DEBORAH FRANK MOTA TELLES VIEIRA

ESPECIES~ DO GENERO OLIGORYZOMYS OCORRENTES NA
REGIAO SUL — caracterizagao citogenética e distribuicido
biogeografica.

Monografia apresentada a Disciplina de
Estagio em Genética (BGO16),
Departamento de Genética, Setor de
Ciéncias  Biologicas, da .Universidade
Federal do Parana, para obtengdo do grau de
Bacharel em Ciéncias Biologicas.

Orientador: Prof. Dr. Ives José Sbalqueiro.

CURITIBA
2004



DEBORAH FRANK MOTA TELLES VIEIRA

ESPECIES~ DO GENERO OLIGORYZOMYS OCORRENTES NA
REGIAQ SUL — caracterizacio citogenética e distribuicio
biogeografica.

CURITIBA
2004



AGRADECIMENTOS

Durante toda a graduac@o tive o apoio de muitas pessoas e gostaria de
agradece-las por todos os favores e ajuda que me prestaram, em especial:

Ao Prof. Dr. Ives José Sbalqueiro pela oportunidade que me deu, de poder
estagiar no Laboratorio de Citogenética Animal, pela orientagdo e estimulo prestados
durante todo esse tempo de convivéncia.

Ao pessoal do Laboratério: Roxane, Andréa, Polly, Rafael, Daniel, Roger,
Cristina, Elizabete, Wanessa e outros com os quais n3o convivi muito, mas que
pudemos ter momentos de muita descontra¢do e gargalhadas para esquecer um pouco o
estresse do dia-a-dia. Em especial a Roxane por sua paciéncia e carinho em ensinar
praticamente tudo que sei acerca do Laboratorio; e a Andréa com quem dividi muitos
momentos (inclusive a bolsa... hahahahaha).

Ao Prof. Dr. José Fernando de Souza Lima e a doutoranda Iris Hass que me
ajudaram com dicas importantes e com coleta de espécimens para o nosso trabalho.

A FURB por nos conceder animais e preparagdes que foram de suma
importancia para o andamento da pesquisa.

Aos meus pais, Mario e Maria do Carmo, que sempre lutaram para que eu
pudesse ter bons estudos e sempre me ajudaram em tudo que precisei, com amor,
carinho e conselhos que levo para o resto da vida.

Ao meu esposo, Giovan, que sempre esteve me apoiando, me incentivando e
encorajando a prosseguir, sempre me dando o seu amor e compreensao.

E acima de tudo, agradeco a Deus, porque se ndo fosse por Ele, eu ndo teria
chegado até aqui. Ele tem me sustentado e me dado for¢a e coragem para conseguir
caminhar. Por isso dedico tudo o que TENHO e tudo o que SOU a Ele, ao meu Deus e

ao meu Senhor Jesus que tém me abengoado dia ap6s dia.

Muito obrigada!!!



RESUMO

O presente trabalho visa contribuir para uma melhor compreensio
citotaxondmica e biogeografica de duas espécies de Oligoryzomys - O. flavescens e O.
nigripes -ocorrentes na regido Sul do Brasil, em especial nos Estados do Parana e Santa
Catarina. A amostra foi composta por 197 exemplares, sendo 163 animais do acervo do
Laboratorio de Citogenética Animal e 34 do presente trabalho, coletados em 20
municipios, sendo 18 do Parana e dois de Santa Catarina. Foram aplicadas diferentes
técnicas de coloragdo: convencional e bandeamentos C, G e RON. Os resultados
mostraram: a) O. nigripes (2n=62/NA=80-82), variagdo no NA decorrente de alteragdo
estrutural, inversio pericéntrica, no cromossomo 3 originando as formas
submetacéntrica e acrocéntrica e trés estados cariomorfologicos - homozigotos
submetacéntricos ou acrocéntricos e heterozigotos, que em Sdo Domingos, com o maior
nimeros de exemplares capturados, mostraram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (o2
= 0,765; gl = 1, p > 0,30); a heterocromatina constitutiva distribuiu-se nas regido
pericentromérica de todos os autossomos, brago curto do X e todo o cromossomo Y, ao
passo que a banda RON marcou a regido telomérica do brago menor de pelo menos dois
pares de cromossomos acrocéntricos pequenos; b) O. flavescens (2n=64/NA=66 e
2n=66/NA=68), variagdo numérica tanto no 2n como no NA devido as presengas de
dois cromossomos B acrocéntricos; a heterocromatina restrita as regides
pericentroméricas dos autossomos, brago curto do X, todo o Y e cromossomos B; a
banda RON mostrou-se presente nos telomeros dos bragos curtos de cromossomos
acrocéntricos pequenos. Estes achados citogenéticos estdo de acordo com os dados
descritos na literatura em amostras de outras regides brasileiras. A caracterizagdo dos
cariotipos destas duas espécies, aqui descritos em exemplares coletados em cerca de 20
novas localidades da regiio Sul, excetuando-se a regido metropolitana de Curitiba,
constitui-se em uma importante contribui¢do na ampliagdo biogeografica das formas
cromossOmicas conhecidas. Nesta, percebe-se que O. nigripes tem uma distribuigio
mais ampla, sendo encontrada em 19 das localidades, desde o litoral (Leste) até Foz do
Iguagu (Oeste) do Parana, ao passo que O. flavescens, apesar de também ter uma
distribuigdo ampla, foi capturada em apenas cinco das localidades. A andlise
comparativa dos padrdes de bandas G e C entre os trés maiores cromossomos dessas

duas espécies sugere que a forma acrocéntrica, verificada nos trés cromossomos de O.



flavescens, seja a mais primitiva e possivelmente presente no ancestral comum a elas,
onde a invers3o pericéntrica responderia pela divergéncia cariotipica existente, no que

concerne ao nimero de bragos.
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1. INTRODUCAO

Os roedores constituem-se entre os mamiferos num dos grupos mais bem sucedidos
evolutivamente, sendo considerados membros importantes de, praticamente, todas as
faunas, desde o Paleoceno Superior até o Recente (VAUGHAN, 1978).

