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RESUMO

A Ordem Rodentia surgiu na América do Norte e Asia ha cerca de 56 milhdes
de anos e possuem mais de 2200 espécies descritas e distribuidas em 30 familias, o
gue representa mais de 40% de todos os mamiferos viventes. No Brasil estima-se
gue ocorram 289 espécies, porém frequentemente sdo descritas novas espécies e
ocorréncias. O caridtipo dos roedores foi inicialmente investigado através de
analises citogenéticas convencionais, provendo informacdes apenas em relacdo ao
namero cromossdmico e sua morfologia. Estudos genéticos utilizando coloracao
convencional e bandeamentos tém sido aplicado em vertebrados e demonstram
grande variabilidade de cari6tipos. A ordem Rodentia possui as maiores taxas de
mudanca cariotipicas entre os mamiferos e o numero diploide observado entre
individuos dessa ordem pode variar de 2n= 9-10 para Akodon sp. a 2n= 118
cromossomos para Dactylomys boliviensis. Apesar da grande variabilidade
cariotipica, a maioria dos roedores possui uma constancia morfoldgica significativa e
a citogenética se torna uma importante ferramenta na identificacdo de espécies e
possivel resolucdo de problemas taxondmicos. O advento da biologia molecular no
estudo da sistematica possibilitou a abordagem de muitos problemas antes
considerados intrataveis pelos morfologistas. Os genes que codificam para DNA
ribossbmico (rDNA) sdo encontrados em todas as espécies e sdo amplamente
utilizados para estudar a relacéo entre organismos morfologicamente indistinguiveis
mas de espécies diferentes. O DNA ribossomal (rDNA) é organizado em duas
classes diferentes, a maior denominada 45S — que engloba os genes 18S, 5.8S e
28S — e a menor chamada de 5S e estdo presentes em multiplas copias em tandem
ao longo dos cromossomos. As regides cromossémicas contendo esses genes sao
denominadas regides organizadoras de nucléolo (NORS). A técnica da coloracéo por
nitrato de prata € amplamente utilizada para a deteccdo das NORs, ainda que
possua limitagdes. A Hibridizagdo in Situ Fluorescente (FISH) € uma técnica mais
apurada para a localizagéo fisica dessas regidées no cromossomo, uma vez que hao
depende do status de expressdo dos genes. Neste trabalho foi realizado um
levantamento bibliografico a respeito da ocorréncia e localizagcdo dos genes rDNA
em duas familias de Rodentia: Muridae e Cricetidae. A diversidade de NOR
encontrada em roedores € um indicativo de altas taxas de transposicao
intracromossébmica na auséncia de rearranjos visiveis. A localizacéo
preferencialmente centromérica dos sitios de rDNA no género Mus sugerem que o
acumulo de sequéncias repetitivas na regido pode contribuir para elevados niveis de
rearranjo cromossodmico. Estudos com rDNA ainda sao relativamente recentes em
Rodentia e ha muitas lacunas a serem preenchidas, tendo em vista a diversidade da
Ordem e a abrangéncia dos estudos encontrados neste trabalho.

Palavras-chave: rDNA. NOR. Roedores. FISH.



ABSTRACT

The order Rodentia emerged in North America and Asia about 56 million
years ago and has more than 2200 species described and is distributed in 30
families, representing more than 40% of all living mammals. In Brazil, it is estimated
the occurrence of 289 species, but new species and occurrences are frequently
described. The rodent karyotype was initially investigated through conventional
cytogenetic analyzes, providing information only regarding the chromosome number
and its morphology. Genetic studies using conventional staining and banding have
been applied in vertebrates and demonstrate great variability of karyotypes. The
order Rodentia has the highest rates of karyotype change among mammals and
diploid number observed among individuals of this order may range from 2n = 9-10
for Akodon sp. to 2n = 118 chromosomes for Dactylomys boliviensis. Despite the
great karyotype variability, most rodents have a significant morphological constancy
and cytogenetics becomes an important tool in the identification of species and
possible resolution of taxonomic problems. The advent of molecular biology in the
study of systematics made it possible to approach many problems previously
considered intractable by morphologists. The genes encoding ribosomal DNA (rDNA)
are found in all species and are widely used to study the relationship between
morphologically indistinguishable organisms but of different species. The ribosomal
DNA (rDNA) is organized into two different classes, the larger one named 45S -
which encompasses the 18S, 5.8S and 28S genes - and the smaller one call 5S and
are present in multiple copies in tandem along the chromosomes. The chromosomal
regions containing these genes are called nucleolar organizing regions (NORS). The
technique of silver nitrate staining is widely used for the detection of NORs, although
it has limitations. Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) is a more accurate
technique for the physical location of these regions in the chromosome, since it does
not depend on the expression status of the genes. In this work a bibliographic survey
was carried out regarding the occurrence and location of rDNA genes in two families
of Rodentia: Muridae and Cricetidae. The diversity of NOR found in rodents is
indicative of high intracromosomal transposition rates in the absence of visible
rearrangements. The preferably centromeric location of the rDNA sites in the Mus
genus suggest that the accumulation of repetitive sequences in the region may
contribute to high levels of chromosome rearrangement. Studies with rDNA are still
relatively recent in Rodentia and there are many gaps to be filled, considering the
diversity of the Order and the scope of the studies found in this work.

