autossémicos 1, 30, 31, dos
cromossomos Bs e das duas formas do X (Figura 3.2).

A presenca dos cromossomos Bs e a variacdo observada nos
cromossomos sexuais de 11 exemplares, cuja banda C foi obtida, levaram a
obtencéao de seis composigdes cariotipicas diferentes para O. flavescens (Tabela
3.3).

Coloracéao diferencial

O padrao de bandas C mostrou heterocromatina constitutiva nas regides
pericentroméricas de todos os autossomos. O bragco curto e a regiao
pericentromérica do X s&o heterocromaticos e o Y mostra banda C positiva na
regidao distal do brago longo. Além disso, os cromossomos Bs ndo apresentaram

marcagao conspicua (Figura 3.3).
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O padrao de bandas G possibilitou a identificacdo e emparelhamento de
quase todos os pares de homoélogos. Nao foi detectado padrao nos
cromossomos Bs. O X apresentou duas bandas escuras na regido mediana do
brago longo, evidenciando um padrao tipico do cromossomo X de mamiferos,
além de uma banda G positiva no brago curto (Figura 3.4). Nao foi observado um
padrao de bandas G definido no cromossomo Y.

A coloragédo das regides organizadoras de nucléolo ndo foi obtida para
esta espécie e a FISH com sondas teloméricas mostrou sinais exclusivos na
regiao do teldbmero de todos os cromossomos, inclusive no supernumerario
(Figura 3.5).

Tabela 3.3 - Citétipos encontrados para O. flavescens, nos quais Xa
submetacéntrico grande; Xb = subtelocéntrico grande; Y
submetacéntrico pequeno.

Citotipos 2n NF B  Par sexual Cdédigo Procedéncia
1 64 66 0 XaXa ROD 24;ROD 26 a
2 64 66 0 Xay ROD 19; ROD 59; a,b
ROD 292
3 65 66 1 XaXb ROD 238 a
4 65 66 1 XaY ROD 18; ROD 20 a
5 66 66 2 XaXa ROD 123 c
6 66 66 2 XaY CIT 941; ROD 21 d, a

B (cromossomo supernumerario). Procedéncia: (a) Floresta Nacional de Ipanema; (b)
Guara; (c) Caraguatatuba, todas as localidades em SP e (d) Esmeralda, RS.

3.5.2 Oligoryzomys fornesi (2n=62, NF=64)
Sete individuos (cinco machos e duas fémeas) provenientes de cinco
localidades (Figura 3.1), sendo quatro estados brasileiros (Parque Nacional das

Emas, GO; Vila Rica, MT; Peixe, TO; Luis Anténio e Guara, SP) foram

analisados citogeneticamente (Tabela 3.2).

Descricdo do carioétipo

O caridtipo apresentou 2n=62, NF=64, sendo o par 1 acrocéntrico grande

(0 maior do complemento), os pares 2 a 28 s&o acrocéntricos, com variagao
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gradual de tamanho; o par 29 é submetacéntrico médio e o par 30, metacéntrico
pequeno (Figura 3.6). Foram observadas variagbes tanto no cromossomo X
quanto no Y. O X mostrou-se de duas formas: subtelocéntrico grande (Xa) ou
acrocéntrico grande (Xb) e o Y, subtelocéntrico pequeno (Ya) ou
submetacéntrico médio (Yb) (Figuras 3.6 e 3.7). Devido a variagdo encontrada
nos cromossomos sexuais, foram encontradas trés formas cariotipicas diferentes

nos sete exemplares estudados (Tabela 3.4).

Coloracao diferencial

O bandamento C revelou blocos de heterocromatina constitutiva nas
regides pericentroméricas dos autossomos, sendo a marcagdo no par 1 muito
sutil em comparagao com os outros pares (Figura 3.7). O X subtelocéntrico (Xa)
apresentou heterocromatina constitutiva na regido pericentromérica, estendendo-
se para regiao proximal do brago curto e do brago longo, além de duas bandas
intersticiais no braco longo. O bandamento C no cromossomo X acrocéntrico
(Xb) ndo foi obtido. Ambas as formas de Y apresentaram heterocromatina na
regiao distal do brago longo (Figura 3.7).

O bandamento G permitiu a identificacdo e o emparelhamento de quase
todos os homdlogos (Figura 3.8).

A técnica de Ag-RON evidenciou marcagdes terminais multiplas em
cromossomos acrocéntricos pequenos, que nao puderam ser identificados.
Foram analisadas 20 metafases e ocorreu variagao de trés a seis cromossomos
portadores de RONs, sendo a média 4,15 e a moda 4; foram observadas até 12
associagodes entre dois cromossomos (dado ndo mostrado).

A FISH com sondas teloméricas evidenciou marcacao nos teldbmeros de

todos os cromossomos (dado nao mostrado).
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Tabela 3.4 - Citotipos encontrados para O. fornesi, onde Xa = subtelocéntrico
grande; Xb = acrocéntrico grande; Ya = subtelocéntrico
pequeno e Yb = submetacéntrico médio.

Citétipos 2n NF Par sexual Exemplares Procedéncia
1 62 64 XaXb CIT 747; CIT 749 Vila Rica (MT)
2 62 64 XaYa CIT 962; Luis Antonio (SP);
CIT1477; CIT1490 Peixe (TO)
3 62 64 XaYb CIT 1089; ROD 289 Parque Nac. Emas

(GO); Guara (SP)

3.5.3 Oligoryzomys microtis (2n=64, NF=64)
Foram analisados quatro individuos (trés fémeas e um macho)
provenientes de Aripuana (MT) (Figura 3.1), que apresentaram 2n=64 e NF=64

(Tabela 3.2).

Descricdo do carioétipo

O caridtipo é constituido pelo par 1, um acrocéntrico grande, sendo
destacadamente o maior do complemento; do par 2 ao 30, 0sS cromossomos sao
acrocéntricos com variagao gradual de tamanho, e o par 31 € submetacéntrico
pequeno (Figura 3.9). O cromossomo X apresentou-se subtelocéntrico grande
(Xa) ou acrocéntrico grande (Xb). O cromossomo Y do unico macho mostrou-se
subtelocéntrico pequeno. A partir dos quatro exemplares analisados, foi possivel
reconhecer trés formas cariotipicas diferentes, devido a variagcao encontrada nos

cromossomos sexuais (Tabela 3.5).

Coloracéao diferencial

O padréo de bandas C mostrou heterocromatina constitutiva na regiéo
pericentromérica de todos os cromossomos, evidenciando que o par 31 é
constituido por cromossomos de dois bragos. O X subtelocéntrico (Xa)
apresentou heterocromatina constitutiva na regido pericentromérica, estendendo-
se a regidao proximal do brago curto e o X acrocéntrico (Xb), apenas na regiao

pericentromérica. O Y mostrou-se heterocromatico no brago longo (Figura 3.10).
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O bandamento G possibilitou o emparelhamento correto dos homadlogos,
exceto no caso dos cromossomos de menor tamanho. Além disso, o X, em suas
duas formas, mostrou as duas bandas escuras caracteristicas na regido mediana
do brago longo (Figura 3.11) e o Y ndo mostrou um padrédo peculiar (dado nao
mostrado).

As RONSs foram multiplas e as marcagdes ocorreram na regido terminal de
cromossomos acrocéntricos de tamanho médio a pequeno, que ndo puderam ser
identificados (dado ndo mostrado). As marcagdes variaram de trés a seis, sendo
a média 4,7 e a moda 4. Foram observadas até nove associagdes entre dois
cromossomos e uma entre trés cromossomos.

Apo6s a FISH com sondas teloméricas, foram observadas marcagdes na

regido dos teldbmeros de todos os cromossomos (Figura 3.12).

Tabela 3.5 - Citétipos encontrados para O. microtis, onde Xa = subtelocéntrico

grande; Xb = acrocéntrico grande e Y = subtelocéntrico
pequeno.
Citétipos 2n NF Par sexual Exemplares Procedéncia
1 64 64 XaXa CIT 683; CIT 695 Aripuana (MT)
2 64 64 XaXb CIT 702 Aripuana (MT)
3 64 64 XbY CIT 696 Aripuana (MT)

3.5.4 Oligoryzomys moojeni (2n=70, NF=72)
Quatro exemplares (duas fémeas e dois macho), provenientes de Minagu
(GO) e Peixe (TO) (Figura 3.1), foram analisados citogeneticamente e

apresentaram 2n=70, NF=72 (Tabela 3.2).

Descricdo do cariétipo

O caridtipo € composto por 32 pares acrocéntricos (pares 1 a 32), sendo o
primeiro par muito maior que o restante, que decrescem gradualmente de
tamanho e dois pares metacéntricos pequenos (pares 33 e 34). O X mostrou-se
polimérfico, devido a diferengcas no tamanho do brago curto, de modo que um

deles foi considerado submetacéntrico (Xa) e o outro, subtelocéntrico (Xb)
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(Figura 3.13). O Y também apresentou variacdo entre os dois machos da
amostra, sendo um acrocéntrico médio (Ya) e o outro, submetacéntrico médio
(Yb), ambos de tamanho semelhante aos pares 7 e 8, de modo que o Ya so6 pode
ser reconhecido apdés o bandamento C (Figura 3.14). As analises nos quatro

exemplares de O. moojeni revelaram trés citotipos diferentes (Tabela 3.6).

Coloracéao diferencial

O padrdo de bandas C evidenciou blocos heterocromaticos na regiao
pericentromérica dos autossomos, na regiao distal do par 11, no brago curto e na
regidao proximal de ambas as formas do X (Xa e Xb) e na regido distal do braco
longo dos dois cromossomos Y (Ya e Yb) (Figura 3.14).

A banda G permitiu o emparelhamento dos homodlogos e, além disso,
mostrou duas bandas escuras na regido mediana do brago longo dos
cromossomos X (Figura 3.15). Nao foi obtida banda G dos exemplares machos.

As Ag-RONs foram multiplas, localizadas em cromossomos acrocéntricos,
que ndo puderam ser identificados (Figura 3.16). Nas 21 células analisadas, as
marcacodes variaram de 5 a 9, sendo a média 6,9 e a moda 7. Associagdes entre
os cromossomos portadores de RONs foram observadas, sendo mais frequentes
aquelas entre dois cromossomos (22 associag¢des no total).

A FISH com sondas teloméricas mostrou sinais apenas na regido dos

teldmeros (dado nado mostrado).

Tabela 3.6 - Citétipos encontrados para O. moojeni, onde Xa = submetacéntrico
grande; Xb = subtelocéntrico grande; Ya = acrocéntrico médio
e Yb = submetacéntrico médio.

Citétipos 2n NF  Par sexual Exemplares Procedéncia
1 70 72  XaXb CIT 2039; CIT 2040 Minacu (GO)
2 70 72  XbYa CIT 2041 Minagu (GO)

3 70 72  XbYb CIT 1480 Peixe (TO)
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3.5.5 Oligoryzomys nigripes (2n=62, NF=78-82)

Foram analisados 83 individuos (46 machos e 37 fémeas), provenientes
de 18 localidades: Biritiba-Mirim, Buri, Caieiras, Cotia, Floresta Nacional de
Ipanema, Guara, Juquitiba, Luis Antdnio, Parque Estadual Carlos Botelho,
Parque Estadual da Serra do Mar (nucleo Santa Virginia), Piedade,
Pindamonhangaba, Pinhalzinho, Sdo Bernardo do Campo e Sao Joaquim da
Barra (SP), Caxambu e Serra da Canastra (MG) e Camacan (BA) (Figura 3.1),
que apresentaram 2n=62 e NF=78-82 (Tabela 3.2).

Descricao do cariotipo

O cari6tipo em coloragdo comum mostrou-se da seguinte forma: o par 1 é
um subtelocéntrico grande; duas formas distintas para o par 2 foram
encontradas: submetacéntrico grande (2SM) ou acrocéntrico grande (2A); o par
3, mostrou-se homomoérfico acrocéntrico (3A), homomaorfico metacéntrico (3M) ou
heteromorfico, com um cromossomo acrocéntrico e um metacéntrico (3H);
também foi observado um exemplar com heteromorfismo no par 8, o qual
mostrou-se acrocéntrico medio (8A). Ha, ainda, sete pares
metacéntricos/submetacéntricos (pares 4 a7 e 9 a 11) e 19 pares acrocéntricos
(pares 12 a 30), que decrescem gradativamente de médios a pequenos (Figura
3.17). Uma fémea apresentou mosaicismo 2n=61, X/62, XX, sendo que 46% das
50 células analisadas mostraram numero diploide igual a 61, com auséncia de
um dos cromossomos X.

O cromossomo X mostrou-se submetacéntrico grande (Xa),
subtelocéntrico grande (Xb) ou metacéntrico grande (Xc) e o Y também
apresentou variagao em sua morfologia, podendo ser metacéntrico médio (Ya),
submetacétrico pequeno (Yb) ou submetacéntrico médio (Yc), segundo
morfologias definidas em Paresque et al. (2007) (Figura 3.17 e 3.18). Os
cromossomos sexuais s6 puderam ser identificados apés bandamento C.

Devido a essa alta variabilidade nos autossomos e cromossomos sexuais,
nos 27 exemplares da amostra cuja banda C foi obtida, foram observadas 15

composigoes cariotipicas diferentes (Tabela 3.7).
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Coloracao diferencial

O padrao de bandas C evidenciou pequenas quantidades de
heterocromatina constitutiva na regido pericentromérica de todos os autossomos
e alguns individuos mostraram marcagao na regiao distal no brago longo do par
21 (dado nédo mostrado).

O cromossomo X apresentou-se fortemente heterocromatico no braco
curto e o cromossomo Y foi C-positivo em um dos bragcos ou no cromossomo
inteiro, dependendo da atividade de acéo do bario. Os cromossomos sexuais de
O. nigripes podem ser identificados apenas apdés o bandamento C, pois
apresentam padrao heterocromatico caracteristico. Apesar de a técnica ter sido
aplicada em todos os 83 exemplares, resultado positivo foi obtido apenas em 27
(provavelmente devido a idade das laminas) e somente os cromossomos sexuais
dos individuos cuja banda C foi obtida foram medidos e classificados (Figura
3.18, Tabela 3.7).

O padrao de bandas G possibilitou a identificacdo correta dos pares de
homdlogos, inclusive daqueles envolvidos em rearranjos do tipo inverséo
pericéntrica (par 3). Além disso, o cromossomo X apresentou duas bandas
escuras no braco longo e uma no brago curto, enquanto que no cromossomo Y
inteiro ndo foi identificado um padrao definido (Figura 3.19).

A técnica de Ag-RON realizada em trés individuos (sendo dois com o par
3H e um com o par 3M) evidenciou marcagdes terminais multiplas no brago curto
de cromossomos acrocéntricos pequenos, que variaram de 2 a 8, e foram
observadas associag¢des entre dois e trés cromossomos (dado n&do mostrado).

Apesar de terem sido realizadas hibridagdes com sondas teloméricas em
exemplares 2A, 3M, 3H, 3A e 8A, resultado positivo foi obtido somente nos
exemplares que possuiam o par 3A e 3H. Foram detectados sinais de hibridagao
da sequéncia (TTAGGG), na regido telomérica de todos os cromossomos (Figura
3.20).
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Tabela 3.7 - Citétipos encontrados para O. nigripes, nos quais Xa =
submetacéntrico grande; Xb = subtelocéntrico grande; Xc =
metacéntrico grande; Ya = metacéntrico médio; Yb =

submetacéntrico pequeno e Yc = submetacéntrico médio.