Esta ordem, com aproximadamente 450 espécies viventes, corresponde a cerca de
43% das espécies atuais de mamiferos sul-americanos € a 11% no contexto mundial
(REIG, 1984).

A Regido Neotropical da América do Sul, com suas sub-regides Brasileira e
PatagOnica, notabiliza-se por apresentar uma acentuada diversidade na fauna de
mamiferos, caracterizando-se, ainda, por ser densamente populosa em termos do numero
de individuos.

A familia Muridae esta distribuida através da Africa, Asia, Europa e as Américas,
tanto como representantes fosseis, como atuais. Os murideos s3o, de maneira geral,
terrestres, mas com representantes arboricolas, semi-aquaricos e fossoriais, com habitos
alimentares variando de herbivoros, onivoros a insetivoros.

Na América do Sul, a familia Muridae, representada principalmente pela subfamilia
Sigmodontinae, compreende cerca de 51 géneros e 249 espécies, agrupadas em sete tribos,
com a maior concentragdo ocorrendo em trés delas: Oryzomyini (que inclui os géneros
Oryzomys e Oligoryzomys), Akodontini e Phyllotini (REIG, 1984). De acordo com este
autor, a alta concentragdo tanto de espécies (87%) como de géneros e subgéneros (73%)
destas tribos nas diferentes localidades andinas, sugerem que a diversificagdo destes
roedores, através de distintos processos cladogénicos, deu-se ao longo dos Andes.

Torna-se também importante destacar que ndo se conhece, em toda a sua extensao,
a diversidade sigmodontina atual, justamente porque freqientemente sdo descritas ndo s
novas espécies como também novos géneros (PARDINAS et.al. 2002).

A ordem Rodentia mostra uma enorme multiformidade cariotipica, permitindo
supor que a evolugdo dos roedores deu-se as custas de profundas modificagdes em seus
caridtipos, a semelhanga de situagdes em que se tem atribuido aos rearranjos
cromossdmicos um papel importante e indispensavel no processo da especiagdo (WHITE,
1978; KING, 1993). Essa grande dindmica cromossomica € reflexo da estrutura de suas
populagdes, da alta taxa reprodutiva, da baixa mobilidade e da capacidade de ocupacdo de

nichos restritos (MIRANDA, 2000). A tribo Oryzomyini ¢ a mais diversificada do ponto



de vista tanto cariotipico, e mdrfolégico, quanto de distribuicio (MIRANDA,2000) —
alcangando as trés Américas, Galapagos, as Antilhas, € num passado recente, também a
ilha de Fernando de Noronha (PARDINAS et.al. 2002).

A tribo Oryzomyini possui 15 géneros e 104 espécies, evidenciando uma
diferenciagdio cariotipica resultante de varios mecanismos de rearranjos cromossomicos
(MIRANDA, 2000). E considerada morfologicamente como a mais primitiva,
apresentando a mais alta freqiiéncia de espécies e o maior numero de géneros. Os achados
citogenéticos, neste grupo, reforcam a hipotese que os orizominos, mais especificamente o
género Oryzomys, com um cariétipo entre 70 e 80 cromossomos, constituem-se no estoque
basal, a partir do qual, possivelmente, originaram-se todas as demais linhagens de
cricetideos neotropicais (GARDNER & PATTON, 1976). Consideram, ainda, estes
autores, que o numero cromossOmico, durante a historia evolutiva dos Sigmodontinae,
tanto pode ter aumentado como diminuido em relagdo aquele caridtipo primitivo, porém
com uma aparente tendéncia a diminuig3o.

Os orizominos apresentam uma grande variedade de formas cariotipicas,
variabilidade esta que pode estar associada a grande diversidade de espécies que
participam do grupo. As principais variagdes cromossOmicas intra-especificas descritas
para os orizominos envolvem fusdes céntricas, fusdes in tandem, inversdes pericéntricas,
variabilidade na quantidade de heterocromatina constitutiva, heteromorfismo de
Cromossomos sexuais e cromossomos supernumerarios (SILVA, 1994).

No que se refere ao género Oryzomys, que € politipico com cerca de 45 espécies,
que se espalham do Leste dos Estados Unidos ao Estreito de Magalhdes na América do
Sul. No Parana, foram descritas cinco espécies - nigripes; flavescens; nitidus; ratticeps e
eliurus (LANGE & JABLONSKI, 1981). Os dados citogenéticos tém mostrado, neste
género, uma ampla variabilidade cromossdmica devido a ocorréncia de uma série de
mecanismos, tais como inversdo pericéntrica em (. nigripes (2n= 62), alteragdes na
quantidade de heterocromatina constitutiva nos cromossomos sexuais - O. nigripes e O.
flavescens (2n= 64 a 66), e presenga de cromossomos B em O. flavescens, entre os achados
mais significativos (SBALQUEIRO, 1989). Duas destas espécies - ratticeps e eliurus -
ainda ndo foram estudadas citogeneticamente em nosso Estado.