Keywords: rDNA. Rodents. NOR. FISH.
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1 INTRODUCAO

A Ordem Rodentia surgiu no Paleoceno na América do Norte e Asia ha cerca
de 56 milhdes de anos e correspondem a um dos grupos mais importantes da fauna
terrestre (VAUGHAN et al.,, 2000). A Ordem possui cerca de 2200 espécies
distribuidas em 30 familias, 0 que representa pouco mais de 40% de todas as
espécies de mamiferos viventes (WILSON e REEDER, 2005). Os roedores estédo
presentes em praticamente todos os ambientes, exceto a Antartida, Nova Zelandia e
algumas ilhas oceénicas. Sao altamente valorizados como organismos modelo na
fisiologia e na pesquisa biomédica (WILSON E REEDER, 2005). Seu papel como
reservatorio e vetores de patégeno humanos (KIMURA, 2002; MEERBURG;
SINGLETON; KIJLSTRA, 2009) levou ao aumento do interesse e reconhecimento da
importancia de compreender sua sistematica, ecologia e evolucdo (JANSA;
WEKSLER 2004; HASS; SBALQUEIRO; MULLER, 2008; HASS et al, 2011). Os
roedores também sdo um excelente grupo para estudos citogenéticos,
principalmente pelo fato de, na maioria dos exemplares, a diferencas morfologicas
externas sdo muito sutis e apenas através do estudo dos cariotipos € possivel
distinguir as diferentes espécies (NAGAMACHI et al, 2013; BONVICINO; ALMEIDA,
2000). A grande parte dos roedores apresenta uma constancia morfologica
significativa e um cariotipo muito variavel, visto que o numero pode variar de 2n=9-
10 para Akodon sp. até 2n=118 para Dactylomys boliviensis (SBALQUEIRO, 1989;
SILVA; PATTON; YONENAGA-YASSUDA, 2006; DUNNUM et al., 2001). Dessa
forma, a citogenética se torna uma importante ferramenta na identificacdo de
espécies e possivel resolucéo de problemas taxonémicos.

Inicialmente, o cariotipo dos roedores era investigado através da citogénética
classica que fornecia apenas informacdes sobre o numero e morfologia dos
cromossomos. Estudos comparativos de bandas G, Q e R logo comecaram a serem
feitos nos diversos grupos de roedores, revelando regides cromossémicas com
padrdes de bandas semelhantes, o que levou os autores a assumirem a homologia
por descendéncia (ROMANENKO et al, 2011). Através da comparacdo de bandas,
foi observado também a presenca de variacdo heterocromatica e um cariétipo

altamente reorganizado em alguns géneros de roedores (PATTON; SHERWOOD,



1982; GRAPHODATSKY, 1989; SVARTMAN; STONE; STANYON, 2005). O estudo
da sistemética e reconstrucdo filogenética, através da citogenética, vem
frequentemente utilizando as regiées organizadoras de nucléolo (NORs) (BRITTON-
DAVIDIAN; CAZAUX; CATALAN, 2012). Essas regifes, também conhecidas como
sitios ribossomais, constituem regies cromoss6micas onde se localizam 0s genes
codificantes para o RNA ribossémico (18S, 5.8S, 23S). Estes sitios sao formados por
sequéncias repetitivas em tandem dos genes ribossomais e cada unidade de
repeticdo € composta pela trinca dos genes 18S, 5.8S e 28S, que juntamente
formam o cluster 45S. Enquanto o gene 5S, constituinte da subunidade maior do
ribossomo, € transcrito em outro sitio cromossémico (DANIELS; DELANY, 2003).
Estudos sobre a variagcdo de NOR em grupos de plantas, insetos e vertebrados tem
demonstrado variagdo no numero e localizagdo cromossdmica dessas regides,
mesmo em espeécies intimamente relacionadas, o0 que sugere que 0s sitios de rDNA
sé&o componentes altamente moveis do genoma (VENTURA et al, 2009).