Citotipos 2n NF Par2 Par3 Par8 Parsexual Codigo Procedéncia

1 62 78 A A M XbXb ROD68 a

2 62 79 SM H A XaXa CIT1813 b
ROD 77,

3 62 80 SM A M XaXc ROD 273 c,d

4 62 80 SM A M XaYc ROD36 c

5 62 81 SM H M XaXa ROD 25; e,c,f,g
ROD 79;
ROD 164;
ROD 226

6 62 81 SM H M XcXc ROD76 ¢
ROD 35;

7 62 81 SM H M XaYa ROD 272 c,d
CIT 1803;

8 62 81 SM H M XcYc ROD58 b, e
CIT 1805;

9 62 81 SM H M XcYa CIT 1806 b

10 62 82 SM M M XaXa ROD 23; e
ROD 53;
ROD 54;
ROD 61

11 62 82 SM M M XaXc ROD 213 e

12 62 82 SM M M XaYb ROD85 h

13 62 82 SM M M XaYc ROD 22; e
ROD 60;
ROD 64

14 62 82 SM M M XcYa CIT1811 b

15 61/62 81 SM H M Xa/XaXb ROD 218 e

Cromossomos sexuais classificados de acordo com Paresque et al. (2007). SM, A e H
referem-se as diferentes formas encontradas nos pares 2, 3 e 8 de O. nigripes. SM:
submetacéntrico; A: acrocéntrico e H: heteromorfico, sendo um cromossomo
metacéntrico e outro acrocéntrico. Procedéncia: (a) Camacan, BA; (b) Juquitiba, SP; (c)
Parque Estadual da Serra do Mar, nucleo Santa Virginia, SP; (d) Sdo Joaquim da Barra,
SP; (e) Floresta Nacional de Ipanema, SP; (f) Parque Estadual Carlos Botelho, SP; (g)
Cotia, SP; (h) Caieiras, SP.

3.5.6 Oligoryzomys sp. A (2n=70, NF=72)

Um exemplar, proveniente de Apiacas (MT) (Figura 3.1), foi analisado e
apresentou 2n=70 e NF=72 (Tabela 3.2).
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Descricdo do cariotipo

O caridtipo mostrou que os pares 1 e 33 sdo heteromorficos, sendo o par 1
composto por um cromossomo subtelocéntrico grande e o outro acrocéntrico
grande e o par 33, composto por um cromossomo subtmetacéntrico de tamanho
médio e outro acrocéntrico médio. O restante do caridtipo possui 31 pares
acrocéntricos (pares 2 a 32) e um par meta/submetacéntrico pequeno (par 34)
(Figura 3.21).

Coloracao diferencial

O padrao de bandas C mostrou pequenos blocos de heterocromatina
constitutiva na regido centromérica dos autossomos, no brago curto do X e no
braco longo do Y (Figura 3.21).

Nao foi possivel obtencdo de bandas G, RONs e FISH telomérica neste

exemplar.
3.5.7 Oligoryzomys stramineus (2n=52, NF=68)

Dois exemplares, uma fémea proveniente de Jequitinhonha (MG) e um
macho de Urugui-Una (PI1) (Figura 3.1), foram analisados e apresentaram 2n=52,

NF=68 (Tabela 3.2).

Descricdo do carioétipo

O cariétipo é composto por nove pares de cromossomos de dois bragos e
16 pares acrocéntricos. O cromossomo X é um submetacéntrico médio, e 0 Y,
metacéntrico pequeno. Na fémea, foi observado um heteromorfismo de X
caracterizado por uma sutil diferenga no tamanho do brago curto de um dos

cromossomos, designado como X" (Figura 3.22).

Coloracao diferencial

A banda C evidenciou blocos de heterocromatina constitutiva na regiao
pericentromérica dos autossomos, no brago curto do cromossomo X e ao longo

de todo o cromossomo Y (Figura 3.23). O cromossomo Y so pode ser
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identificado apds a técnica de banda C, pois possui 0 mesmo tamanho e
morfologia que os pares 4 e 5.

O padrdo de bandas G possibilitou a identificacdo dos pares de
homologos. Além disso, o cromossomo X apresentou duas bandas escuras no
brago longo (Figura 3.24).

Nao foi possivel a obtencdo de RON nessa espécie.

A FISH com sondas teloméricas evidenciou marcag¢ao nos teldmeros de

todos os cromossomos (dado ndo mostrado).

3.5.8 Comparacgao dos cariotipos através do padrédo de bandas G

O padréo de bandas G dos exemplares de O. flavescens (OFL), O. fornesi
(OFO), O. microtis (OMI), O. moojeni (OMO), O. nigripes (ONI) e O. stramineus
(OST) (deste trabalho) e de O. rupestris (ORU) (Oligoryzomys sp. 1) e
Oligoryzomys sp. 2 (OSP), retirados de Silva e Yonenaga-Yassuda, 1997, foram
comparados entre si para estabelecimento das homologias entre os pares
cromossdmicos (Figura 3.25).

Para facilitar a leitura, neste trabalho, as regides de mesma composi¢ao
genética tanto da mesma espécie quanto de espécies diferentes estdo sendo
denominadas de “homaodlogas”.

O unico cromossomo/ brago cromossémico que se mostrou homologo nas
oito espécies foi o par 1 inteiro das espécies OFL, OFO, OMI, OMO, ONI; o par 2
de OST e o brago longo do par 3 de ORU e OSP (Figura 3.25a).

Além disso, pode ser inferida homologia entre outros dois cromossomos
autossémicos nas espécies O. flavescens, O. fornesi, O. microtis, O. moojeni, O.
nigripes e O. stramineus: (i) OFL 2, OFO 2, OMI 2, OMO 2, ONI 2 e OST 10
(Figura 3.25b); e (ii) OFL 3, OFO 3, OMI 3, OMO 3, ONI 3 e OST 1 (Figura
3.25¢).

Os outros autossomos nao puderam ser comparados, pois sao muito
pequenos e o0 padrao de bandas nao estava adequado para a comparagao entre

as diferentes espécies.
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3.6 Discussao

Das 11 espécies de Oligoryzomys que ocorrem no Brasil, seis foram
abordadas neste trabalho: O. flavescens, O. fornesi, O. microtis, O. moojeni, O.
nigripes e O. stramineus. Além disso, ha um individuo cujo cariétipo (2n=70,
NF=72) esta sendo apresentado pela primeira vez na literatura e, até o
momento, ndo pode ser relacionado a nenhuma outra espécie descrita de
Oligoryzomys, totalizando sete espécies estudadas.

Dessas sete espécies, seis possuem caridétipos espécie-especificos que
podem ser usados como digndstico citotaxonémico: O. flavescens, O. fornesi, O.
microtis, O. moojeni, O. nigripes e O. stramineus. Mesmo que o O. moojeni tenha
o mesmo numero dipléide e fundamental que o descrito para Oligoryzomys sp. A,
apenas a primeira esta sendo considerada uma espécie portadora de caridtipo
espécie-especifico, pois possui um cariétipo peculiar, ja descrito na literatura por
diversos autores, e distinto de Oligoryzomys sp. A (Figuras 3.13 e 3.21).

Na literatura, das 22 espécies descritas formalmente, 16 (72,7%) possuem
cariétipos espécie-especificos, o que mostra a importancia da citogenética na
caracterizacao desses taxons: O. andinus (2n=60, NF=70), O. chacoensis
(2n=58, NF=74), O. delicatus (2n=62, NF=74, 76), O. destructor (2n=60, NF=76),
O. flavescens (2n=64-68, NF=66-72), O. fornesi (2n=62, NF=62), O. fulvescens
(2n=60, NF=72, 74), O. longicaudatus (2n=56, NF=66), O. magellanicus (2n=56,
NF=66), O. messorius (2n=56, NF=58), O. microtis (2n=64, NF=64,66), O.
moojeni (2n=70, NF=72,74,76), O. nigripes (2n=61, 62, NF=78-82), O. rupestris
(2n=46, NF=52), O. stramineus (2n=52, NF=68-70) e O. utiaritensis (2n=72,
NF=76) (Tabela 1.3 — Capitulo 1).

A Tabela 1.3 mostra uma compilagdo dos dados cariotipicos descritos até
o momento para Oligoryzomys. Pode-se perceber que o numero de espécies
reconhecidas para o género € menor do que o numero de cariotipos descritos na
literatura e ndo ha dados citogenéticos para quatro espécies validas: O. arenalis,
O. brendae, O. griseolus, O. victus.

De um total de 117 individuos estudados, 83 (70,9%) pertencem a espécie

O. nigripes. O elevado numero de exemplares dessa espécie na amostra é
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devido ao fato de as coletas serem mais frequentes em areas de Floresta
Atlantica, principalmente no estado de S&o Paulo. Além disso, O. nigripes esta
amplamente distribuida pelo Brasil e é considerada uma espécie generalista,
podendo ocorrer em fragmentos florestais degradados pela agao antrépica
(VIEIRA, 2003).

Ao observar a distribuicdo de Oligoryzomys no Brasil, nota-se que na
regido central do pais ha poucos registros de ocorréncia do género. E provavel
que haja uma lacuna amostral nessa regido. Pode-se notar também que nas
regides onde ha maiores esfor¢cos amostrais (costa do Brasil, estendendo-se a
regiao do interior até Minas Gerais), ha maior ocorréncia de espécies
simpatricas.

O presente trabalho reitera a importancia dos levantamentos faunisticos
para maior conhecimento das espécies e para descricdo de novos taxons, pois
novos esforcos de coleta com frequéncia resultam em descricdes de novas
espécies ou até géneros, como por exemplo, o género Drymoreomys (Tribo
Oryzomyini), que foi descrito recentemente e é endémico da Floresta Atlantica
(PERCEQUILLO; WEKSLER; COSTA, 2011).

Segundo Chiarello et al. (2008), o numero de exemplares coletados é
insuficiente para o real conhecimento das espécies de mamiferos do Brasil, ja
que a maior parte do territério nacional foi pouco explorada. Além disso, dados
sobre ocorréncia, vulnerabilidade e abundancia das espécies sdo essenciais

para tracar estratégias de conservacgao (DE VIVO et al., 2011).

3.6.1 Oligoryzomys flavescens

O caridtipo apresentado neste trabalho para O. flavescens é idéntico ao
descrito por Aniskin e Volobouev (1999) e Sbalqueiro et al. (1991).

O. flavescens ocorre no Paraguai, Argentina, Uruguai e Brasil
(BONVICINO; OLIVEIRA; D’ANDREA, 2008; MUSSER; CARLETON, 2005). No
Brasil, a espécie apresenta distribuicdo na regido dos Pampas, florestas de
galerias do Cerrado e Mata Atlantica, desde o Rio Grande do Sul até o sul da

Bahia, de modo que os dados apresentados neste trabalho corroboram a



80

distribuicdo descrita por Bonvicino, Oliveira e D’Andrea (2008). Além disso, O.
flavescens ocorre em simpatria com O. nigripes nas localidades de Biritiba-Mirim,
Buri, Caieiras e Floresta Nacional de Ipanema (SP), que sdo areas de Floresta
Atlantica ou transicao entre Floresta Atlantica e Cerrado, e com O. fornesi e O.
nigripes em Guara (SP), também uma area de transi¢gdo entre Cerrado e Mata
Atlantica.

A variagdo encontrada no numero diploide (2n=64-66) € decorrente da
presenca de um ou dois cromossomos supernumerarios puntiformes, cuja
morfologia ndo pode ser definida, em decorréncia do tamanho pequeno. Oito dos
16 individuos analisados neste trabalho apresentaram cromossomos B (sendo
quatro com 1 B e quatro com 2 Bs).

Bonvicino e Geise (2006) descreveram um cariotipo para O. flavescens no
qual o cromossomo B possuia dois bragos. Entretanto, a morfologia desse
cromossomo extra de dois bragcos € semelhante a do cromossomo Y
apresentado por Aniskin e Volobouev (1999), Sbalqueiro et al. (1991) e no
presente trabalho.

Estudos realizados em O. flavescens mostraram que os supernumerarios
sao metacéntricos nos individuos provenientes do Uruguai (BRUM-ZORRILLA,;
FRONZA; WAINBERG, 1988), e acrocéntricos nos individuos do Brasil
(SBALQUEIRO et al.,, 1991). Outra diferenca observada €& a auséncia de
individuos provenientes daqueles paises com numero dipléide igual a 65.

As analises de banda C nos exemplares da amostra ndao evidenciaram
padrao heterocromatico nos Bs, quando comparados as bandas C
pericentroméricas dos demais cromossomos do complemento. Segundo
Camacho (2005) e Vujosevic e Blagojevic (2004), geralmente os cromossomos
extras sao compostos por heterocromatina, sendo, portanto, sua coloracdo bem
evidenciada pela banda C. Contudo, inumeros exemplos tém sido descritos, nos
quais a marcacao C-positiva ndo ocorre ou ocorre fracamente (KASAHARA,
2009). Além disso, o fato de esses cromossomos serem puntiformes dificulta a
constatacao exata do bandamento.

As bandas G também nao evidenciaram um padrdo peculiar nos

cromossomos supernumerarios da amostra. De acordo com Kasahara (2009), o
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bandamento G tem mostrado pouca ou nenhuma diferenciagéo ao longo dos Bs,
embora Silva e Yonenaga-Yassuda (1998) tenham verificado um padrao
conspicuo de bandas G nas trés diferentes formas de cromossomos B do roedor
orizomino Nectomys.

A hibridacao in situ fluorescente foi realizada em um exemplar que possuia
um cromossomo supernumerario e foram observadas marcacdes restritas aos
telédmeros. Alguns estudos revelaram sinais intersticiais teloméricos em
Cromossomos supernumerarios, como por exemplo, nos roedores do género
Nectomys (SILVA; YONENAGA-YASSUDA, 1998), porém nao foi o caso para O.
flavescens.

Os cromossomos Bs sao cromossomos extras, que aparecem em algumas
espécies causando variacdo no seu numero dipldide. Sao considerados
dispensaveis, por ndo estarem presentes em todos os individuos da populacao,
porém possuem ampla ocorréncia em diversos grupos de animais e plantas,
estando presentes em aproximadamente 15% das espécies de eucariotos
(CAMACHO, 2005; TRIFONOV et al., 2010). Além disso, apresentam variagao
interpopulacional e até mesmo entre diferentes tecidos (JONES; REES, 1982).

Esses cromossomos tém sido alvo de extensa investigagdo, pois
representam um elemento intrigante do ponto de vista citogenético. Possuem
comportamento meidético irregular, com formacao de univalentes, mesmo quando
a espécie apresenta dois Bs idénticos; nao sofrem recombinagcdo com os
cromossomos A e possuem heranga nao-mendeliana (CAMACHO, 2005; JONES;
REES, 1982).

Embora haja consenso de que os Bs ndo promovam alteragdes fenotipicas
e nem alteram a adaptabilidade dos individuos (JONES; REES, 1982), alguns
trabalhos mais recentes mostram a presenca de DNA ribossémico ou elementos
transponiveis nesses cromossomos (CAMACHO, 2005; PEPPERS; WIGGINS;
BAKER, 1997; STITOU et al., 2000; TRIFONOV et al., 2010).

Cerca de 55 espécies de mamiferos apresentam Bs (VUJOSEVIC;
BLAGOJEVIC, 2004) e, entre elas, estdo nove roedores brasileiros: Akodon
montensis, Blarinomys breviceps, Holochilus brasiliensis, Nectomys rattus,

Nectomys squamipes, Sooretamys angouya, Proechimys sp. 2, Trinomys iheringi



82

e Oligoryzomys flavescens (SILVA; YONENAGA-YASSUDA, 2004; VENTURA et
al., 2012).

A partir dos dados apresentados e da compilacdo dos cariétipos da
literatura, concluimos que O. flavescens (2n=64, 65, 66; NF=66) possui cariotipo
espécie-especifico, util em sua diagnose, uma vez que ocorre em simpatria com
O. nigripes (2n=62; NF=78-82) e 0. fornesi (2n=62; NF=62) (BONVICINO;
OLIVEIRA; D’ANDREA, 2008; presente trabalho).