Ha uma certa confusio taxondmica envolvendo o género Oligoryzomys, que até

recentemente se constituia em um subgénero de Oryzomys, e que foi elevado a esta



categoria por CARLETON e MUSSER (1989). Varias espécies estio incluidas em
Oligoryzomys, a destacar: O. flavescens, Q. nigripes, O. fornesi, entre outros.

Os roedores do género Oligoryzomys sdo muito delicados, de pequeno tamanho, o
que contrasta com Oryzomys, que é comparativamente maior e mais robusto. Distribuem-
se desde o México até a Terra do Fogo (Olds e Anderson, 1987; Emmons e Feer, 1990,
apud MIRANDA 2000). Algumas espécies podem ser hospedeiras do hantavirus (Powers e
col, 1999 apud MIRANDA).

No Uruguai e Argentina (BRUM-ZORRILA ef al., 1988) e no sul do Brasil
(MATTEVI et. al., 1981 e SBALQUEIRO, 1989) estudaram a espécie Oryzomys delticola,
descrevendo o caridtipo de 62 cromossomos. Outros trabalhos realizados no Brasil na -
mesma década revelaram o mesmo cariotipo s que para a espécie identificada como
Oryzomys nigripes. De acordo com ALFREDO LANGGUTH (1988, comunicagio pessoal
em SBALQUEIRO (1989)), deve-se considerar todos os exemplares de mesmo cariotipo
como pertencentes a espécie UJ. nigripes, sendo O. delticola considerada sinonimia. Nesta
espécie € freqliente a variagdo no numero de bragos autossémicos devido a ocorréncia de
inversdes pericéntricas.

As vanagdes no cariotipo de Oligoryzomys flavescens, 2n=64 a 2n=66, é devida a
presen¢a de cromossomos B. Esta espécie fenotipicamente ¢ caracterizada pelo tamanho
pequeno, orelhas pequenas e cauda e pés longos. Dorsalmente ela ¢ marrom-alaranjado e
ventralmente amarelo-acinzentado (LANGGUTH, 1963, FORNES ¢ MASSOIA, 1965
apud SBALQUEIRO, 1991). Eles ocorrem no Brasil, Uruguai e Argentina.

Tanto as variagdes cromossOmicas inter e intraespecificas bem como a n3o
ocorréncia das mesmas dentro das espécies de mamiferos tém sido usadas, muitas vezes,
no sentido de se estabelecer relagdes de afinidade filogenéticas, acrescentando
contribuigdes importantes as filogenias previamente inferidas a partir de caracteres
morfométricos, bioquimicos, etc.

Por outro lado, a aplicagdo crescente das técnicas de bandeamento, que revelam
uma estrutura mais intima e propria de cada cromossomo, tem proporcionado um aumento
ndo s6 na qualidade e quantidade destas informagdes, como, também, na conseqiiente
analise e interpretagcdo dos achados cromossomicos.

Desta forma, a analise cariotipica feita através do bandeamento cromossdmico,

conforme SBALQUEIRO (1989) e OLIVEIRA (1996, 2001), ¢ extremamente Util a uma



abordagem cladistica, pois, por tais métodos, € possivel inferir os nimeros e tipos de
rearranjos do genoma que sdo ou ndo compartilhados pelas espécies.

Estudos filogenéticos envolvendo os orizominos, em especial as espécies de
Oligoryzomys, sdo pouco consistentes, principalmente entre aquelas que ocorrem em solo
brasileiro. Por outro, os achados citogenéticos existentes, em particular neste género,
demonstram mecanismos cromossomicos complexos, capazes de contribuirem ao
esclarecimento da evolugdo dos cari6tipos, porém sdo ainda, em grande parte, limitantes e
ndo conclusivos.

Vé-se, portanto a importancia e a necessidade de avaliar o estado atual da
diversidade cariotipica nas espécies dos géneros de orizominos, em particular em
Oligoryzomys, ocorrentes no Sul do Brasil e, conseqilentemente, suas implicagdes

evolutivas.



2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabatho foi contribuir para um melhor entendimento
citotaxondmico das espécies de Oligoryzomys ocorrentes na regido Sul do Brasil, em
especial nos Estados do Paranad e Santa Catarina, analisando-as citogeneticamente e
comparando seus cariotipos com os ja descritos na- literatura pertinente.

Para tal, pretendeu-se:

a) Determinar os cariotipos em coloragdo comum e bandamentos C, G e RON dos
exemplares coletados em diferentes regides dos dois Estados;

b) Identificar os cari6tipos das espécies do presente trabalho e compara-los com os
descritos na literatura, contribuindo desta forma para a ampliagdo da distribuigdo
geografica das formas cromossémicas conhecidas;

c) Inferir possiveis mecanismos cromossdmicos na diferenciagdo cariotipica entre

as duas espécies, fundamentando-se nos padrdes de bandeamento G.



3. MATERIAIS E METODOS

Os exemplares que compdem a amostra estudada compreendem animais ja

analisados e que fazem parte do acervo do Laboratorio de Citogenética Animal da UFPR e

aqueles estudados no presente trabalho.