As técnicas de coloracdo por nitrato de prata e a hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH) tém sido amplamente utilizadas para a localizagcdo dessas
regides no cromossomo. A impregnacao por nitrato de prata revela apenas a fracéo
ativa dos genes de rRNA, ou seja, a que foi transcrita na interfase anterior. Essa
técnica também pode levar a coloracéo inespecifica de regides heterocromaticas. O
desenvolvimento da técnica da hibridizacao in situ fluorescente (FISH) forneceu uma
ferramenta citogenética para a investigacédo da diversidade de NOR entre espécies,
independente do status de expressao dos genes (BRITTON-DAVIDIAN et al, 2012).

1.1 OBJETIVOS

- Realizar um levantamento bibliografico sobre estudos em Muridae e
Cricetidae com analise de DNA ribossomal;
- Compilar os dados referentes a abrangéncia de estudos de DNA ribossomal
em Muridae e Cricetidae;
- Caracterizar o status de desenvolvimento das analises de DNA ribossomal

em Muridae e Cricetidae.



1.2 METODOLOGIA

A pesquisa bibliografica feita para este trabalho foi realizada através da
ferramenta de busca “Google Académico” com a utilizagdo de algumas palavras-
chave, como: “Rodentia rDNA”, “Rodentia NOR”, “Cricetidae rDNA”, “Muridae rDNA”.

Os dados encontrados foram compilados e organizados em tabelas no
Mircrosoft Office Excel e, posteriormente, foram transformados em gréaficos, para
melhor visualizacao a andlise.

Foram analisados dados referentes a posicdo e regido de ocorréncia no
cromossomo dos sitios ribossomais. Foi definido, segundo Cazaux et al (2011), trés
posicdes de ocorréncia dos sitios ribossomais no cromossomo: terminal, intersticial e
pericentromerica.

As publicacdes que apresentavam apenas a técnica de impregnacao por nitrato
de prata e as que apresentavam a técnica do FISH, foram tabuladas separadamente

para facilitar as analises.



2 REVISAO DE LITERATURA

A ordem Rodentia apresenta uma distribuicdo cosmopolita e esta
frequentemente associada aos movimentos humanos. Apds a sua diversificacao de
um ancestral em comum com Lagomorpha, a 65 milhées de anos atras, os roedores
passaram por uma enorme radiacao, levando ao alto nimero de espécies observado
hoje (HUCHON et al, 2002; BENTON; DONOGHUE, 2007). Atualmente
representam a ordem mais abundante dentre os mamiferos, abrangendo 42% de
todos os mamiferos viventes e com 2277 espécies descritas (CARLETON e
MUSSER, 2005; HEANEY et al., 2011; HEANEY et al., 2014; PAGLIA et al., 2012 e
PATTON, 2015). A ordem esta dividida em cinco subordens: Sciuromorpha (trés
familias, 60 géneros), Hystricomorpha (17 familias, 73 géneros), Myomorpha (sete
familias, 325 géneros), Anomaluromorpha (duas familias, quatro géneros) e
Castorimorpha (trés familias, 13 géneros), sendo que no Brasil ocorrem o0s
representantes das trés primeiras (CARLETON e MUSSER, 2005; PAGLIA et al.,
2012).

Os roedores habitam praticamente todos os ambientes do planeta - com
excecdo dos ambientes articos - e muito disso se deve as diversas adaptacdes
ecoldégicas que caracterizam esta ordem (MYERS, 2000). A regidao dos tropicos
concentra um numero consideravel de espécies de roedores (EISENBERG;
REDFORD, 1999). No entanto, a fragmentacédo dos ecossistemas dessas regides é
um fator importante e preocupante, devido principalmente ao crescente e
desordenado desenvolvimento econdémico (GIBSON et al.,, 2013; UMETSU;
PARDINI, 2007).

A fauna de mamiferos Sul-americanos é a mais rica e menos conhecida do
Mundo, ainda que os roedores de pequeno porte sejam um dos grupos mais
estudados, existem lacunas sobre a distribuicdo de varias espécies (CERBONCINI
et al., 2014; GRAZZINI et al.,, 2015). Na América do Sul ocorrem cerca de 450
espécies de roedores, 0 equivalente a 43% das espécies de mamiferos de todo o
continente (REIG, 1984). Nowak (1999), aponta que 45% de todas espécies de
mamiferos viventes na América do Sul sdo roedores. No Brasil, estima-se que

ocorram 289 espécies (PAGLIA et al., 2012), porém frequentemente sdo descritas



novas espécies e ocorréncias (PERCEQUILLO; WEKSLER; COSTA, 2011;
QUINTELA et al., 2012; CERBONCINI et al., 2014; GRAZZINI et al., 2015).