3.6.2 Oligoryzomys fornesi

Sete individuos foram analisados e apresentaram 2n=62, NF=64. Tais
eexemplares foram coletados em areas de Cerrado, transigdo de Mata Atlantica
e Cerrado e Amazébnia-Cerrado. O caridtipo apresentado neste trabalho é
espécie-especifico e similar ao descrito para animais identificados como
Oligoryzomys fornesi por Bonvicino e Geise (2006), Bonvicino e Weksler (1998)
e Paresque (2004).

Segundo Bonvicino e Weksler (1998), O. fornesi € uma espécie endémica
do Cerrado e Caatinga e distribui-se pelos estados de Minas Gerais, Goias,
Bahia e oeste de Pernambuco. O exemplar proveniente do Parque Nacional das
Emas (GO) corrobora essa distribuicdo. No entanto, os exemplares coletados em
Guara e Luis Anténio (SP), Vila Rica (MT) e Peixe (TO), apesar de serem areas
de transicdo de Cerrado, estdo fora dos limites de distribuicdo designados
anteriormente para O. fornesi, de modo que a distribuicdo para esta espécie
estava subestimada. Além disso, observou-se que O. fornesi ocorre em simpatria
com O. nigripes em Luis Anténio (SP), com O. flavescens e O. nigripes em
Guara (SP) e com O. moojeni em Peixe (TO).

Andrades-Miranda et al. (2001) atribuiram o cariétipo (2n=62, NF=64-66) a
O. eliurus. Contudo, essa espécie foi considerada sinbnimo-junior de O. nigripes
por Myers e Carleton (1981) e Weksler e Bonvicino (2005).

Bonvicino e Weksler (1998) correlacionaram o cariétipo 2n=62, NF=64, a
O. fornesi e 2n=64-66, NF=66-68, a O. flavescens e afirmaram que ambas as

espécies possuem, além de cariétipos, morfologias diferentes.
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3.6.3 Oligoryzomys microtis

Nos quatro individuos provenientes de Aripuana (MT), regido de Floresta
Amazébnica, foram encontrados cariétipos com numero dipldéide e numero
fundamental iguais a 64. Segundo Bonvicino, Oliveira e D’Andrea (2008) e
Musser e Carleton (2005), a espécie O. microtis € endémica da Amazdnia.

O caridtipo apresentado neste trabalho é semelhante ao descrito para O.
microtis por Aniskin e Volobouev (1999), Gardner e Patton (1976) e Patton, Da
Silva e Malcolm (2000), exceto pela presenga de um grande par acrocéntrico no
presente trabalho (par 1), que equivale a um grande metacéntrico nos trabalhos
desses autores (par 1). E provavel que essa diferenca seja decorrente de um
rearranjo do tipo inversao pericéntrica, que é a segunda classe mais frequente
de rearranjos cromossémicos descritos em roedores (ROMANENKO;
VOLOBOUEYV, 2012). Entretanto, essa hipotese sé poderia ser confirmada apos
comparacdes do padrdo de bandas G, que nao foi possivel, pois nossa amostra
nao conta com exemplares de NF=66.

Maiores detalhes sobre inversdes pericéntricas serdo abordados na secao
3.6.5, onde discutiremos os resultados obtidos em O. nigripes, espécie na qual
as inversdes pericentricas foram descritas em quatro pares autossémicos
(ALMEIDA; YONENAGA-YASSUDA, 1991; PARESQUE et al., 2007; SILVA,
1994).

Andrades-Miranda et al. (2001), descreveram um cariétipo para O.
microtis, com 2n=66 e NF=74, proveniente de Tartarugalzinho (AP), regido de
Floresta Amazoénica, diferente do apresentado no presente trabalho e na
literatura. Os autores descreveram cinco pares de cromossomos pequenos com
dois bragcos e um par de cromossomos a mais do que o exemplar da presente
amostra. Mais tarde, Miranda et al. (2008) demonstraram que esses individuos
com 2n=66, NF=74 pertencem a outra entidade taxondémica ainda nao descrita,
distinta de O. microtis, que na Tabela 1.3 foram chamados de Oligoryzomys sp.
B.

Os dados moleculares obtidos paralelamente em nosso laboratério
indicam que os exemplares CIT 683, CIT 695, CIT 696 e CIT 702 fazem parte de
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um clado composto por O. microtis (SILVA, comunicagao pessoal). Além disso,
esses exemplares possuem caracteres morfolégicos semelhantes a O. microtis
(CARMIGNOTTO, comunicagéo pessoal).

Com a compilacdo dos dados da localidade em que foram coletados
(Floresta Amazoénica), a similaridade do presente cariotipo com aquele descrito
na literatura e os resultados preliminares de sistematica molecular e morfologia,
sugerimos que esses exemplares devam pertencer a O. microtis, com um
rearranjo do tipo inverséo pericéntrica no par 1, sendo o cariétipo 2n=64, NF=64,
66 espécie-especifico.

Maiores esforgos amostrais na regiao Amazdnica seriam importantes para
que a hipdtese da existéncia de polimorfismo de inversao pericéntrica em O.
microtis seja confirmada e para investigar a ocorréncia de populagdes que

possuem o par 1 heterozigoto.

3.6.4 Oligoryzomys moojeni

O caridtipo apresentado neste trabalho é similar ao descrito para O.
moojeni por Agrellos et al. (2012); Andrades-Miranda et al. (2001); Lima,
Bonvicino e Kasahara (2003) e Weksler e Bonvicino (2005), no qual ha
predominancia de cromossomos acrocéntricos e trés ou quatro pares de dois
bracos, sendo este caridtipo considerado espécie-especifico.

No presente trabalho, no entanto, foram observados apenas dois pares
metacéntricos. Essa diferenga pode ser decorrente de eventos de inversdes
pericéntricas nos pares de menor tamanho e isso sé poderia ser confirmado por
meio de comparacado de bandas G entre os exemplares com NF=72 (presente
trabalho) e aqueles com NF=74 e 76 (ANDRADES-MIRANDA et al., 2001, LIMA;
BONVICINO; KASAHARA., 2003; WEKSLER; BONVICINO, 2005). Isso néao foi
possivel devido ao padrao de bandas G, que nao estava adequado para a
comparacao, em decorréncia do pequeno tamanho dos pares envolvidos no
rearranjo.

Os exemplares estudados neste trabalho sao provenientes de Minacu

(GO) e Peixe (TO), corroborando a distribuicdo e endemismo de O. moojeni, em
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regiado de Cerrado brasileiro (BONVICINO; OLIVEIRA; D’ANDREA. 2008;
WEKSLER; BONVICINO, 2005). Além disso, esta espécie ocorre em simpatria

com O. fornesi em Peixe (TO).

3.6.5 Oligoryzomys nigripes

Do ponto de vista taxondmico, até a decada de 2000 ocorreram algumas
confusdes na identificacdo dessa espécie: cariétipos idénticos aos de O. nigripes
foram relacionados a O. delticola e O. eliurus. Porém, tais espécies foram
consideradas sinénimo-junior de O. nigripes, de acordo com similaridades
morfologicas e padrdo de bandamento cromossémico (BONVICINO; WEKSLER,
1998; FRANCES; D’ELIA, 2006; PARESQUE et al., 2007). Dessa forma,
atualmente, o cari6tipo de O. nigripes é considerado espécie-especifico.

A diferenga observada no numero fundamental (78-82) é decorrente de
variagdes na morfologia dos pares 2, 3 e 8.

Dos 83 individuos estudados no presente trabalho, 32 (38,55%)
apresentaram o par 3M, 18 (21,68%) apresentaram 3A e 33 (39,76%) foram 3H.
Além disso, dois exemplares mostraram o par 2A e apenas um exemplar possuia
o par 8A. De acordo com Paresque et al. (2007) e Silva (1994), a variagdo no par
3 é a mais frequente e esta amplamente distribuida pelo territério brasileiro.

O padrao de bandas G permitiu constatar que tal diferenga no par 3 é
resultante de inversdo pericéntrica, corroborando os dados previamente
descritos por Almeida e Yonenaga-Yassuda (1991); Paresque (2004); Paresque
et al. (2007) e Silva (1994).

Nao foi possivel a obtencido de bandas G nos exemplares com variagao no
par 2 e 8; porém, de acordo com a literatura, esse heteromorfismo também é
decorrente de inversdes pericéntricas (PARESQUE et al., 2007). Almeida e
Yonenaga-Yassuda (1991) e Paresque et al. (2007) descreveram o par 8 de
duas formas: homomorfico  metacéntrico  (8M) ou  heteromdérfico
metacéntrico/acrocéntrico (H). Entretanto, em um unico exemplar deste trabalho,
proveniente de Juquitiba (SP), este par mostrou-se homomaorfico acrocéntrico,

sendo esta uma forma inédita na literatura (8A).
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Além disso, na literatura, foram descritos também casos de polimorfismos
originados por inversdes pericéntricas envolvendo o par 4 (ALMEIDA;
YONENAGA-YASSUDA, 1991; PARESQUE, 2004).

O Equilibrio de Hardy-Weinberg para a variagdo no par 3 foi testado
apenas na amostra proveniente da Floresta Nacional de Ipanema (SP) e foi
encontrado o qui-quadrado de 0,43 (sendo o grau de liberdade igual a 1),
indicando que nenhum desvio significativo foi encontrado, de forma que os
cruzamentos devem estar ocorrendo ao acaso nesta populagao.

No presente trabalho, considerando os polimorfismos encontrados nos
pares autossObmicos 2, 3 e 8 e nos cromossomos sexuais, foram encontradas 15
variantes cariotipicas para O. nigripes. Este numero, no entanto, esta
subestimado, uma vez que o padrdo de bandas C so foi obtido em 27 dos 83
exemplares da amostra e por isso, apenas 0s cromossomos sexuais desses 27
individuos puderam ser identificados e classificados (Tabela 3.7).

De acordo com Paresque et al. (2007), considerando todas as
combinagdes de polimorfismos envolvendo os pares 2 (2A ou 2M), 3 (3A, 3H ou
3M), 4 (4A, 4H ou 4M), 8 (8H ou 8M), X (Xa, Xb ou Xc) e Y (Ya, Yb, Yc ou Yd),
poder-se-ia encontrar um total de 432 variantes cariolégicas diferentes para O.
nigripes. Se considerarmos a nova forma do par 8 (8A) descrita neste trabalho,
seria esperado encontrar 648 cariotipos diferentes para esta espécie.

Apesar do conhecimento tedrico de que as inversdes geram gametas com
duplicagdes e deficiéncias e, portanto, podem causar uma menor adaptabilidade
dos heterozigotos, outros estudos tém demonstrado que as inversdes
pericéntricas desempenham um papel relevante na especiacdo, a medida que se
fixam nas populagbes (PATTON, 2004; RIESEBERG, 2001; RIESEBERG;
LIVINGSTONE, 2003).

Inversdo pericéntrica € um exemplo de rearranjo que ja foi descrito para
varios géneros da familia Cricetidae, tais como Akodon, Thaptomys,
Cerradomys, entre tantos outros (ALMEIDA; YONENAGA-YASSUDA, 1985;
FAGUNDES; CHRISTOFF; YONENAGA-YASSUDA, 1998; VENTURA et al,,
2004), incluindo O. nigripes (ALMEIDA; YONENAGA-YASSUDA, 1991;
PARESQUE et al., 2007; SILVA, 1994), cujos polimorfismos observados em
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varios pares de autossomos, descritos no presente trabalho, corroboram esta
afirmacao.

Estudos meidticos de complexo sinaptonémico em Akodon cursor, que
possui 2n=14, 15 e 16 e é uma espécie portadora de varios rearranjos
cromossdémicos do tipo inversao pericéntrica, demonstraram que ajustes
sinapticos, associados a supressao do crossing-over nos segmentos invertidos,
devem ser os mecanismos que permitem o emparelhamento e a segregacao
apropriada em individuos heterozigotos (FAGUNDES; CHRISTOFF;
YONENAGA-YASSUDA, 1998). Alguns mecanismos genéticos parecem ser
responsaveis pela superagado dos erros meidticos em individuos heterozigotos,
como a ocorréncia de heterossinapse e a baixa frequéncia de quiasmas entre os
segmentos invertidos (FAGUNDES, 1997).

Bonvicino, D’Andrea e Borodin (2001) analisaram o comportamento
meiotico do par 3 em heterozigotos de diferentes populagdes de O. nigripes. Os
dados indicaram sinapse ndo-homologa e supresséo do crossing-over na regiao
invertida dos heterozigotos. Assim, as inversdes pericéntricas nao parecem
resultar em desvantagem seletiva aos heterozigotos.

Os exemplares da amostra deste trabalho distribuem-se em areas de
Floresta Atlantica e em areas de transicdo de Cerrado. Esses dados estdo de
acordo com a distribuicdo de O. nigripes descrita na literatura (BONVICINO;
OLIVEIRA; D’ANDREA, 2008). Além disso, O. nigripes ocorre em simpatria com
O. flavescens em Biritiba-Mirim, Caieiras, Buri (Floresta Atlantica) e FLONA de
Ipanema (transicdo de Mata Atlantica e Cerrado) (SP), com O. fornesi em Luis
Antonio (SP) e com O. fornesi e O. flavescens em Guara (SP), ambas areas de

transicao de Floresta Atlantica e Cerrado.

3.6.6 Oligoryzomys sp. A

Um unico exemplar (CIT 447, denominado Oligoryzomys sp. A) foi
capturado em uma area de Floresta Amazénica. Foi observado o mesmo numero
dipldéide e fundamental descrito para a espécie O. moojeni deste trabalho,

endémica de Cerrado.
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Entretanto, o cariétipo deste individuo mostrou-se diferente de O. moojeni
pela presenca de dois pares heteromorficos: subtelocéntrico/acrocéntrico (par 1)
e submetacéntrico/acrocéntrico (par 33). Além disso, o par 1 de O. moojeni &
destacadamente o maior par do complemento, enquanto que, em Oligoryzomys
sp. A, o par 1 é sutilmente maior que o par 2.

Embora néo tenha sido obtido um padrao de bandas G adequado neste
exemplar, poder-se-ia aventar que o rearranjo envolvido na diferenciagao
cariotipica dessas duas espécies foi decorrente de um evento de translocacéao
entre o brago curto de um cromossomo do par 33 (par de dois bragos) e um
cromossomo acrocéntrico do par 1 ou a dois eventos de inversao pericéntrica
isolados nesses dois pares (1 e 33).

Outras duas espécies de Oligoryzomys ocorrem na Amazdnia: O. microtis
(2n=64, NF=64, 66) e O. utiaritensis (2n=72, NF=76). Entretanto, os dados
morfolégicos indicam que o CIT 447 é semelhante a O. moojeni e distinto de O.
utiaritensis (CARMIGNOTTO, comunicagao pessoal). Embora sejam necessarias
maiores analises morfolégicas e moleculares, € provavel que este exemplar seja

uma nova entidade taxonémica ainda ndo descrita.

3.6.7 Oligoryzomys stramineus

Dois exemplares, um de Jequitinhonha (MG), area de contato Mata
Atlantica/Caatinga, e outro de Urucgui-Una (Pl), regido de Cerrado, mostraram
cariétipo idéntico ao descrito por Andrades-Miranda et al. (2001) e Weksler e
Bonvicino (2005) para O. stramineus, sendo considerado espécie-especifico.
Além disso, estes ultimos autores encontraram uma variacdo no NF dessa
espécie (de 68 a 70) devido a uma inversdo em um par acrocéntrico pequeno.