Os dados gerais pertencentes tanto ao acervo como os dos analisados na presente

amostra estdo na tabela 01, onde se destacam os dados cariotipicos e seus respectivos

locais de coletas (Mapas 01 e 02, em anexo) , somando um total de 197 exemplares.

ESPECIE 2n | NA |[M]| F LOCALIDADES | referéncia
O. nigripes 62 80 |31/ 20 [23,511,13,15,16,1820| AL, PT
62 81 |50 39 [1,2,3,4,56,7,8,10,11,12,] AL, PT
13,14,16,17,19,20
62 82 |23 13 |3,4,6,10,11,16,18,19,20] AL, PT
TOTAL 176 20 localidades
O. flavescens | 64 66 [07] 05 2,3,7 AL, PT
65 67 [02] 03 2 AL
66 | 68 |03] 01 2.3.9,20 AL, PT
TOTAL 21 5 localidades

Tabela 01: Distribuicio das duas espécies de oligoryzominos do acervo do Laboratério de
Citogenética Animal (AL) e do presente trabalho (PT), de acordo com 2n/NA e respectivas
localidades de coletas: 1) Guarapuava/PR; 2) Curitiba/PR; 3) S. J. dos Pinhais/PR; 4) Telémaco
Borba/PR; 5) Al. Tamandaré; 6) Sdo Jodo do Triunfo; 7) Sdo Mateus do Sul; 8) Tijucas do Sul; 9)
Trés Barras do Parana; 10) Campo Largo; 11) Itaipu; 12) Morretes; 13) Mandirituba; 14)

Jaquariaiva; 15) Quaraquegaba; 16) Paranagua; 17) Colombo; 18) Piraquara; 19) Ita/SC; 20) Sio

Domingos/SC

A coleta de Sdo Domingos foi realizada num local que seria inundado

posteriormente para construgdo de uma represa; como 0s animais morreriam de qualquer

maneira, foi realizada uma coleta em massa dos roedores daquela regido para estudo

cientifico.



Os animais foram coletados com a utilizagdo de armadilhas tipo gaiola ou Sherman
contendo iscas de milho com pasta de amendoim e, em algumas ocasides, iscas de milho
com pasta de sardinha, trigo e pagoca.

As peles e os cranios foram tombados em diferentes locais: na colegdo de roedores

do Departamento de Genética-UFPR e cole¢do de mamiferos da FURB-Blumenau-SC.

3.1. OBTENCAO DE CROMOSSOMOS MITOTICOS

Os cromossomos analisados sdo provenientes dos nucleos de linfocitos, os quais
sdo encontrados em grande quantidade na medula 6ssea. Desta forma foi utilizada a técnica
direta de FORD e HAMERTON (1956), com algumas alteragdes conforme
SBALQUEIRO E NASCIMENTO (1996):

1 — Aplicag@o de colchicina 0,1% (diluida em solugo isosmoética de NaCl — 0,9g
% —), por via intra-peritonial, na dose de 1 ml de solugdo de colchicina para cada 100 g de
peso corporal,

2 — Padronizagio do tempo de uma hora para a¢@o da colchicina.

3 — Sacrificio do animal em uma cuba de vidro contendo algoddo embebido em
éter.

4 — Incisdo logitudinal no abdomen do animal para retirada dos fémures e corte das
epifises.

5 — Perfusdo do fémur, com auxilio de uma seringa com agulha, com 5 ml de
solugdo hipotonica de KCl (0,075 M), para retirada da medula Ossea e posterior
centrifugagdo por 15 minutos.

6 — Ressuspensdo do material com pipetas Pasteur, evitando-se a formagido de
bolhas.

7 — Pré-fixagdo do material com 0,5 ml de fixador Carnoy (3 alcool metilico : 1
acido acético), no tubo de centrifuga, com nova ressuspensdo cuidadosa.

8 — Centrifuga¢do manual, em 800 a 1.000 r.p.m., por 5 minutos.

9 — Retirada do sobrenadante (KCl), com o auxilio de pipeta Pasteur, com
acréscimo de 5 ml de fixador e nova ressuspensao.

10 — Manutengdo do tubo, com 5 ml de fixador, em congelador, ou em ambiente

fresco quando da preparag@o no proprio local da coleta..



3.2. PREPARACAO DE LAMINAS

O matenal permaneceu estocado em congelador até o momento de preparagdo das
laminas, quando o material foi entdo retirado, ocorrendo trés trocas de fixador. O material
foi gotejado (duas a trés gotas) sobre a ldmina e analisado ao microscopio Optico,

dependendo da técnica de coloragdo utilizada.
3.3. TECNICAS DE COLORACAO
3.3.1. COLORACAO CONVENCIONAL

Para coloragd@o convencional, as ldminas foram incubadas por 5 a 10 minutos em
solugdo de tampdo fosfato - pH 6,8, com corante Giemsa (eosina - azul de metileno) a 5%,

em seguida lavadas rapidamente em agua corrente e secas.
3.3.2. BANDEAMENTO CBG

O bandamento CBG proporciona a visualizagdo de bandas C, através da aplicagio
de bario e corante Giemsa. A técnica a ser utilizada foi adaptada a partir da descri¢do
original de SUMNER (1972). Esta banda marca regides de heterocromatina constitutiva, e
¢ obtida da seguinte maneira:

1 — Laminas preparadas no dia.

2 — Incubagdo das ldminas em solugdo de HCl 0,1N, por 2 minutos e lavagem em
H,O destilada.

3 — Incubagdo em solugdo de bario a 5%, a 45°C, por 15 segundos (podendo variar
0 tempo).

4 — Incubagdo em solugdo de HCl 0,1N, a 60°C, por 5 segundos e lavagem em
agua destilada.

5 — Incubagdo em solugdo salina 2SSC, a 60°C, por 15 minutos.

6 — Lavagem em 4gua destilada e incubagdo em tampdo fosfato pH 6,8, a
temperatura ambiente, por 2 minutos.

7 - Coloragio com Giemsa a 5% (diluido em solu¢do de tamp@o fosfato, pH 6,8),

por 8 minutos.



8 — Lavagem em agua corrente filtrada, secagem e observagdo ao microscopio.

3.3.3. BANDEAMENTO GTG

O bandamento GTG evidencia bandas G, obtidas com o uso de tripsina e corante
Giemsa. As bandas (faixas) surgem em cor clara e escura intercaladas. Foi utilizada a
técnica de SEABRIGHT (1971), com alteragGes citadas a seguir:

1 — Preparo das laminas e envelhecimento por 5 dias em estufa a 50° C.

2 — Incubagdo das laminas em tamp@o fosfato pH 6,8, por 2 minutos.

3 - Incubagdo em solugdo de tampdo fosfato pH 6,8, com tripsina a 0,03%
(dissolvida em tampdo fosfato, pH 6,8), por 15 segundos (podendo variar o tempo para
mais ou para menos).

4 - Ringagem rapida em agua destilada, alcool etilico P.A. e dgua destilada.

5 — Incubag@o em tampa@o fosfato, pH 6,8, por 1 minuto.

6 — Coloragdo com Giemsa tamponado (pH 6,8), a 2,5%, por 5 minutos; lavagem

em agua filtrada e observagido ao microscopio.

3.3.4. BANDEAMENTO RON

A técnica de HOWELL e BLACK (1980), com algumas modificagdes, foi utilizada
para observagio de regides organizadoras de nucléolo. A técnica consistiu em:

1 — Preparo das laminas e envelhecimento por 5 dias, no minimo, a 50°C.

2 — Incubagdo das [dminas em tamp3o borato pH 9,2, por 5 a 10 minutos.

3 — Lavagem em agua destilada e secagem ao ar.

4 — Pipetagem sobre cada por¢do de material na ldmina: duas gotas de solugdo
coloidal (0,25 g de gelatina + 5 ml de agua bidestilada aquecida + 0,2 ml de acido
formico).

5 — Pipetagem sobre cada por¢do de material na lamina: quatro gotas de solugio de
prata a 50% (1 g de prata + 2 ml de agua bidestilada + duas gotas de formalina).

6 — Homogeneizagdo das solugdes gotejadas sobre a 1amina com pipeta Pasteur.

7 — Cobertura com laminula, colocagdo em uma cdmara umida (placa de Petri com
papel filtro umedecido), manutengo em estufa a 70°C até atingir cor castanho-dourada (+

8 a 12 minutos).
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8 — Lavagem em agua destilada.

9 — Coloragdo com Giemsa (tamponado pH 6,8) a 2%, por 1 minuto; lavagem,

secagem e observagao ao microscopio.

3.4. ANALISE DO MATERIAL

De cada exemplar foram analisadas em média 10 células coradas pelo método
convencional. Foram selecionadas as trés melhores para as montagens dos cariogramas.
Para a caracterizagdo dos padrdes de bandeamentos, apos analise a0 microscopio, foram

igualmente selecionadas e fotografadas as melhores metafases.
3.5. FOTOMICROGRAFIAS

Os melhores pontos escolhidos durante a analise foram fotografados em cdmera
fotografica Winder M35, acoplada em microscopio optico Carl Zeiss, com o auxilio de
camera fotografica adicional MC63A.

O filme preto e branco e o papel fotografico utilizados foram o Copex Pan eo

Kodabromide F — 3, respectivamente.
3.6. MONTAGEM DE CARIOGRAMAS

Os cariogramas foram montados pareando-se os cromossomos homologos e
ordenando-os pelo tamanho e morfologia. A nomenclatura utilizada fundamentou-se
naquela descrita para cada uma das espécies por SBALQUEIRO (1989).

A montagem de cariogramas foi realizada apenas para o0s cromossomos em
coloragiio convencional, tendo em vista que os padrdes de bandeamentos nido foram
satisfatorios.

A analise das metafases e a montagem de cariogramas também foram feitas em um

sistema de captura de imagens, acoplado ao fotomicroscopio.

3.7. ANALISE CARIOTIPICA COMPARATIVA
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Visando identificar os cromossomos compartilhados entre estas duas espécies, bem
como 0s mecanismos que podem ter atuado na diferenciagdo cariotipica das mesmas,
foram realizadas comparagdes entre os padroes de bandeamento G das duas espécies. Em
virtude dos padrdes de bandas obtidas nos exemplares do presente trabalho serem pouco
esclarecedoras, utilizamos as fotomicrografias em bandas G apresentadas por
SBALQUEIRO (1989). Para esta analise comparativa foram considerados apenas os
cromossomos maiores de cada caridtipo com o intuito de assegurar uma maior

confiabilidade em tal tipo de estudo.
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4. RESULTADOS

4.1. Oligoryzomys nigripes

Os exemplares de O. nmigripes analisados apresentaram niimero cromossdmico de
2n=62 e de bragos autossomicos, NA, variando de 80 a 82, com 11 pares de cromossomos
com dois bragos (metacéntricos ou submetacéntricos), 20 pares de cromossomos
acrocéntricos € o par sexual composto de um X submetacéntrico, tanto nos machos como
nas fémeas (Figura 01), e de um Y heteromoérfico, apresentando-se com duas formas:
submetacéntrica ou metacéntrica (Figura 02).