As localidades em que os exemplares foram coletados corroboram com a
distribuicdo descrita em Bonvicino, Oliveira e D’Andrea (2008) e Weksler e
Bonvicino (2005).
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3.6.8 Polimorfismos de cromossomos sexuais em Oligoryzomys

Na literatura, polimorfismos de cromossomos sexuais em Oligoryzomys
foram descritos em: O. flavescens (SBALQUEIRO et al., 2001), O. fulvescens
(HAIDUK; BICKHAM; SCHIMIDLY, 1979), O. longicaudatus (GALLARDO;
GONZALEZ, 1977), O. magellanicus (GALLARDO; PALMA, 1990), O. microtis
(ANISKIN; VOLOBOUEYV, 1991), O. nigripes (ALMEIDA; YONENAGA-YASSUDA,
1991; PARESQUE et al., 2007) e Oligoryzomys sp. 2 (SILVA; YONENAGA-
YASSUDA, 1997).

No presente trabalho, das sete espécies estudadas, seis (O. flavescens,
O. fornesi, O. microtis, O. moojeni, O. nigripes e O. stramineus) mostraram
variagdo no cromossomo X, e trés (O. fornesi, O. moojeni e O. nigripes)
apresentaram variacao no Y.

O baixo numero de exemplares machos de O. microtis e O. stramineus na
amostra pode ter mascarado a variabilidade do cromossomo Y nessas espécies.

E importante ressaltar que o bandamento C é extremamente necessario
na caracterizagdo dos cromossomos sexuais de Oligoryzomys, uma vez que
estes cromossomos sao morfologicamente semelhantes aos autossémicos e
somente o padrdo heterocromatico caracteristico € capaz de evidencia-los.

Com relagdo a O. flavescens, neste trabalho, foi encontrada uma unica
forma para o Y e variagbes no cromossomo X, devido a adicdo/delecdo de
heterocromatina constitutiva. Sbalqueiro et al. (1991) encontraram variacdes nos
cromossomos Y, podendo ser submetacéntrico, metacéntrico, acrocéntrico ou
subtelocéntrico.

Em O. fornesi, foram observadas duas formas para o cromossomo X e
duas para o Y. Com base no padrao de bandas C, foi possivel constatar que o
heteromorfismo encontrado no cromossomo X é devido a adicao/delecdo de
heterocromatina constitutiva e, no cromossomo Y, a uma inversao pericéntrica,
uma vez que esses Cromossomos possuem o mesmo tamanho e mostraram-se
C-positivos no brago longo.

Ja para O. microtis, foram encontradas duas formas para o X que também

foram relacionadas a adicao/delecdo de heterocromatina constitutiva. Aniskin e
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Volobouev (1999) descreveram variagbes no cromossomo X de O. microtis, mas
nao correlacionaram tais variagbes a nenhum tipo de rearranjo.

Em O. moojeni, as fémeas mostraram o X polimérfico, devido a diferencas
no tamanho do brago curto. O padrdo de bandas C mostrou que o polimorfismo
do X é decorrente de adicdo/delecao de heterocromatina constitutiva. Foram
observadas também duas formas para o cromossomo Y; entretanto, a
heterocromatina constitutiva foi localizada na regido distal do brago longo de
ambas as formas, indicando que essa variagao € causada por inversao
pericéntrica, uma vez que ambos os Y possuem o0 mesmo tamanho.

Em O. nigripes, foram encontradas trés formas de X e trés de Y. Na
literatura, foram identificadas trés formas diferentes para o cromossomo X (Xa,
Xb e Xc) e quatro formas para o Y (Ya, Yb, Yc e Yd) (ALMEIDA; YONENAGA-
YASSUDA, 1991; PARESQUE et al., 2007). Essa variagao foi correlacionada a
delecao/adigcao de heterocromatina constitutiva.

Uma fémea de O. nigripes, foi considerada mosaico por apresentar 2n=61,
X/62,XX. O mosaicisco pode ter sido gerado por uma nao-disjungado ou atraso
anafasico do cromossomo X durante as primeiras divisdbes celulares pos-
zigoticas.

Nas fémeas de mamiferos, a perda de um cromossomo X pode ser
tolerada devido aos mecanismos de compensagao de dose (Lyonizagao), na qual
um dos cromossomos X da fémea é inativado. Kasahara e Yonenaga-Yassuda
(1983) reportaram um caso de mosaicismo em uma fémea do roedor Necromys
lasiurus (2n=33,X/34,XX). Paresque et al. (2007) encontraram um individuo de
O. nigripes com monossomia do cromossomo X em todas as células, o que foi
explicado por uma nao-disjungdo meidtica nos gametas de um dos parentais.

Oligoryzomys stramineus mostrou uma sutil variagdo no tamanho do braco
curto do cromossomo X da unica fémea analisada e estes cromossomos foram
identificados como X*X. Esta sutil variacdo pode estar relacionada ao processo
de inativacdo de um dos cromossomos X da fémea, podendo levar a diferencas
na condensag&o desses Cromossomos.

Silva e Yonenaga-Yassuda (1997) descreveram variagdo nos

cromossomos X de Oligoryzomys sp. 2, sendo que duas formas foram
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encontradas: subtelocéntrica (Xa) e acrocéntrica (Xb) e essa diferenga foi
relacionada a inversdo pericéntrica, pois esses cromossomos eram do mesmo
tamanho. Neste mesmo trabalho, os autores descreveram pela primeira vez o
cariétipo de O. rupestris (na época, Oligoryzomys sp. 1), mas, ao contrario de
Oligoryzomys sp. 2, ndo houve variagao nos Cromossomos sexuais.

Na tribo Oryzomyini, polimorfismos de cromossomos sexuais parecem ser
muito comuns, pois ja foram descritos para varias espécies: Cerradomys
subflavus (SVARTMAN; ALMEIDA, 1992), Euryoryzomys russatus (SILVA, 1994),
Nectomys squamipes (SILVA; YONENAGA-YASSUDA, 1998), Nephelomys
albigularis (antigo Oryzomys albigularis) (AGUILERA; PEREZ-ZAPATA;
MARTINO, 1995), entre outras.

As variagbes na quantidade de heterocromatina constitutiva sdo uma
classe de rearranjos que nao parece ter envolvimento direto no processo de
especiagao (KING, 1993; ROMANENKO; VOLOBOUEV, 2012).

O aumento de abordagens citogenéticas nas diferentes espécies do grupo
e em varios exemplares pode contribuir para que novos polimorfismos de

Cromossomos sexuais sejam descritos.

3.6.9 Regides Organizadoras de Nucléolo (RONSs)

As RONs foram obtidas para: O. fornesi, O. microtis, O. moojeni e O.
nigripes e as marcagdes foram multiplas e localizadas na regido terminal de
cromossomos acrocéntricos pequenos. Em O. nigripes, ndo foi observado
aumento ou diminuicao aparente no numero de RONs entre os individuos com
diferentes formas do par 3, uma vez que as regides organizadoras de nucléolo
nao se localizam nesses pares.

Andrades-Miranda et al. (2001) encontraram de 2 a 5 pares
cromossdmicos portadores de RON em O. moojeni, 1 a 3 pares em O. fornesi
(chamado de O. eliurus) e dois pares em O. microtis. Silva (1994) observou
variacao de 1 a 12 RONs em O. nigripes.

No presente trabalho, as RONs ndo se mostraram informativas, uma vez

que ocorreram em pares acrocéntricos, impossiveis de serem identificados por
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esse tipo de coloragdo. Em contrapartida, as RONs, em conjunto com outras
técnicas citogenéticas, ajudaram na identificacdo de um rearranjo Robertsoniano
entre O. rupestris e Oligoryzomys sp. 2 (SILVA; YONENAGA-YASSUDA, 1997).

Nos mamiferos, € frequente a ocorréncia de RONs multiplas, de modo que
essa técnica é bastante util apenas quando é possivel a correlacao precisa dos
pares portadores de organizadores nucleolares, como € o caso dos roedores
Akodon montensis (FAGUNDES, 1997), Chaetomys subspinosus (VILELA et al.,
2009), Sciurus aestuans ingrami (FAGUNDES et al., 2003) e Trinomys iheringi
(YONENAGA-YASSUDA et al., 1985) e de algumas espécies de marsupiais sul-
americanos (PEREIRA et al., 2008; SVARTMAN, 2009).

Em outros vertebrados, as RONs aparecem em um unico par
cromossémico, podendo ser considerada um marcador citotaxonémico, por
exemplo, em peixes (SCACCHETTI et al.,, 2011), lagartos (PELLEGRINO;
RODRIGUES; YONENAGA-YASSUDA, 1999) e anfibios (PAIVA et al., 2010),
dentre diversos outros exemplos.

A técnica mais utilizada para localizar as regides organizadoras de
nucléolo é a impregnacgao por nitrato de prata; porém, apesar de ser uma técnica
simples e de facil aplicacao, s6 revela as RONs que estavam ativas na intérfase
anterior, pois cora as proteinas acidas nucleolares. A hibridagcdo in situ
fluorescente com sondas de DNA ribossémico tem sido muito empregada nos
ultimos anos, uma vez que evidencia cistrons ribossomais, sendo um marcador

citolégico mais preciso para a caracterizagéo cariotipica das espécies.

3.6.10 Comparacéao dos cariotipos das espécies de Oligoryzomys

Os caridtipos das espécies de Oligoryzomys apresentam predominancia
de cromossomos acrocéntricos, mesmo nas espécies O. nigripes e O.
stramineus, que possuem numero fundamental elevado.

Oligoryzomys nigripes, por exemplo, possui 11 pares de cromossomos
com dois bragcos e 19 pares acrocéntricos. Além disso, é a espécie que possui
maior variabilidade cariotipica e seu cariétipo € um dos mais estudados entre as

espécies do género, em decorréncia de sua ampla distribuicdo e facilidade de
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coleta. Em contrapartida, os cariétipos das outras espécies aqui apresentados
mostram até dois cromossomos meta/submetacéntricos e ndo mais do que isso.

Além disso, em O. flavescens, O. fornesi, O. microtis e O. moojeni, o par 1
apresentou-se destacadamente o maior par do cariétipo, enquanto que em O.
nigripes, Oligoryzomys sp. A e O. stramineus, o par 1 € pouco maior que o par 2.

A comparacdao dos padrées de bandas G mostrou que um unico
cromossomo/brago cromossdmico possui homologia completa nas oito espécies:
OFL, OFO, OMI, OMO, ONI, OST, ORU e OSP, indicando ainda, que houve um
evento de fusao/fissdo nas duas ultimas espécies, gerando o par ORU/OSP 3 de
dois bragos (Figura 3.25a). Além disso, pode ser inferida a ocorréncia de
inversdes pericéntricas envolvendo os pares: OFL 1, OFO 1, OMI 1, OMO 1
(acrocéntricos), ONI 1 e OST 2 (subtelocéntrico e submetacéntrico,
respectivamente) (Figura 3.25a); OFL 2, OFO 2, OMI 2, OMO 2, OST 10
(acrocéntricos) e ONI (submetacéntrico em maior frequéncia na populacao)
(Figura 3.25b); OFL 3, OFO 3, OMI 3, OMO 3 (acrocéntricos), ONI 3 (que pode
ser encontrado de trés formas na populagcdo: metacéntrico, acrocéntrico e
heteromoérfico) e OST 1 (metacéntrico) (Figura 3.25c).

A comparacao dos padrées de bandamento G tem sido um indicador de
homologia cromossémica confiavel, exceto em caso de comparagao de espécies
filogeneticamente distantes ou envolvidas em rapida evolugdo cromossdmica.
Assim, a comparagcao das homologias tornou-se mais fidedigna apdés o
surgimento das técnicas de citogenética molecular (GRAPHODATSKY;
TRIFONOV; STANYON, 2011).

Pela comparagdo dos cariotipos de Oligoryzomys deste trabalho e da
literatura, juntamente com os dados de pintura cromossémica que serao
apresentados no Capitulo 4, pode-se dizer que se trata de um dos géneros com
maior numero de rearranjos inter e intra-especificos de roedores Neotropicais.

Apesar disso, as hibridacdes in situ fluorescente com sequéncias
teloméricas evidenciaram marcagao exclusivamente nos teldmeros em todas as
espécies estudadas. Alguns trabalhos descreveram a presenga de sitios
teloméricos intersticiais (ITS) em espécies que apresentam variagbes

cromossdmicas, e tais ITS podem representar, entre outras hipodteses,



94

remanescentes de rearranjos cromossOmicos que ocorreram durante a evolugao
cariotipica (ANDRADES-MIRANDA et al., 2002; LEE; SASI; LIN, 1993; MEYNE
et al., 1990; VENTURA et al., 2004, 2012). A auséncia dessas sequéncias em
espécies que possuem grande variabilidade cariotipica, comprovada pelas
técnicas de citogenética comum, pode ser explicada pela eliminagdo das
mesmas durante as quebras e posterior reorganizagdo cromossémica no
processo evolutivo do grupo (RUIZ-HERRERA et al., 2008).

No Capitulo 4, sera discutida, com base em pintura cromossémica, a
evolugao cariotipica de cinco espécies estudadas, com o auxilio da citogenética

convencional apresentada neste capitulo.

3.7 Conclusdes

1) As anadlises citogenéticas em 117 exemplares do género Oligoryzomys
revelaram O. flavescens (2n=64, 65, 66, NF=66), O. fornesi (2n=62, NF=64), O.
microtis (2n=64, NF=64), O. moojeni (2n=70, NF=72), O. nigripes (2n=62,
NF=78-82), Oligoryzomys sp. A (2n=70, NF=72) e O. stramineus (2n=52, NF=68)
e novos numeros fundamentais foram descritos para O. microtis (NF=64) e O.
moojeni (NF=72).

2) O. flavescens, O. fornesi, O. microtis, O. moojeni, O. nigripes e O.
stramineus apresentam cariétipos espécie-especificos, uteis para a
citotaxonomia do género.

3) Um novo caridtipo estda sendo descrito para Oligoryzomys sp. A, com
2n=70, NF=72.

4) Uma nova forma para o par 8 (homomoérfica acrocéntrica) de O. nigripes
foi observada, assim como um caso de mosaicismo (2n=61,X/62,XX).

5) O. fornesi foi coletado em novas localidades para as quais a espécie nao
havia sido registrada, de modo que sua distribuicdo € mais ampla do que o
relatado anteriormente.

6) As variagdes nos cromossomos sexuais de O. flavescens, O. fornesi, O.
microtis e O. moojeni, devido a adigdo/delegdo de heterocromatina constitutiva e

inversao pericéntrica estdo sendo descritas pela primeira vez na literatura.
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7) A banda G de O. fornesi e O. stramineus esta sendo apresentada pela
primeira vez na literatura, assim como os dados de FISH telomérica.

8) Este trabalho reforga a importancia de maiores esforgos de coletas para
conhecimento da biodiversidade brasileira e reitera a citogenética como uma
ferramenta para diagnosticar as espécies de Oligoryzomys, uma vez que esse
marcador ¢é fundamental para a citotaxonomia do grupo, pois seus
representantes possuem morfologia externa semelhante e de dificil distingdo e
algumas dessas espécies ocorrem em simpatria.

9) A presenga de cromossomos supernumerarios e polimorfismos de
autossomos e cromossomos sexuais faz do género um excelente grupo de

estudos de evolugao cariotipica.