Dos 60 animais capturados em SZo Domingos, apenas 31 foram analisados
citogeneticamente, sendo 06 de O. flavescens e 25 de O. nigripes. Em 21 exemplares desta
foram analisados quanto a morfologia do cromossomo 3 — se acrocéntrico ou metacéntrico
-, onde o par 3 mostrou-se em trés estados cariomorfologicos: 42,86% (nove animais) em
heterozigose; 33,33%(sete animais) homozigoto para a acrocéntrica e 23,81% (cinco
animais) homozigoto para metacéntrica (Figura 3). No Parana os 16 exemplares
mostraram-se homozigotos para a forma metacéntrica (NA=82).

O teste do X2 feito para a amostra de Sdo Domingos nio se mostrou significativo ao
nivel de 5%, (a? = 0,765; gl = 1, p > 0,30), indicando que a populagdo encontra-se em
equilibrio de Hardy-Weinberg, sugerindo que essa altera¢do cromossdmica ndo se constitui
uma barreira meiodtica nesta populagio, ou seja os animais podem potencialmente se cruzar
e gerar descendentes férteis, independentemente da morfologia do cromossomo 3.

A banda C n3o se mostrou satisfatoria para uma analise mais aprimorada, mas o
padrdo obtido mostrou marcagdes pericentroméricas em todos os autossomos (Figura 4).
Os cromossomos sexuais, apesar das marcagdes ndo serem conspicuas, mostraram uma
marcag¢io no brago curto do X e de todo o cromossomo Y.

O bandeamento RON mostrou marcagao na regido telomérica do brago menor em
pelo menos dois pares de cromossomos acrocéntricos pequenos (Figura 05).

Nio se obteve um padrao satisfatério em banda G.
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4.2. Oligoryzomys flavescens

Dos seis exemplares coletados em Sdo Domingos - SC, apenas um foi analisado
citogeneticamente, apresentando 2n=66 e NA=68, mostrando 30 pares de acrocéntricos,
incluindo os cromossomos B e menores do complemento, e dois pares de cromossomos
metacéntricos que além de pequenos sdo de dificil visualizagdo (Figura 6). Nesta figura
observa-se ainda o cromossomo X, que é submetacéntrico grande, e o Y igualmente
submetacémcrico, porém pequeno; igualmente ao que ocorre em um exemplar de Sao José
dos Pinhais.

Os outros dois exemplares de Sdo José dos Pinhais — PR, mostraram um cariétipo
com 64 cromossomos (NA=66), que diferiu dos demais pela auséncia de um par de
acrocéntricos pequenos, provavelmente cromossomos B.

A banda C mostrou marcagdes de heterocromatina constitutiva em blocos
pericentriméricos em todos os autossomos (Figura 7). Nesta figura ainda pode-se observar
a presenga de dois cromossomos todo marcado, confirmando a presenga de cromossomo B
(seta indicando) nesta espécie.

O bandamento RON de O. flavescens revelou de duas a trés marcag¢des por célula,
como ¢ indicada na metafase da Figura 8.

O padrio do bandeamento G, tal qual ocorreu com a outra espécie, também néo foi

satisfatorio.
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Figura 01: Cariograma de O. nigripes.
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Figura 02: Heteromorfismo dos cromossomos sexuais em machos de O. nigripes, exemplos.
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Figura 03: Heteromorfismo do par 03 de O. nigripes.

Figura04: Banda C de O. nigripes.

Figura 05:
nigripes

Banda RON de O.
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Figura 06: Cariograma de O. flavescens.

Figura 07: Banda C de O. flavescens. Figura 08: Banda RON de O.
Flecha indicando os Bs e 0s sexuais flavescens. Flecha indicando as RONSs
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4.3. Distribuicdo geograifica

O levantamento dos animais que compdem o acervo do Laboratério de
Citogenética Animal juntamente com as coletas realizadas para o presente trabalho,
revelou uma ampla distribuigdo geografica de ambas as espécies - O. flavescens e O.
nigripes -, nos Estados do Parana e Santa Catarina, estando presentes em pelo menos 20
municipios, como mostra a Tabela 01, sendo que na maioria correspondem aos primeiros
registros, exceto a regido metropolitana de Curitiba, ao passo que em quatro localidades

estdo em simpatria: Curitiba, Sao José dos Pinhais, Sdo Mateus do Sul e Sdo Domingos.

4.4. Comparacio dos padrées de bandas G entre as duas espécies

Uma analise comparando os padrdes de bandas G das duas espécies foi realizada
revelando que os cromossomos acrocéntricos 1, 3 e 4 de O. flavescens correspondem,
respectivamente, aos cromossomos de dois bragos (su%meta ou metacéntricos) 1, 3 e 2 de
O. nigripes (Figura 09). Nesta figura nota-se a grande similaridade existente entre 0s
padrdes de bandas envolvendo os trés cromossomos, sugerindo que a inversio pericéntrica
seja 0 mecanismo mais provavel pelas modificagdes nas morfologias destes cromossomos.
Além disso, confirma-se como sendo este mesmo mecanismo a origem da diferenciagdo
entre os cromossomos 3a e 3b em O. nigripes. Por outro lado, o cromossomo 3b mostra-
se homedlogo ao 3 de O. flavescens, similares tanto na morfologia como na sequéncia de
bardas.

A diferenga no nimero de cromossomos observada entre os caridtipos basicos das

duas espécies — 62 e 64 -, ndo pode ser identificada pelos mesmos padrdes de bandas G.



Figura 09: Anélise comparativa de bandas de O. flavescens e O. nigripes, em bandamento G.
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.5, DISCUSSAO

O. nigripes, que se distribui da regiép Sul at Nordeste (LANGE, 1991), apresentou
0 2n=62, ¢ o NA variando de 80 a 82, como consequéncia de inversdo pericéntrica no par
3, onginando duas formas cromossdmicas distintas — acrocéntrica e submetacéntrica. Esta
'variag;ﬁo foi observada apenas nos exemplares de Sao Domingos-SC, ao passo que nos do
Parana. houve uma constincia. A observagdo das duas morfologias cromossdmicas —
submeta-metacéntrica e acrocéntrica — € relativamente comum nas diferentes localidade
estudadas e, de acordo com SBALQUEIRO (1989), no Brasil a maior freqiiéncia das
iversdes pericéntricas ocorre no par 3, a0 passo que nos demais pares esse mecanismo
mostra-se menos freqiiente: em exemplares da Bahia (par 2), de Sdo Paulo (pares 4 € 8) e
do Rio de Janeiro (par 10). De acordo com ALMEIDA et. al. (1991), em O. nigripes o
cariotipo padrdo seria aquele correspondente ao 2n=62 com NA=82, podendo ocorrer
variagdes no NA devido principalmente, a mecanismos de inversdes pericéntricas.
Discordamos destes autores quanto ao cariétipo padrio com NA=82 tendo em vista as
compara¢Oes em bandas G que realizamos entre esta espécie e O. flavescens. Segundo
ainda esses, as inversdes ocorrem preferencialmente nos autossomos dos pares 3, 4 e 8,
podendo ser homozigotos ou heterozigotos para as inversdes, além de variagdes na
morfologia e no tamanho do par sexual. SBALQUEIRO (1989), encontrou estas mesmas
;/ariacées estruturais no par 10 de O. nigripes.

Bonvicino (2001), ao analisar casos de illlversﬁo pericéntrica no par 03 de outras
populagdes de O. nigripes, também concluiu qu:‘a as diferentes formas cromossdmicas se
encontravam em equilibrio de Hardy-Weinberg iquando as populagdes foram analisadas
isoladamente, apesar de ter sido encontrado um excesso de animais heteromérficos e
poucos exemplares com o par 3 homomarfico para a forma acrocéntrica.

Segundo PARKIN (1979), a manutengdo do polimorfismo € explicada através de
um modelo simples que trata da vantagem seletiva ao heterozigoto: viabilidade superior,
fertilidade ou fecundidade superior do proprio genotipo ou uma vida reprodutiva mais
longa. Como resultado o heterozigoto mostra um valor adaptativo aumentado e deixa,
relativamente, mais. descendentes do que demais genotipos. '

Tanto o padrao de banda C, perice'r{t\o’mérico nos autossomos € brago menor no X
ou todo o cromossomo Y, como o de RON, quatro marcagdes, mostraram-se similares aos
descritos em exemplares do Sul do Brasil (SBALQUEIRO, 1989; SBALQUEIRO et al.,
1991) e Sudeste (ALMEIDA, 1991).
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O heteromorfismo detectado no cromossomo Y — submetacéntrico e metacéntrico
— pode ser atribuido a dois mecanismos: ou inversio pericéntrica ou variagdes né
heterocomatina constitutiva (dele¢dqo ou deplicagdo). Estas alteragdes ja foram observadas
por SBALQUEIRO (1989) em animais coletados no Rio Grande do Sul.

Os exemplares ‘da espécie Oligoryzomys flavescens - distribuida no Brasil, Uruguai
e Argentina -, estudados no presente trabalho mostraram uma variagdio numérica de
2n=66/NA=68 e 64/66, respectivamente, devido a ocorréncia de dois cromossomos B.
Estes achados confirmam aquele encontrado por SBALQUEIRO (1989) e SBALQUEIRO
et al. (1991),-MIRANDA (2000) ¢ LIMA (2000). O mesmo verifica-se também com o
padrdo de banda C, que € pericentromérica nos autossomos, brago curto do X e todo o
cromossomo Y.