96

FIGURAS

Figura 3.1 - Mapa do Brasil com as localidades amostradas e as espécies
estudadas neste capitulo.
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Legenda: O flavescens (azul), O. fornesi (amarelo), O. microtis (marrom), O. moojeni
(circulo preto), O. nigripes (verde), Oligoryzomys sp. A (cinza), O. stramineus
(vermelho), simpatria entre O. flavescens e O. nigripes (tridngulo), simpatria entre O.
fornesi e O. nigripes (cruz), simpatria entre O. flavescens, O. nigripes e O. fornesi
(quadrado) e simpatria entre O. fornesi e O. moojeni (pentagono) (Tabela 3.2).
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Figura 3.2 - Cariétipo em coloragao convencional de O. flavescens, 2n=65,
NF=66, macho, proveniente da Floresta Nacional de Ipanema (SP).
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Figura 3.3 - Padrdo de bandas C (CBG) em O. flavescens, 2n=64, NF=66,

macho, proveniente de Guara (SP).
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Em destaque, cromossomos supernumerarios (Bs) e variagdo nos cromossomos
sexuais de exemplares da Floresta Nacional de Ipanema (SP).
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Figura 3.4 - Padrdao de bandas G (GTG) em O. flavescens, 2n=66, NF=66,
macho, proveniente da Floresta Nacional de Ipanema (SP).
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Figura 3.5 - Metafase de O. flavescens, 2n=65, NF=66, macho, proveniente da
Floresta Nacional de Ipanema (SP), com FISH telomérica
evidenciando marcag¢des nos teldbmeros.

Em destaque, cromossomo B (seta).
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Figura 3.6 - Cariétipo em coloragao convencional de O. fornesi, 2n=62, NF=64,
macho, proveniente do Parque Nacional das Emas (GO).
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Em destaque, cromossomos X heteromoérficos de uma fémea proveniente de Vila Rica
(MT).

Figura 3.7 - Padrao de bandas C (CBG) em O. fornesi, 2n=62, NF=64, macho,
proveniente de Peixe (TO).
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Em destaque, cromossomos sexuais de um exemplar macho proveniente do Parque
Nacional das Emas (GO).
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Figura 3.8 - Padrao de bandas G (GTG) em O. fornesi, 2n=62, NF=64, macho,
proveniente de Peixe (TO).
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Figura 3.9 - Caridtipo em coloracao convencional de O. microtis, 2n=64, NF=64,
macho, proveniente de Aripuana (MT).
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Figura 3.10 - Padrao de bandas C (CBG) em O. microtis, 2n=64, NF=64, macho,
proveniente de Aripuand (MT).
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Em destaque, cromossomos sexuais heteromoérficos de uma fémea, da mesma
localidade.

Figura 3.11 - Padrédo de bandas G (GTG) em O. microtis, 2n=64, NF=64, fémea,
proveniente de Aripuana (MT).
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Figura 3.12 - Metafase de O. microtis, 2n=64, NF=64, macho, proveniente de

Aripuana (MT) com FISH telomérica evidenciando marcagdes nos
teldbmeros.

Figura 3.13 - Cari6tipo em coloragdo convencional de O. moojeni, 2n=70,
NF=72, fémea, proveniente de Minagu (GO).
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Figura 3.14 - Padrao de bandas C (CBG) em O. moojeni, 2n=70, NF=72, macho,
proveniente de Minagu (GO).
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Em destaque, cromossomos sexuais de um exemplar macho, de Peixe (TO).

Figura 3.15 - Padréao de bandas G (GTG) em O. moojeni, 2n=70, NF=72, fémea,
proveniente de Minagu (GO).
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Figura 3.16 - Regides organizadoras de nucléolo (RONs) em metafase de O.
moojeni, fémea, proveniente de Minagu (GO). Observam-se oito

marcagoes.
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Setas indicam as associagcdes encontradas.
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Figura 3.17 - Cariétipo em coloragdao convencional de O. nigripes, 2n=62,
NF=81, macho, proveniente de Sdo Joaquim da Barra (SP), que

apresenta o par 2SM (homomérfico submetacéntrico), o par 3H

(heteromorfico) e o par 8M (homomoérfico metacéntrico).
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Em destaque, estdo os outros polimorfismos/heteromosfismos encontrados nos pares
autossémicos 2, 3 e 8: 2A (homomérfico acrocéntrico), 3M (homomérfico metacéntrico),
3A (homomorfico acrocéntrico) e 8A (homomarfico acrocéntrico).
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Figura 3.18 - Padrdo de bandas C (CBG) em O. nigripes, 2n=62, NF=81, fémea,
proveniente da Floresta Nacional de Ipanema (SP).
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Em destaque, diferentes formas encontradas nos cromossomos sexuais desta espécie.



107

Figura 3.19 - Padréo de bandas G (GTG) em O. nigripes, 2n=62, NF=81, fémea,

proveniente do Parque Estadual da Serra do Mar, nucleo Santa
Virginia (SP).
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Figura 3.20 - Metafases de O. nigripes com FISH telomérica evidenciando
marcagdes nos teldbmeros.

(a) 2n=62, NF=81 (par 3H), macho; (b) 2n=62, NF=80 (par 3A), fémea.



109

Figura 3.21 - Padrédo de bandas C (CBG) em Oligoryzomys sp. A, 2n=70,
NF=72, macho, proveniente de Apiacas (MT).
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Figura 3.22 - Cariétipo em coloragdo convencional de O. stramineus, 2n=52,
NF=68, macho, proveniente de Urugui-Una (P1).
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Em destaque, cromossomos X heteromérficos de uma fémea proveniente de
Jequitinhonha (MG).
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Figura 3.23 - Padrao de bandas C (CBG) em O. stramineus, 2n=52, NF=68,

macho, proveniente de Urugui-Una (PI).
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Figura 3.24 - Padrao de bandas G (GTG) em O. stramineus, 2n=52, NF=68,

fémea, proveniente de Jequitinhonha (MG).
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Figura 3.25 - Comparagao dos padrdes de bandas G (GTG) das espécies O.
flavescens (OFL), O. fornesi (OFO), O. microtis (OMI), O. moojeni
(OMO), O. nigripes (ONI), O. rupestris (ORU), Oligoryzomys sp. 2

(OSP) e O. stramineus (OST) (o padréo de bandas G de ORU e
OSP foi retirado de Silva e Yonenaga-Yassuda, 1997).
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CAPITULO 4 -
Pintura cromossomica comparativa (Zoo-FISH) em
Oligoryzomys (Rodentia, Sigmodontinae): homologias e

rearranjos envolvidos na diferenciacao cariotipica de cinco
espécies do género
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4.1 Resumo

Oligoryzomys pertence a subfamilia Sigmodontinae, tribo Oryzomyini,
sendo o género com maior numero de espécies dessa tribo. Os dados
cromossdmicos revelam alta variabilidade cariotipica de 2n=44 em Oligoryzomys
sp. 2, a 2n=72 em O. utiaritensis. O objetivo deste trabalho é investigar a
presenga de segmentos cromossdmicos homologos e blocos sinténicos entre as
espécies de Oligoryzomys, usando pintura cromossémica, e inferir os rearranjos
ocorridos durante a evolugéo cariotipica do género. Foram utilizadas 23 sondas
cromossomo-especificas de Oligoryzomys moojeni, 2n=70 (OMO 1 a 8, 9/10, 11
a 13, 16, 17, 25 a 30, 33, 34 e X) que pintaram 29 segmentos autossémicos em
O. fornesi (OFO) com 2n=62; 30 segmentos em O. microtis (OMI) com 2n=64; 31
em O. nigripes (ONI) com 2n=62; e 32 segmentos em O. rupestris (ORU) e
Oligoryzomys sp. 2 (OSP), com 2n=46 e 2n=44, respectivamente. As sondas
OMO 2, 3, 7, 8, 11, 12, 16, 17, 25, 26, 27, 29, 30 e 34 marcaram sempre um
unico segmento em todas as espécies. As sondas OMO 4 e OMO 5 mostraram a
mesma associagado sinténica, marcando duas regides diferentes de um mesmo
par acrocéntrico em todas as espécies. Especificamente em O. rupestris e
Oligoryzomys sp. 2, um total de oito sondas pintaram onze segmentos no par 1
de ORU, enquanto nove sondas hibridaram 12 regides do par 1 de OSP. A sonda
OMO 6 pintou OSP 1p, um segmento proximal em OSP 2qg e todo par OSP 19;
em ORU, a mesma sonda pintou um segmento proximal no par ORU 2q e os
pares acrocéntricos ORU 19 e ORU 20 inteiros. As hibridagbes com a sonda
OMO X mostraram sinais nos cromossomos X e Y. Os resultados evidenciam a
ocorréncia de varios rearranjos cromossdémicos que levaram a diferenciacao
cariotipica do género, tais como: inversdes pericéntricas, fissdo, fusdo em
tandem, fusdo céntrica e perdal/inativagcédo, ganho/ativagdo ou reposicionamento

de centrébmero.

Palavras-chave: Pintura cromossdmica. Oligoryzomys. Sintenias. Evolucao
cariotipica.
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4.2 Abstract

Oligoryzomys belongs to the subfamily Sigmodontinae, tribe Oryzomyini,
and presents a high number of species. Karyological data reveal diploid number
ranging from 2n=44 in Oligoryzomys sp. 2 to 2n=72 in O. utiaritensis. The aim of
this work is to investigate chromosome homologies among Oligoryzomys species
using chromosome painting and also to infer the rearrangements that occurred
during the karyotype evolution of the genus. For this proposal, 23 sets of whole
chromosome probes from Oligoryzomys moojeni with 2n=70 (OMO 1-8, 9/10, 11-
13, 16, 17, 25-30, 33, 34 and X) were hybridized on five Oligoryzomys species.
The OMO probes painted 29 autossomic segments on O. fornesi (OFO) with
2n=62; 30 autossomic segments on O. microtis (OMI), 2n=64; 31 segments on O.
nigripes (ONI), 2n=62; 32 segments on O. rupestris (ORU), 2n=46, and 32 on
Oligoryzomys sp. 2 (OSP), 2n=44. The probes OMO 2, 3, 7, 8, 11, 12, 16, 17, 25,
26, 27, 29, 30 and 34 painted one segment, and probes OMO 4 and 5 painted
two regions of the same pair in all species studied, showing a syntenic
association. Specifically concerning O. rupestris and Oligoryzomys sp. 2, a total
of 8 probes hybridized 11 segments on the largest pair of ORU 1 and 9 probes
hybridized 12 segments on OSP 1. Besides, OMO 6 painted three segments in
ORU, corresponding to proximal segment of ORU 2q, and the whole ORU 19 and
20. In OSP, the segment correspondent to the pair ORU 20 was homologous of
OSP 1p. OMO X showed signals of hybridization in both chromosomes X and Y.
The results revealed that extensive chromosomal rearrangements, such as
pericentric inversion, Robertsonian rearrangements and tandem fusion/fission,
have driven differentiation among Oligoryzomys karyotypes, as well as loss/

inactivation, gain/activation or repositioning of centromeres.

Keywords: Chromosome painting. Oligoryzomys. Synteny. Chromosome
evolution.
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4.3 Introducéo

O género Oligoryzomys esta inserido na subfamilia Sigmodontinae, tribo
Oryzomyini, sendo o mais especioso dessa tribo (WEKSLER; PERCEQUILLO,
2011). E considerado um género complexo do ponto de vista taxondmico, devido
a distribuicdo abrangente e similaridade morfolégica das espécies. Apesar das
controvérsias, atualmente, sao reconhecidas 22 espécies para o0 género
(MUSSER; CARLETON, 2005; PARESQUE, 2010; WEKSLER; BONVICINO,
2005; WEKSLER; PERCEQUILLO, 2011; Tabela 1.3, Capitulo 1).

Abordagens multidisciplinares envolvendo dados de morfologia, ecologia,
citogenética e filogenia molecular tém sido empregadas na tentativa de
esclarecer a diversidade e as relagdes de parentesco entre os representantes do
género.

Anadlises filogenéticas baseadas em sequéncias obtidas de genes
nucleares e mitocondriais corroboram o monofiletismo do género, mas as
relacdes entre as espécies ainda sdo controversas (GONZALEZ-ITTIG et al.,
2010; MIRANDA et al., 2008; MYERS; LUNDRIGAN; TUCKER, 1995; PALMA et
al., 2010).

Recentemente, Agrellos et al. (2012), usando sequéncia do citocromo-b e
do intron 7 do beta-fibrinogénio, recuperaram O. microtis como irma das outras
espécies de Oligoryzomys, e O. moojeni e O. utiaritensis em um clado mais
derivado.

Com relagéo a citogenética, os dados cromossOmicos revelaram uma
grande amplitude no numero dipléide, que pode variar de 2n=44 em
Oligoryzomys sp. 2 (SILVA; YONENAGA-YASSUDA, 1997) a 2n=72 em O.
utiaritensis (AGRELLOS et al., 2012). Diversos rearranjos cromossdmicos foram
descritos, tais como inversdes pericéntricas (detectadas em O. nigripes, O.
stramineus, O. moojeni), polimorfismos de cromossomos sexuais (O. nigripes, O.
flavescens, O. longicaudatus) e presenga de supernumerarios (O. flavescens)
(ALMEIDA; YONENAGA-YASSUDA, 1991; BONVICINO; GEISE, 2006;
GALLARDO; GONZALEZ, 1977; LIMA; BONVICINO; KASAHARA, 2003;
PARESQUE et al., 2007; SBALQUEIRO et al., 1991).
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Silva e Yonenaga-Yassuda (1997) descreveram os cariétipos de O.
rupestris (2n=46, NF=52) (referido na época como Oligoryzomys sp. 1) e
Oligoryzomys sp. 2 (2n=44, NF=52), espécie ainda nao descrita formalmente, e
realizaram comparagoes utilizando informacgdes de bandas C, G, R, localizagcao
de RONs e FISH com sondas teloméricas. Este estudo revelou que a diferenca
no numero dipléide entre essas espécies foi devido a ocorréncia de um evento
de fusado céntrica. As evidéncias que levaram a tal conclus&o foram: (i) presenga
de um par acrocéntrico pequeno a mais em O. rupestris; (ii) diferengca de
tamanho do par 1 de ambas as espécies, sendo que esse par € acrocéntrico em
O. rupestris e subtelocéntrico em Oligoryzomys sp. 2; (iii) presenca de
heterocromatina constitutiva na regido pericentromérica do par 1 de O. rupestris
e a auséncia em Oligoryzomys sp. 2; (iv) presen¢ca de RON no par 1 somente de
O. rupestris e (v) padréao similar de bandas G e R entre o brago longo do par 1 de
ambas as espéecies.

Os dados cromossémicos disponiveis na literatura levaram Mattevi e
Andrades-Miranda (2006) a agruparem as espécies de Oligoryzomys em relagao
ao tamanho e morfologia do primeiro par autossdémico, sendo: (1) grupo que
possui 0 primeiro par acrocéntrico uma vez e meia maior que o par 2 (O.
rupestris, O. messorius, O. longicaudatus, O. moojeni, O. fornesi, O. flavescens);
(2) grupo que possui o primeiro par com dois bragos e uma vez e meia maior que
o segundo par (O. magellanicus, O. microtis); e (3) grupo com 0s primeiros pares
de tamanhos similares (O. stramineus, O. fulvescens, O. chacoensis, O. andinus,
O. delicatus, O. destructor, O. nigripes).

Até o momento, os estudos realizados no género Oligoryzomys
contemplam exclusivamente a variabilidade cromossémica intraespecifica, sendo
escassos os estudos comparativos entre espécies. Essas informagbes sao
baseadas em coloragao diferencial (bandas C, G e R), localizagdo de RONs por
impregnacao de nitrato de prata e de sequéncias teloméricas por FISH.

O objetivo do presente capitulo é realizar uma comparagdo entre as
espécies de Oligoryzomys, investigar as regides de homologia, estabelecer os
blocos sinténicos entre as espécies, por meio de pintura cromossdmica com
sondas espécie-especificas de O. moojeni (2n=70), e inferir os rearranjos

ocorridos durante a evolugao cariotipica do género. Para isso, sera utilizada a
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filogenia de Agrellos et al. (2012), como base para discussao dos resultados

obtidos.