Até este momento pouco se sabia acerca da distribui¢do destas espécies no Sul do
Brasil tendo por base estudos citogenéticos, porém com este trabalho tem-se uma idéia
mais real da suas dispersdes, principalmente nos Estados do Parana e Santa Catarina.
Assim, estdo sendo descritos os caridtipos das mesmas em 20 municipios — 18 no Parana e
2 em Santa Catarina. O nigripes ‘esta presente na grande maioria destes locais (19), ao
passo que O. flavescens; em cinco deles. Ambas comungam do mesmo ambiente
(simpatricas) em quatro localidades: Curitiba, S3o José dos Pinhais e Sio Mateus do Sul,
no Parani, e Sdo Domingos, em Santa Catarina. Estas duas espécies estdio amplamente
distribuidas no Brasil, tendo seus cariétipos ja descritos desde a regido Sul até o Nordeste.
No Parana, baseando-se nos dados do presente trabalho, nota-se que'b. nigripes ‘distribui-
se desde o Litoral até o Terceiro Planalto (Foz do Iguagu), sencis evidente que sua
ocorréncia deva também ser estendida a outras regides do Estado, porém nio dispomos de
tais dados para afirmarmos com seguranga. Por outro lado, fundamentados neste mesmos
dados, O. ﬂavescens)‘apresenta uma distribuigdo mais restrita — cinco localidades -, mas
isto ndo significa q'ue ela ndo esteja presente nas demais regides e, sim, refletir, entre .
outros fatores, a densidade populacional desta espécie quando da realizagdo das coletas.

A analise comparativa dos padrdes de bandas G entre as duas espécies, apesar de
ter sido restrita a poucos cromossomos, possibilitou a inferéncia sobre alguns dos
mecanismos que devem ter contribuido as diferengas numéricas e morfologicas observadas
entre os caridtipos das mesmas. Exceptuando-se os cromossomos Bs presentes em O.
flavescens, os padrdes de bandeamento sugerem a participagdo, principalmente, de

inversdes pericéntricas na diferenciagdo morfologica dos cromossomos.1, 3 e 4, em O.
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In}

Slavescens, em relagdo aos cromossomos 1, 3 ¢ 2, em O. nigripes. O fato desta espécie
apresentar principalmente duas morfologias alternativas no par 3, onde uma delas, a
acrocéntrica (3b), apresenta um padrio de banda G similar ao verificado no cromossomo
acrocéntrico 3 de (. flavescens, sugere ser esta a morfologia que possivelmente esteve
presente em um ancesfral comum as duas espécies. Além disso, e refor¢ando a hipotese da
inversdo pericéntrica, a banda C em ambas espécies mostrou-se pericentromérica nos
autossomos, mostrando a inexisténcia de bragos heterocromaticos, que seria um outro
mecanismo responsavel pela origem de bragos cromossdmicos. Se assim aconteceu, entdo
poderiamos estender & maioria dos demais cromossomos esta hipdtese. Evidentemente que
para a confirmagdo desta, hd necessidade que a mesma comparagdo seja efetuada com
outras espécies, inclusive de géneros e tribos diferentes. A diferen¢a no 2n pode ser
atribuida a mecanismos que conduzem & condensagdo cariotipica, tais como fusdes
céntricas ou em tandem, no entanto os padrdes de bandeamentos apresentados pelos
cromossomos ndo permitiram alguma concluséo a este respeito. Neste caso, a utilizagdo de

uma metodologia mais sofisticada, como FISH, possa solucionar este problema.
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6. CONCLUSOES

Foram estudadas citogenéticamente duas espécies de Oligoryzomys coletadas em

varias localidades do Sul do Brasil, onde observou-se variagdes estruturais e numéricas.

Oligoryzomys nigripes: A variago cariotipica observada nesta espécie, 2n=62 ¢
NA=80 a 82, deve-se as alteragdes estruturais, do tipo inversdo pericéntrica, tanto no par 3
(NA=80 a 82), como no cromossomo Y (formas metacéntrica e submetacéntrica). A
heterocromatina distribuiu-se na regio pericentromérica de todos os autossomos, e nos
sexuais restringiu-se ao brago curto do X e todo o Y. Esta varia¢do ndo foi observada nos

animais do Parana.

Oligoryzomys  flavescens: Foram observados dois caridtipos distintos:
2n=64/NA=66 (S. José dos Pinhais/PR) e 2n=66/68 (S. Domingos/SC), devido a presenca
de cromossomos B revelada pelo padrao de bandeamento C.

Consideramos importantes os achados citogenéticos aqui apresentados, do ponto de
vista citotaxondmico, pois representam os primeiros estudos para estas regides — Parand e
Santa Catarina -, ampliando assim a distribuigdo geografica das formas cromossdmicas
encontradas. Além disso, verificamos em diversos locais que as duas espécies sdo
simpatricas.

A analise comparativa dos padroes de bandas G entre as duas espécies sugere a
ocorréncia de inversdo pericéntrica como um dos possiveis mecanismos responsavel pela
diversidade cariotipica existente entre elas, além de apontar a forma acrocéntrica como,

possivelmente, sendo a mais ancestral.



7. ANEXOS

Anexo 1: Mapa da distribui¢do de oligoiyzomynos no Estado do Parana.

1) Guarapuava/PR; 2) Curitiba/PR; 3) S. J. dos Pinhais/PR; 4) Telémaco Borba/PR; 5) Al. Tamandaré;
6) Sé&o Jodo do Triunfo; 7) Sdo Mateus do Sul; 8) Tijucas do Sul; 9) Trés Barras do Parana; 10) Campo
Largo; 11) Itaipu; 12) Morretes; 13) Mandirituba; 14) Jaquariaiva; 15) Guaraquecaba; 16) Paranagud;
17) Colombo: 18) Piraquara.
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Escala 1:3.965.517

Anexo 2: Mapa da distribuicao de oligoryzomynos no Estados de Santa Catarina.

19) It&: 20) Sdo Domingos
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