4.4 Material e Métodos

As sondas cromossomo-especificas da espécie Oligoryzomys moojeni
(2n=70, NF=72) foram geradas por citometria de fluxo, no Departamento de
Medicina Veterinaria, Universidade de Cambridge (Inglaterra), a partir de
cromossomos obtidos de cultura de fibroblastos de uma fémea com
heteromorfismo nos cromossomos sexuais, caracterizados como Xa e Xb (Figura
3.13 — Capitulo 3).

O isolamento dos cromossomos ocorreu de acordo com Yang et al. (1995;
2009). Para cada pico registrado pela citometria, cerca de 400 cromossomos
foram separados. Os picos foram amplificados por DOP-PCR utilizando o primer
6MW (5 CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G 3’) (TELENIUS et al., 1992). Os
produtos primarios de PCR foram marcados com Biotina-16-dUTP (marcacéao
indireta) ou FITC-12-dUTP (marcagéo direta) em uma segunda amplificagcdo por
DOP-PCR com o mesmo primer.

A hibridagdo in situ foi realizada segundo Yang et al. (1995), com
modificagdes (ver Capitulo 2 para maiores detalhes).

As sondas de O. moojeni foram primeiramente hibridadas em metafases
da mesma espécie com o objetivo de tentar identificar cada pico gerado pela
citometria. A identificagdo dos picos foi feita com base no padrao de bandas das
metafases fotografadas em DAPI, pela montagem dos cariétipos e pela sua
posicao no cariotipo de fluxo.

Depois de identificados, cada pico foi denominado pelo numero do par
cromossdmico correspondente. Para facilitar a comparagdo, o0s numeros
cromossdmicos sd&o antecedidos pela primeira letra do género e as duas
primeiras letras da espécie (exemplo: OMO 1, OMO 2, OMO Xa, referem-se,
respectivamente, aos cromossomos 1, 2 e Xa de O. moojeni).

Para as hibridagdes, sete espécies (incluindo O. moojeni) foram utilizadas
(Tabela 4.1).

As metafases de O. fornesi, O. microtis, O. moojeni, O. nigripes, O.

rupestris e Oligoryzomys sp. 2 foram obtidas a partir de cultura celular, segundo
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Freshney (1986), e as de O. flavescens, de medula 6ssea e bacgo, segundo Ford
e Hamerton (1956).

Primeiramente, serdo apresentados os resultados da citometria de fluxo de
O. moojeni. Em seguida, serdo mostrados os resultados das hibrida¢gbes das
sondas de O. moojeni nas outras espécies (Tabela 4.2). O padrao de hibridagao
foi indicado ao lado dos padrdes de bandas G de cada espécie, exceto para O.
flavescens, cujas hibridagbes s6 foram realizadas com as sondas OMO Xa e
OMO Xb.

Devido ao elevado numero de sondas e enorme quantidade de imagens,

apenas as principais figuras serao apresentadas.

Tabela 4.1 - Relagdo das espécies de Oligoryzomys estudadas no presente
capitulo, com numero de laboratério ou numero de tombo no
MZUSP (quando disponivel), numero dipléide (2n), numero
fundamental (NF), sexo, procedéncia e coordenadas.

Espécie Cddigo 2n NF Sexo Procedéncia Coordenadas

O. flavescens ROD 21 66 66* M Floresta Nac. 23°25'S; 47°35'0
Ipanema, SP

O. fornesi CIT 1477 62 64 M Peixe, TO 12°01'S; 48°32'0

O. microtis MZUSP 64 64 M Aripuanad, MT  10°10'S; 59°27'0

29534

0. moojeni CIT 2040 70 72 F Minagu, GO 13°55'S;48°22'0

O. nigripes BIO 797° 62 81 M Fazenda 24°12'S; 48°30°0
Intervales, SP

O. rupestris BIO 899° 46 52 F Pico das 13°33’S; 41°56°0
Almas, BA

Oligoryzomys sp. 2 BIO 813° 44 52 M Serra do Cip6, 19°18’S; 43°35'0
MG

*Exemplar possui dois cromossomos supernumerarios (Bs) e o NF n&o inclui esses
cromossomos, por serem puntiformes; “Exemplar analisado em Silva (1994);
®Exemplares analisados em Silva e Yonenaga-Yassuda (1997).

4.5 Resultados
4.5.1 Citometria de fluxo de Oligoryzomys moojeni (2n=70, NF=72)
O caridtipo de O. moojeni, conforme descrito no Capitulo 3 (Figura 3.13), é

composto por 32 pares acrocéntricos com variagado gradual de tamanho (sendo

que o par 1 é o maior do complemento) e dois pares de cromossomos com dois
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bracos (pares 33 e 34). Ha duas formas para o cromossomo X: um €
submetacéntrico (Xa) e o outro, subtelocéntrico (Xb).

Foram registrados e isolados 30 picos a partir do cariétipo de fluxo de O.
moojeni (Figura 4.1), dos quais 23 apresentaram sondas de cromossomos unicos
(21 autossomos e os dois cromossomos X heteromérficos — Xa e Xb), quatro
picos apresentaram sondas contendo dois pares autossémicos cada e trés picos,
sondas com trés ou quatro pares.

Foram identificados os picos correspondentes aos cromossomos X (Xa e
Xb) e os picos unicos correspondentes aos cromossomos OMO 1, 2, 3,4, 5,6, 7,
8, 11, 12, 13, 16, 17, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 33 e 34. Também foi possivel a
identificacdo de um dos picos duplos, que corresponde aos pares OMO 9 e 10.
Os picos restantes ndo puderam ser identificados, pois representam mais de um
par cromossémico, que nao foram separados pela citometria, devido a
equivaléncia de tamanho.

As sondas OMO Xa e OMO Xb marcaram ambos os cromossomos X

inteiros da fémea e, no macho, o cromossomo X inteiro e a regido proximal do Y.

4.5.2 Pintura cromoss6mica com as sondas OMO Xa e Xb de O. moojeni em O.
flavescens (2n=66, NF=66)

Para O. flavescens, somente as sondas correspondentes ao X foram
hibridadas, pois a hibridagao in situ com sondas cromossémicas nao se mostrou
satisfatéoria em material de medula/bago. Foram observadas marcagdes no

cromossomo X e no brago curto do cromossomo Y.

4.5.3 Pintura cromossdmica com sondas de O. moojeni em O. fornesi (2n=62,
NF=64)

As sondas cromossOmicas correspondentes aos picos identificados foram
hibridadas em metafases de O. fornesi e marcaram 31 segmentos no total, sendo
29 segmentos autossémicos (Tabela 4.2, Figura 4.2).

Catorze sondas pintaram cromossomos inteiros: OMO 1, OMO 2, OMO 3,
OMO 7, OMO 11, OMO 12, OMO 16, OMO 17, OMO 25, OMO 26, OMO 27,
OMO 28, OMO 29 e OMO 34 (Figura 4.3).
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Cinco sondas hibridaram mais de um par cromossdmico: OMO 4, OMO 5,
OMO 6, OMO 13 e OMO 33 (Figura 4.4) e duas sondas (OMO 8 e OMO 30)
marcaram bragos cromossémicos inteiros. A sonda dupla, correspondente aos
pares OMO 9 e 10, hibridou em um par acrocéntrico (OFO 9) e na regiédo distal
do par OFO 6 (Figura 4.4).

Finalmente, OMO Xb marcou o cromossomo X inteiro e o brago curto do Y
(Figura 4.4).

4.5.4 Pintura cromossémica com sondas de O. moojeni em O. microtis (2n=64,
NF=64)

No complemento de O. microtis, 32 regides de homologia foram
encontradas e destas, 30 regides s&o autossdmicas (Tabela 4.2, Figura 4.5).

Das 23 sondas utilizadas, 16 mostraram-se integras, marcando
cromossomos inteiros: OMO 1, OMO 2, OMO 3, OMO 7, OMO 8, OMO 11, OMO
12, OMO 16, OMO 17, OMO 25, OMO 26, OMO 27, OMO 28, OMO 29, OMO 30
e OMO 34 (Figura 4.6).

Cinco sondas hibridaram mais de um par cromossémico: OMO 4, OMO 5,
OMO 6, OMO 13 e OMO 33 (Figura 4.7). A sonda correspondente aos pares
OMO 9 e 10, marcou um par acrocéntrico médio (OMI 6) e a regiao distal do par
OMI 4 (dado n&o mostrado).

OMO Xb hibridou o cromossomo OMI X e a regido centromérica de OMI Y,

estendendo ao brago curto (Figura 4.8).

4.5.5 Pintura cromossdmica com sondas de O. moojeni em O. nigripes (2n=62,
NF=81)

Trinta e trés segmentos homologos foram encontrados apos as
hibridagcdes das sondas de O. moojeni em metafases de O. nigripes, sendo 31
correspondentes a regides autossémicas (Tabela 4.2, Figura 4.9).

No total, 13 sondas hibridaram cromossomos inteiros de O. nigripes: OMO
2, OMO 3, OMO 7, OMO 11, OMO 12, OMO 17, OMO 25, OMO 26, OMO 27,
OMO 28, OMO 29, OMO 33 e OMO 34 (Figura 4.10).

Cinco sondas hibridaram mais de um par cromossdmico: OMO 1, OMO 4,
OMO 5, OMO 6 e OMO 13 (Figura 4.11).
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Trés sondas marcaram exclusivamente bragcos cromossdmicos inteiros no
complemento de O. nigripes: OMO 16, OMO 8 e OMO 30 (Figura 4.12).
A sonda correspondente ao cromossomo Xb de OMO marcou o

cromossomo X inteiro e o braco longo do Y de ONI (Figura 4.13).

4.5.6 Pintura cromossdmica com sondas de O. moojeni em O. rupestris (2n=46,
NF=52)

As sondas cromossomo-especificas de O. moojeni foram hibridadas em
metafases de O. rupestris (ORU) e 33 segmentos homdlogos foram observados,
sendo 32 regides autossbmicas (Tabela 4.2, Figura 4.14).

As sondas OMO 8, OMO 11, OMO 12, OMO 17, OMO 29, OMO 30 e OMO
33 marcaram cromossomos inteiros (Figura 4.15).

Quatro sondas marcaram mais de um par cromossémico em ORU: OMO 6,
OMO 9/10, OMO 13 e OMO 28.

Oito sondas hibridaram o maior par cromossémico de O. rupestris (ORU
1), formando 11 segmentos neste cromossomo: OMO 3, OMO 4, OMO 5, OMO
13, OMO 16, OMO 25, OMO 26 e OMO 34 (Figura 4.16). A sonda OMO 4
marcou trés regides distintas no par ORU 1 enquanto que OMO 5, marcou duas
regides (Figura 4.16).

O par ORU 2 foi hibridado por quatro sondas distintas: OMO 2, OMO 6,
OMO 7 e OMO 27 (Figura 4.17). O par ORU 3, foi pintado pelas sondas OMO 1,
OMO 9/10 e OMO 28 (Figura 4.18).

Como a amostra de O. rupestris era composta somente de fémeas, as
sondas OMO Xa e OMO Xb, marcaram ambos os cromossomos ORU X inteiros

(dado n&o mostrado).

4.5.7 Pintura cromossOmica com sondas de O. moojeni em Oligoryzomys sp. 2
(2n=44, NF=52)

As hibridacdes das sondas cromossomo-especificas de O. moojeni em
Oligoryzomys sp. 2 mostraram 34 regides de homologia, sendo 32
correspondentes a regides autossémicas (Tabela 4.2, Figura 4.19).

Sete sondas hibridaram cromossomos inteiros, exibindo exatamente o

mesmo padrao de marcag¢ao encontrado em O. rupestris;: OMO 8, OMO 11, OMO
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12, OMO 17, OMO 29, OMO 30 e OMO 33 e quatro sondas marcaram mais de
um par cromossémico: OMO 6, OMO 9/10, OMO 13 e OMO 28 (dados nao
mostrados).

Nove sondas hibridaram o par OSP 1 (o maior par do complemento): OMO
3, OMO 4, OMO 5, OMO 6, OMO 13, OMO 16, OMO 25, OMO 26 e OMO 34, de
modo que 12 segmentos foram observados neste cromossomo (Figura 4.20).

O padréao de hibridagdo observado nos pares OSP 2 e OSP 3, foi o mesmo
observado em ORU 2 e ORU 3, respectivamente, de modo que a mesma figura
esta sendo usada para ilustrar ambas as espécies: quatro sondas pintaram
regides diferentes de OSP 2 (OMO 2, OMO 6, OMO 7 e OMO 27) (ver Figura
4.17). Além disso, as sondas OMO 9/10, OMO 28 e OMO 1 marcaram o par OSP
3 (Figura 4.18).

Tanto a sonda OMO Xa quanto Xb, hibridaram os cromossomos OSP X e

a regiao pericentromérica em OSP Y.
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Tabela 4.2 - Segmentos cromossémicos homoélogos detectados entre as
espécies O. fornesi (OFO), O. microtis (OMI), O. nigripes (ONI),
O. rupestris (ORU) e Oligoryzomys sp. 2 (OSP) através da

hibridacdo das sondas de O. moojeni

(OMO). Tanto os

segmentos autossOdmicos quanto os sexuais foram considerados.

Sondas OFO OMI ONI ORU OSsP
utilizadas (2n=62) (2n=64) (2n=62) (2n=46) (2n=44)
OMO 1 1 1 1 3q 3q
28
OMO 2 2 2 2 2q (distal) 2q (distal)
OMO 3 3 3 3 1q (distal) 1q (distal)
OMO 4 5q (proximal) | 5q (proximal) |7p 19 (3 1q (3 segmentos
17 17 13q (proximal) | segmentos intersticiais)
26 17 intersticiais)
OMO 5 5q (distal) 5q (distal) 13q (distal) 1q9 (2 1q (2 segmentos
18 18 16 segmentos intersticiais)
intersticiais)
OMO 6 22 22 4 2q (proximal) 1p
23 23 25 19 2q (proximal)
20 19
OMO 7 8 7 15 2q (intersticial) | 2q (intersticial)
OMO 8 29q 9 6q 4 4
OMO 9,10 6q (distal) 4q (distal) 5p 3p 3p
9 6 12q (distal) 12 12
14 21 20
OMO 11 10 10 18 5 5
OMO 12 11 11 19 6 6
OMO 13 19 19 22 1q (intersticial) | 1q (intersticial)
20 20 23 13 13
21 21 24 14 14
OMO 16 12 12 9q 1q (proximal) 1qg (proximal)
OMO 17 13 13 21 9 9
OMO 25 14 14 20 1qg (proximal) 1qg (proximal)
OMO 26 15 15 26 1q (proximal) | 1q (proximal)
OMO 27 16 16 27 2p 2p
OMO 28 24 24 29 3q (proximal) | 3g (proximal)
17 17
OMO 29 25 25 30 15 15
OMO 30 29p 27 6p 16 16
OMO 33 27 29 10 18 18
28 30
OMO 34 26 28 11 1q (intersticial) | 1q (intersticial)
OMO XaeXb |X X X X X
Yp Yp Yq Yq (proximal)
Total 31 segmentos | 32 segmentos | 33 segmentos | 33 segmentos | 34 segmentos
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4.6 Discussao

O presente trabalho é inédito na literatura, pois aborda a evolugéo
cromossdmica através de sondas espécie-especificas de Oligoryzomys. Embora
a pintura cromossdmica seja uma técnica cada vez mais empregada nos estudos
citogenéticos, esses dados ainda s&o escassos para os roedores Neotropicais.

O trabalho pioneiro de Zoo-FISH em roedores sigmodontinos foi realizado
por Fagundes et al. (1997). Foram realizadas comparagdes em exemplares de
Akodon cursor com 2n=14 e 2n=15 e A. montensis com 2n=24, a partir da sonda
do par 1 submetacéntrico de A. cursor (ACU) com 2n=16. Foi possivel inferir
homologia desse cromossomo com um dos bragos do maior metacéntrico (ACU
1+3) de exemplares com 2n=14 e 15 e com outros pares autossOémicos de A.
montensis.

Mais recentemente, Ventura et al. (2009) compararam os cariotipos de
quatro espécies de Akodon e os resultados revelaram homologia completa entre
os complementos de Akodon sp. n. (2n=10), A. cursor (2n=15), A. montensis
(2n=24) e A. paranaensis (2n=44), evidenciando inumeros rearranjos
cromossdmicos entre as espécies.

Nagamachi et al. (2013) estabeleceram padrées de homologias entre duas
espécies da tribo Oryzomyini. A partir de sondas cromossdmicas de Hylaeamys
megacephalus (2n=54), foi estabelecido o mapa de homologias cromossdmicas
entre esta espécie e Cerradomys langguthi (2n=46) e o resultado mostrou a
presencga de inumeros rearranjos cromossOmicos.

A pintura cromossémica comparativa (Zoo-FISH) realizada neste trabalho
a partir de sondas de O. moojeni (2n=70) nos complementos de O. fornesi
(2n=62), O. microtis (2n=64), O. nigripes (2n=62), O. rupestris (2n=46) e
Oligoryzomys sp. 2 (2n=44), mostrou uma extensa reorganizagao genémica entre
essas especies.

No total, considerando os autossomos e 0s cromossomos sexuais, a
hibridacdo das sondas de O. moojeni mostrou 31 regides de homologia em O.
fornesi, 32 em O. microtis, 33 em O. nigripes e O. rupestris e 34 regides em
Oligoryzomys sp. 2 (Tabela 4.2).
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4.6.1 Sondas que permaneceram integras

Em todas as espécies estudadas, a partir das 23 sondas cromossOmicas
obtidas, 14 produziram um unico sinal de hibridagdo: OMO 2, OMO 3, OMO 7,
OMO 8, OMO 11, OMO 12, OMO 16, OMO 17, OMO 25, OMO 26, OMO 27,
OMO 29, OMO 30 e OMO 34, mostrando que a sintenia desses cromossomos é
conservada (Tabela 4.2).

Dessas 14 sondas, apenas quatro (OMO 11, OMO 12, OMO 17 e OMO 29)
permaneceram intactas, ou seja, marcaram cromossomos inteiros e nao apenas
regidbes cromossOmicas, de modo que as sondas restantes encontram-se
rearranjadas no genoma das outras espécies estudadas neste capitulo.

A discussdo que se segue correlaciona os rearranjos detectados no
presente trabalho a uma perspectiva evolutiva e, para tanto, foi utilizada como
base a filogenia de Agrellos et al. (2012), que € a mais recente e inclui o maior

numero de espécies do género Oligoryzomys (Figura 4.21).

4.6.2 Sondas que se mostraram rearranjadas € 0S mecanismos responsaveis
por esses rearranjos

Trés sondas (OMO 1, OMO 28 e OMO 33) marcaram mais de um
segmento em algumas espécies, mas permaneceram integras em outras (Tabela
4.2).

A sonda OMO 1 marcou somente um segmento em O. fornesi, O. microtis,
O. rupestris e Oligoryzomys sp. 2. Entretanto, esta mesma sonda marcou dois
segmentos em O. nigripes e, portanto, pode-se inferir, com base na filogenia da
Figura 4.21, que ocorreu um evento de fissdo nesse par.

A sonda OMO 28, que se apresentou integra em O. fornesi, O. microtis e
O. nigripes, marcou duas regides em O. rupestris e Oligoryzomys sp. 2,
indicando um evento de fissdo. Além disso, esta mesma sonda sofreu posterior
fusdao em tandem com os pares OMO 9/10 e OMO 1, compondo o par 3 de ORU
e OSP (Tabela 4.2, Figura 4.18).

A sonda OMO 33, que corresponde a um par metacéntrico permaneceu
integra em O. nigripes, pois marcou um par metacéntrico de mesmo tamanho.

Contudo, em O. fornesi e O. microtis, a hibridacdo ocorreu envolvendo dois
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pares acrocéntricos pequenos, revelando a ocorréncia de fusao céntrica em O.
nigripes e O. moojeni, considerando a filogenia apresentada na Figura 4.21. Esta
mesma sonda marcou um par acrocéntrico em O. rupestris e Oligoryzomys sp. 2,
mostrando a ocorréncia de fusdo em tandem ou, alternativamente, fusao céntrica
seguida de inversao pericéntrica, uma vez que estamos considerando O. microtis
como irma de todas as outras espécies de Oligoryzomys, de acordo com Agrellos
et al. (2012) (Figura 4.21).

Quatro sondas mostraram-se rearranjadas, marcando mais de um
segmento, nas cinco espécies estudadas (Tabela 4.2): OMO 4, OMO 5, OMO 6 e
OMO 13.

A sonda OMO 4, marca trés regides em O. microtis, O. nigripes, O.
rupestris e Oligoryzomys sp. 2 e duas regides em O. fornesi. Considerando O.
microtis como a espécie que divergiu mais cedo na filogenia do género, sugere-
se que, em O. fornesi, ocorreu um evento de fusdo em tandem e em O. moojeni,
no minimo dois eventos (Figura 4.21).

Com relagado a sonda OMO 5, esta marcou dois segmentos em todas as
espécies, indicando que houve fusdo em tandem em O. moojeni, gerando o par
OMO 5 (Figura 4.21).

Entretanto, a hip6tese de que fusbes em tandem geraram os pares OMO 4
e OMO 5 em O. moojeni s6 seria viavel se um evento anterior de fissédo no par 5
de O. microtis (Qque é marcado pelas sondas OMO 4 e OMO 5) tivesse ocorrido,
mostrando que rearranjos complexos estdo envolvidos na diferenciacao
cariotipica de Oligoryzomys.

A sonda OMO 6 hibrida dois pares acrocéntricos em O. fornesi e O.
microtis, indicando a ocorréncia de fusdao em tandem desses pares em O.
moojeni, que levou a formacdo do par OMO 6. Em O. nigripes, esta mesma
sonda hibrida um par acrocéntrico e outro metacéntrico indicando também a
ocorréncia de inversao pericéntrica (Figura 4.21).

Ja a sonda OMO 13, hibrida trés regides em todas as espécies, indicando
no minimo dois eventos de fusdo em tandem em O. moojeni (Figura 4.21).

De acordo com King (1993), as fusées em tandem podem ser formadas
pela fusdo direta de centrdbmero/teldmero e teldmero/telbmero, sem nenhuma

perda cromossOmica. Esse tipo de rearranjo ocorre principalmente em linhagens
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de espécies cujos caridtipos sao compostos predominantemente por
cromossomos acrocéntricos, como é o caso de Oligoryzomys.

Dois cromossomos acrocéntricos podem se fundir em tandem, produzindo
um grande cromossomo com dois centrémeros. Entretanto, sabe-se que
cromossomos dicéntricos sao instaveis e propensos a quebras, devido as forcas
geradas pelos dois centrdbmeros ativos, que puxam o0 cromossomo para polos
opostos da célula (CHOO, 1997). Para que esse rearranjo seja viavel, uma das
trés condi¢cbes deve ocorrer: (i) caso os centrbmeros estejam fisicamente
proximos, eles podem funcionar como uma estrutura monocéntrica; (ii) um dos
centrdmeros necessita ser eliminado por delegao; ou (iii) um dos centrébmeros é
inativado. De acordo com Choo (1997), a inativagdo de um dos centrébmeros
parece ser o mecanismo mais frequente que torna as fusées em tandem viaveis.

Ao contrario das fusdes, as fissdes que ocorrem ao longo do cromossomo
(aquelas que nao envolvem o centrbmero), requerem ganho/ativagcdo de um
centrdbmero latente. A existéncia de centrémeros latentes foi postulada como um
possivel mecanismo de evolucdo cromossémica e sua ativagcdo seria
condicionada a dois mecanismos: mutagcdées no DNA centromérico latente ou
efeitos epigenéticos (CHOO, 1997).

Ja no caso das fissées céntricas (quebra na regido centromérica de um
cromossomo de dois bragos), o centrbmero se dividiria em duas partes
funcionais dando origem a dois cromossomos acrocéntricos (CHOO, 1997).

A pintura cromossémica comparativa deste trabalho mostrou que tanto
eventos de fissdo quanto de fusdo podem ter ocorrido ao longo da evolugao
cromossOdmica de Oligoryzomys. Entretanto, as hibridagbes com sondas
teloméricas mostraram marcagdes exclusivas na regiao dos telémeros (Capitulo
3), sugerindo que, possivelmente, as regides correspondentes ao teldbmero dos
cromossomos rearranjados devam ter se perdido durante as inumeras quebras
cromossOmicas (RUIZ-HERRERA et al., 2008).

4.6.3 AssociacOes especificas encontradas a partir da pintura cromossémica e
a reducao do numero dipléide em O. rupestris e Oligoryzomys sp. 2

As sondas OMO 4 e OMO 5 mostram a mesma associagao sinténica em
O. fornesi (OFO 5), O. microtis (OMI 5), O. nigripes (ONI 13), O. rupestris (ORU
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1q) e Oligoryzomys sp. 2 (OSP 1q) (Tabela 4.2; Figura 4.22); contudo, essa
sintenia nao se manteve em O. moojeni.

Enquanto em O. microtis, O. rupestris e Oligoryzomys sp. 2, as sondas
OMO 8 e OMO 30 hibridaram em pares acrocéntricos, nas espécies O. fornesi e
O. nigripes essas duas sondas marcam bracgos diferentes de um mesmo par
cromossdmico submetacéntrico: OFO 29 e ONI 4, respectivamente (Figura 4.23),
sugerindo que rearranjos Robertsonianos devem ter ocorrido independentemente
na historia evolutiva de Oligoryzomys (Figura 4.21).

As fusdes Robertsonianas sédo o tipo mais comum de rearranjo estrutural
relatado em mamiferos (KING, 1993; ROMANENKO; VOLOBOUEYV, 2012). Esse
tipo de rearranjo envolve fusdo de dois cromossomos acrocéntricos, resultando
na formacdao de um cromossomo de dois bracos, formando polimorfismos
cromossdmicos balanceados, na maioria dos casos (KING, 1993).

A hibridagdo das sondas cromossomo-especificas de O. moojeni mostrou
praticamente o mesmo padrao entre as espécies O. rupestris e Oligoryzomys sp.
2, confirmando que ORU e OSP séo espécies relacionadas, conforme descrito
por Silva e Yonenaga-Yassuda (1997). O par 1 de ORU foi hibridado por oito
sondas cromossémicas de OMO enquanto que nove sondas hibridaram o par 1
de OSP (Figuras 4.16 e 4.20). Ja o par 2 de ORU e OSP, foi hibridado por quatro
sondas (Figura 4.17) e o par 3 por trés sondas (Figura 4.18), mostrando que
eventos de fusdo em tandem ocorreram durante a diferenciagdo cariotipica
dessas espécies, proporcionando os menores numeros diploides ja descritos
para o género (Figura 4.24).

Silva e Yonenaga-Yassuda (1997) realizaram medigdes cromossdmicas
nessas duas espécies e constataram que os trés maiores pares representam
aproximadamente 43% de todo o lote hapldide do cariétipo de ORU e OSP. De
fato, o cariotipo dessas duas espécies €é composto por macro e
microcromossomos, diferentemente do padrao encontrado nas outras espécies
de Oligoryzomys e até mesmo na maioria dos roedores orizominos. A pintura
cromossdmica do presente trabalho mostrou que rearranjos complexos estao
envolvidos na diferenciacédo cariotipica de ORU e OSP com relagdo as outras
espécies do género.

As hibridacbes em ORU e OSP indicam também a ocorréncia de perda,

inativagcdo ou reposicionamento de centrdbmero, uma vez que a pintura
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cromossdmica mostrou que eventos de fusdo em tandem geraram os trés
maiores pares do cariétipo de O. rupestris e Oligoryzomys sp. 2 (Figura 4.24).

Silva e Yonenaga-Yassuda (1997) foram as primeiras a descreverem o
cariétipo de O. rupestris e Oligoryzomys sp. 2. Através de técnicas citogenéticas
classicas (bandamento cromossémico, coloracdo das regides organizadoras de
nucléolo) e FISH com sondas teloméricas, as autoras evidenciaram que a
diferenca no numero dipléide de ambas as espécies se deu por fusdo céntrica.
No presente trabalho, a sonda OMO 6 marcou trés regides na espécie O.
rupestris: ORU2q, ORU 19 e ORU 20 e trés regides em Oligoryzomys sp. 2: OSP
1p, OSP 2q e OSP 19, corroborando a hipotese de que uma fusao
Robertsoniana foi o evento responsavel pela diferenca dos numeros dipldides
2n=44 e 2n=46 (Figura 4.25).

Na literatura, alguns autores tém relacionado ambas as espécies como um
mesmo taxon (O. rupestris) (BONVICINO; GEISE, 2006; PARESQUE, 2010),
porém, as prerrogativas iniciais permanecem bastante consistentes, dado que O.
rupestris e Oligoryzomys sp. 2 possuem distribuicdo disjunta (separadas por
aproximadamente 800 km ao longo das montanhas do Espinhacgo) e diferengas
morfolégicas (DE VIVO, comunicacdo pessoal; SILVA; YONENAGA-YASSUDA,
1997).

4.6.4 Homologia do cromossomo X

As sondas correspondentes aos dois cromossomos X de O. moojeni
marcou o cromossomo X inteiro de todas as espécies estudadas (O. flavescens,
O. fornesi, O. microtis, O. nigripes e Oligoryzomys sp. 2), corroborando o padrao
observado de duas bandas escuras intersticiais gerados pela banda G nestes
cromossomos (Capitulo 3) e o conhecimento de que o cromossomo X de
mamiferos é conservado.

Além disso, a hibridacdo de OMO X em O. flavescens (exemplar macho,
com 2Bs) nao evidenciou nenhuma marcacdo no cromossomo B. Alguns
trabalhos utilizando sondas de cromossomos Bs mostram regides de sintenia
entre os supernumerarios e os cromossomos sexuais (SILVA; YONENAGA-
YASSUDA, 2004). E provavel que isso seja decorrente da natureza

heterocromatica desses cromossomos.
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Quando a sonda do cromossomo X de O. moojeni foi hibridada em
metafases de machos, houve marcagao nos cromossomos Y, na regido nao
correspondente a heterocromatina constitutiva, que pode provavelmente estar
relacionada a regido pseudoautossébmica (Figura 4.26). Caso semelhante foi
descrito recentemente para outro roedor orizomino: a sonda correspondente ao
cromossomo X de Holochilus brasiliensis mostrou homologia com o cromossomo
X inteiro e a regido pseudoautossbmica do Y de Pseudoryzomys simplex
(MOREIRA et al., 2013).

Acosta et al. (2010) realizaram analises nos cromossomos sexuais de
roedores da subfamilia Arvicolinae utilizando pintura cromossémica. Os
resultados revelaram que os cromossomos X e Y compartilham sequéncias
especificas, uma vez que a sonda do cromossomo X de Chionomys nivalis &
homdloga a regido eucromatica do cromossomo Y de Microtus cabrerae e M.
agrestis. Os autores sugeriram que as regides de homologia compartilhadas
entre o X e 0 Y podem representar a regido pseudoautossémica. Entretanto, nao
foi possivel correlacionar o comportamento sinaptico/ assinaptico a existéncia de
homologia entre 0os cromossomos sexuais dessas espécies.

Dessa forma, os autores argumentam que a regido de homologia entre o X
e Y, revelada pela pintura cromossOmica, pode representar a regido
pseudoautossémica funcional (onde os eventos de crossing-over ocorrem) ou
podem ser sequéncias homodlogas onde nao ha emparelhamento, pois a
existéncia de homologia ndo é uma exigéncia para que o emparelhamento ocorra
(ACOSTA et al., 2010).

4.6.5 Pintura cromoss6émica e a evolucdo cariotipica em Oligoryzomys

A comparacdo dos padroes de bandas G entre as espécies de
Oligoryzomys (Capitulo 3) foi eficaz no estabelecimento de homologias apenas
entre os maiores pares autossbmicos e tais homologias foram, posteriormente,
confirmadas pela pintura cromossdmica deste capitulo.

A pintura cromossémica, por ser mais precisa, demonstrou a presenca de
um maior numero de regides sinténicas do que a comparagao de bandas G pode
mostrar. Desse modo, fica clara a importancia da associacao entre as técnicas

de citogenética classica e molecular, para melhor caracterizagao dos cariotipos e
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para estudos de evolugdo cromossdmica. Além disso, a comparagao com dados
de filogenia, publicados na literatura, foi importante para a correlagdo dos
rearranjos observados.

Varios pontos puderam ser inferidos a partir dos dados de pintura
cromossdmica: primeiramente, a divisdo das espécies com base na morfologia e
tamanho do par 1, postulada por Mattevi e Andrades-Miranda (2006), ndo se
mostrou eficiente, uma vez que o par 1 de O. rupestris e Oligoryzomys sp. 2 nao
€ homodlogo ao par 1 das outras espécies de Oligoryzomys. Além disso,
observou-se que o par 1 de O. fornesi, O. microtis e O. moojeni corresponde ao
par 1 e ao par 28 de O. nigripes.

A analise por citogenética convencional do género Oligoryzomys mostra
que, na maioria das espécies, o caridtipo € predominantemente composto de
pares acrocéntricos (ANDRADES-MIRANDA et al., 2001; ANISKIN;
VOLOBOUEV, 1999; WEKSLER; BONVICINO, 2005; Capitulo 3). As hibridagdes
mostraram que as sondas correspondentes aos pares de dois bragos (OMO 33 e
OMO 34) nao estdo conservadas nos cariétipos do género.

Estudos intraespecificos em O. nigripes, realizados através de
comparacgdes de bandas G, mostraram que as variagdes encontradas no numero
fundamental sdo decorrentes de inversdes pericéntricas nos pares 2, 3, 4 e 8
(ALMEIDA; YONENAGA-YASSUDA, 1991; PARESQUE et al., 2007). A
comparacao de bandas G entre essa espécie e O. flavescens, O. fornesi, O.
microtis, O. moojeni e O. stramineus, realizada no Capitulo 3 junto com os
resultados de pintura cromossémica deste capitulo, corroboram estes dados e
indicam que esta € a espécie que mais sofreu esse tipo de rearranjo.

Assim, poder-se-ia hipotetizar que seria mais parcimonioso que a forma
homomorfica acrocéntrica encontrada nos pares 2 e 3 de O. nigripes (NF=78)
fosse uma condicdo ancestral, uma vez que esta presente nessa forma em O.
microtis e O. fornesi (espécies que divergiram mais cedo na filogenia), apesar de
a frequéncia do par ONI 2 submetacéntrico ser superior na populacao. Paresque
et al. (2007), através de estudos populacionais, sugeriram que o cariétipo
primitivo de O. nigripes fosse 2n=62, NF=80 (par 2 submetacéntrico e par 3
acrocéntrico), baseados na hipodtese de diferenciagdo dos orizominos na regiao

dos Andes.
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Apesar de sua alta resolugcdo, a pintura cromossémica nao é eficaz na
deteccao de rearranjos intra-cromossémicos (como as inversdes pericéntricas),
pois grandes regides de sintenia podem n&o reter as mesmas relagbes
intracromossémicas (FERGUSON-SMITH; TRIFONOV, 2007). Além disso, a
pintura também nao é capaz de determinar a orientagdo de cada bloco sinténico
nos cromossomos. Considerando a filogenia apresentada por Agrellos et al.
(2012), teria ocorrido uma acentuada redugdo no numero diploide (em O.
rupestris) seguida de aumento no clado composto por O. moojeni e O.
utiaritensis (Figura 4.21).

Quando a filogenia de Agrellos et al. (2012) é correlacionada aos dados
gerados por pintura cromossdmica do presente capitulo, percebe-se que
ocorreram varios eventos de fusdo em tandem, uma vez que sondas Unicas de
O. moojeni marcaram duas ou mais regides nas outras espécies (que divergiram
mais cedo, segundo a filogenia).

No entanto, deve-se levar em consideragdo o fato de que nem todas as
sondas de OMO foram utilizadas nos experimentos e que as relagdes de
parentesco entre as espécies do género nao estao resolvidas, visto que esta é a
unica filogenia em que O. moojeni aparece no clado mais derivado e, além disso,
o valor de suporte nesse clado é baixo (Figuras 1.2 e 4.21).

Além disso, é importante que haja integragcdo de dados morfolégicos,
moleculares e de citogenetica classica e molecular para melhor caracterizagéo
das espécies e suas relagdes.

Os dados de Zoo-FISH podem ser usados para analises filogenéticas
fazendo-se uma matriz de caracteres onde estariam contidos os rearranjos
cromossdmicos presentes nas diferentes espécies. Varios autores tém utilizado
dados de pintura cromossémica para inferir relagdes filogenéticas em seus
grupos de estudos (DE OLIVEIRA et al., 2002; FINOTELO et al., 2010; HASS;
SBALQUEIRO; MULLER, 2008).

A pintura cromossémica no género Oligoryzomys mostrou que rearranjos
complexos estao envolvidos na diferenciacdo dos genomas das espécies
estudadas. Dessa forma, pode-se dizer que a evolugcdo cromossdmica em
Oligoryzomys ndo ocorreu de forma linear (em um unico sentido), de modo que
houve aumento e redugdo do numero dipldide ao longo do processo de

especiagcao. As hibridagdes realizadas revelaram rearranjos do tipo inversdes
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pericéntricas, Robertsonianos, fissdo, fusdo em tandem assim como perda,

ganho, reposicionamento ou ativacao/inativacdo de centrémero.

4.7 Conclusdes

1) Estudos de evolugado cromossdémica em Oligoryzomys, a partir de pintura
cromossdmica comparativa, estdo sendo apresentados pela primeira vez na
literatura.

2) Os resultados revelaram uma complexa reorganizagdo gendmica
envolvendo os cariétipos das cinco espécies estudadas, embora sequéncias
teloméricas intersticiais ndo tenham sido detectadas.

3) A pintura cromossOdmica mostrou 31 regides de homologia em O. fornesi,
32 em O. microtis, 33 em O. nigripes e O. rupestris e 34 regides em
Oligoryzomys sp. 2.

4) O. rupestris (2n=46) e Oligoryzomys sp. 2 (2n=44) sdo as espeécies que
possuem os cariétipos mais rearranjados, sendo que a fusdo em tandem originou
os trés maiores pares no cariotipo dessas espécies.

5) Os dados de pintura cromossdmica corroboram os dados prévios de que a
fusao céntrica € o evento responsavel pela diferenga no numero dipléide de O.
rupestris e Oligoryzomys sp. 2.

6) O cromossomo X de O. moojeni mostrou homologia entre o X e o Y das
outras espécies, revelando, possivelmente, a regido pseudoautossémica.

7) Rearranjos complexos estdo envolvidos na diferenciagdo cariotipica de
Oligoryzomys, tais como: inversdes pericéntricas, fissdes, fusdes em tandem,
fusdo céntrica, perdal/inativacdo, reposicionamento e ganho/ativagdo de

centromero.
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FIGURAS

Figura 4.1 - Caridtipo de fluxo de Oligoryzomys moojeni (2n=70).
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Os cromossomos foram separados de acordo com seu tamanho e proporgcdo AT/CG e,
em seguida, corados com Hoechst 33258 (ordenada) e Cromomicina A (abscissa). Os
numeros cromossdmicos foram destacados nos picos em que foram identificados.



Figura 4.2 - Padrao de bandas G em O. fornesi (2n=62).
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Os numeros das sondas de O. moojeni estdo indicados ao lado dos respectivos
cromossomos que pintaram. Asteriscos (*) indicam auséncia de hibridagéo.
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Figura 4.3 - Algumas sondas de O. moojeni que marcam pares cromossdmicos
inteiros em O. fornesi (2n=62).

OMO 1 OoMO 3

(a) OMO 1 marca o par OFO 1; (b) OMO 3 marca o par OFO 3; (c) OMO 28 marca o par
OFO 24; e (d) OMO 34 marca o par OFO 26.
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Figura 4.4 - Algumas sondas de O. moojeni que marcam mais de um segmento
em O. fornesi (2n=62).

OMO 4 OMO 6

OMO 9/10

(@) OMO 4 hibrida os pares OFO 5q (proximal) e OFO 17; (b) OMO 6 hibrida os pares
OFO 22 e OFO 23; (c) OMO 13 hibrida os pares OFO 19, OFO 20 e OFO 21; (d) OMO
33 hibrida os pares OFO 27 e OFO 28; (e) Sonda dupla de O. moojeni (OMO 9, 10)
marca os pares OFO 6q (distal) e OFO 9; e (f) OMO Xb marca o cromossomo OFO X e
OFO Yp.
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Figura 4.5 - Padréao de bandas G em O. microtis (2n=64).
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Os numeros das sondas de O. moojeni estdo indicados ao lado dos respectivos
cromossomos que pintaram. Asteriscos (*) indicam auséncia de hibridagéao.
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Figura 4.6 - Algumas sondas de O. moojeni que hibridam pares cromossémicos
inteiros em O. microtis (2n=64).

(@) OMO 1 hibrida o par OMI 1; (b) OMO 7 hibrida o par OMI 7; (c) OMO 25 hibrida o
par OMI 14; e (d) OMO 34 hibrida o par OMI 28.

Figura 4.7 - Algumas sondas de O. moojeni que hibridam mais de um segmento
em O. microtis (2n=64).

(a) OMO 4 hibrida os pares OMI 5q (proximal), OMI 17 e OMI 26; (b) OMO 33 hibrida os
pares OMI 29 e OMI 30.



Figura 4.8 - OMO Xb hibrida os cromossomos OMI X e OMI Yp.

Figura 4.9 - Padrdo de bandas G em O. nigripes (2n=62).
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Os numeros das sondas de O. moojeni estdo indicados ao lado dos respectivos
cromossomos que pintaram. Asteriscos (*) indicam auséncia de hibridagdo (caridtipo

retirado de Silva, 1994).
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Figura 4.10 - Algumas sondas de O. moojeni que hibridam pares
cromossdmicos inteiros em O. nigripes (2n=62).

OMO 2 OMO 3

C d

(a) OMO 2 hibrida o par ONI 2; (b) OMO 3 hibrida o par ONI 3; (c) OMO 33 hibrida o
par ONI 10; e (d) OMO 34 hibrida o par ONI 11.



142

Figura 4.11 - Algumas sondas de O. moojeni que hibridam mais de um
segmento em O. nigripes (2n=62).

OMO 1

C d

(@) OMO 1 hibrida os pares ONI 1 e ONI 28; (b) OMO 4 hibrida os pares ONI 7p, ONI
13q (proximal) e ONI 17; (c) OMO 5 hibrida os pares ONI 13q (distal) e ONI 16; e (d)
OMO 6 hibrida os pares ONI 4 e ONI 25.
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Figura 4.12 - Sondas de O. moojeni que hibridam bragos cromossémicos em O.
nigripes (2n=62).

OMO 30

(a) OMO 8 hibrida ONI 6q; (b) OMO 16 hibrida ONI 9q; e (c) OMO 30 hibrida ONI 6p.



Figura 4.13 - OMO Xb hibrida os cromossomos ONI X e ONI Yq.

Figura 4.14 - Padrao de bandas G em O. rupestris (2n=46).
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Os numeros das sondas de O. moojeni estdo indicados ao lado dos respectivos
cromossomos que pintaram. Asteriscos (*) indicam auséncia de hibridagao (caridtipo
retirado de Silva e Yonenaga-Yassuda, 1997).
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Figura 4.15 - Algumas sondas de O. moojeni que hibridam pares cromossdmicos
inteiros em O. rupestris (2n=46).

OMO 8 OMO 29

(a) OMO 8 hibrida o par ORU 4; (b) OMO 29 hibrida o par ORU 15; (c) OMO 30 hibrida
o par ORU 16; e (d) OMO 33 hibrida o par ORU 18.

Figura 4.16 - Cromossomo 1 de O. rupestris hibridado por oito sondas diferentes
de O. moojeni.
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Figura 4.17 - Cromossomo 2 de O. rupestris e Oligoryzomys sp. 2 hibridado por
quatro sondas diferentes de O. moojeni.

OMO 27 OMO 6 OMO 7 OMO 2

Figura 4.18 - Cromossomo 3 de O. rupestris e Oligoryzomys sp. 2 hibridado por
trés sondas diferentes de O. moojeni.

OMO 9/10 OMO 28 OMO 1




Figura 4.19 - Padrao de bandas G em Oligoryzomys sp. 2 (2n=44).
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Os numeros das sondas de O. moojeni estdo indicados ao lado dos respectivos
cromossomos que pintaram. Asteriscos (*) indicam auséncia de hibridagéo.

Figura 4.20 - Cromossomo 1 de Oligoryzomys sp. 2 hibridado por nove sondas

diferentes de O. moojeni.

oMoO6 OMO16 OMO25 OMO26 OMO4 OMO13 OMOS5 OMO34 OMO3
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Figura 4.21 - Filogenia do género Oligoryzomys. As espécies em vermelho sao
aquelas cujas pinturas cromossémicas foram realizadas.

A
espécie Oligoryzomys sp. 2 ndo esta representada na filogenia,
pois ndo foi estudada por Agrellos et al. (2012).
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Fonte: Agrellos et al. (2012), com modificagdes.



149

Figura 4.22 - Associacao sinténica das sondas OMO 4 e OMO 5 em O. fornesi,
O. microtis, O. nigripes, O. rupestris e Oligoryzomys sp. 2,
respectivamente.

OMO 4 OMOS5

OMO40MOS5 OMO40OMOS5 OMO40OMOS

%

OFO 5 OMI 5 ONI 13 ORU/OSP 1

O par cromossdmico marcado em cada espécie esta identificado abaixo e a sonda
utilizada esta identificada na regiao superior.

Figura 4.23 - Associagdo das sondas OMO 30 e OMO 8 em O. fornesi e O.
nigripes, respectivamente.

OMO 30 OMOSB OMO 30 OMO 8

O par cromossémico marcado em cada espécie esta identificado na regido superior de
cada par. Nas outras espécies as sondas OMO 30 e OMO 8 marcaram pares
acrocéntricos distintos.
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Figura 4.24 - ldiograma dos cromossomos 1, 2 e 3 de (a) O. rupestris e (b)
Oligoryzomys sp. 2.
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As sondas de OMO estdo indicadas a direita de cada cromossomo.

Figura 4.25 - Hibridagdo da sonda OMO 6 em (a) O. rupestris e (b) Oligoryzomys
sp. 2.

a ORU2 ORU 19 ORU 20

b osP1 OSP 2 OSP 19
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Figura 4.26 - Hibridacdo da sonda OMO X nos cromossomos Y de O.
flavescens, O. fornesi, O. microtis, O. moojeni e O. nigripes.

OFL Y QFOY oMy oMo Y ONLY

Notar que a hibridagdo n&o ocorre na regido de heterocromatina constitutiva.
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