Os roedores séo altamente valorizados como organismos modelo na fisiologia
e na pesquisa biomédica (WILSON E REEDER, 2005). Seu papel como reservatério
e vetores de patdogeno humanos (KIMURA, 2002; MEERBURG et al. 2009) levou ao
aumento do interesse e reconhecimento da importancia de compreender sua
sistematica, ecologia e evolucdo (JANSA e WEKSLER 2004; HASS; SBALQUEIRO;
MULLER, 2008; HASS et al, 2011). Eles também se tém mostrado um excelente
grupo para estudos citogenéticos, principalmente as espécies pertencentes as
Familias Cricetidae, Echimyidae, Caviidae, Hydrochoeridae, Dasyproctidae,
Ctenomyidae e Muridae, pelo fato de apresentarem um histérico evolutivo bastante
complexo e que pode ser observado através da grande diversidade morfolégica e
cardiologica (SILVA; YONENAGA-YASSUDA, 1999; DI-NIZO et al. 2017)

O caridtipo dos roedores foi inicialmente investigado através de analises
citogenéticas convencionais, provendo informacdes apenas em relacdo ao numero
cromossdmico e sua morfologia. Em algumas espécies foi possivel observar a
extrema variabilidade do numero diploide e a presenca de cromossomos B
(ROMANENKO et al. 2012; SOARES et al., 2018). Além disso, em estudo com
alguns grupos de roedores, utilizando a analise comparativa por bandas G-, Q-, R-,
revelaram regides cromossdmicas com padrdo de bandeamento similar, sugerindo
uma homologia por descendéncia. Por outro lado, evidéncias sugerem que
Myomorpha apresenta um cariétipo altamente reorganizado (GRAPHODATSKY,
1989). Foi observado também a presenca de variacdo heterocromatica (PATTON
and SHERWOOD, 1982; GRAPHODATSKY, 1989; SVARTMAN et al., 2005) e
presenca de cromossomos B (TRIFONOV et al., 2002; SOARES et al., 2018).

Desde os anos 60, estudos genéticos utilizando coloracdo convencional e
bandeamentos tém sido aplicado em vertebrados e demonstram grande
variabilidade de cariotipos. A ordem Rodentia possui as maiores taxas de mudanca
cariotipicas entre os mamiferos (BUSH et al., 1977; BENGTSSON, 1980;
MARUYAMA; IMAI, 1981) e o numero diploide observado entre individuos dessa
ordem pode variar de 2n= 9-10 para Akodon sp. a 2n= 118 cromossomos para
Dactylomys boliviensis, bem como variagdes no nimero fundamental em individuos
de uma mesma espécie (SILVA e YONENAGA-YASSUDA, 1998; GALLARDO et al.,
1999; DUNNUM et al., 2001; MASSARINI et al., 2002).



As técnicas de bandeamento tradicionais produzem informagfes mais
apuradas em relacdo a andlise por coloracdo convencional, como por exemplo,
rearranjos cromossOomicos que nao alteram sua morfologia e podem n&o ser
detectados por andlises convencionais. A técnica da impregnacao por nitrato de
prata € amplamente utilizada para a deteccao de regides organizadoras de nucléolo
(NORs), também importante no estudo de relacdes citotaxon6micas em roedores
(DOBIGNY et al., 2003; CABRERO e CAMACHO, 2008). A técnica de impregnacao
por nitrato de prata, apesar de muito utilizada, apresenta duas desvantagens: revela
apenas a fracdo ativa dos genes de rRNA, aqueles que foram transcritos durante a
intérfase anterior e, em alguns casos, pode haver coloracdo ndo especifica de
regides heterocrométicas (DOBIGNY et al., 2003; CABRERO; CAMACHO, 2008).

Além disso, a citogenética tradicional incorporou varias técnicas da area
molecular originando novos métodos de analise. Dentre eles, a Hibridizagdo in Situ
Fluorescente (FISH) € o método mais utilizado e torna possivel a localizagéo fisica
de um determinado segmento de DNA no cariotipo da espécie em estudo
(SCHERTHAN et al., 1997). O FISH é uma técnica que se baseia na propriedade
recombinante das cadeias complementares de DNA e consiste na revelacdo da
posicdo de segmentos alvo nos cromossomos (genes ou regides especificas),
através da utilizacdo de sondas de DNA complementares marcadas com
fluorocromos e posteriormente detectadas por imunofluorescéncia (FLAVELL, 1989).
A técnica consiste na amplificacdo de sondas de rDNA que irdo hibridizar na regido
complementar do cromossomo em estudo (FLAVELL, 1989). E uma técnica util na
resolucdo de problemas citotaxondmicos, bem como na compreensdo dos
mecanismos de rearranjos cromossémicos ocorridos durante a evolucéo. Através do
FISH também é possivel reconstruir a filogenia de determinado grupo, baseando-se
nos rearranjos cromossémicos (WIENBERG; STANYON, 1998; HASS,
SBALQUEIRO; MULLER 2008; HASS et al., 2011).

As sequéncias mais utilizadas na FISH s&o as que codificam para os genes
ribossomais 5S e 45S, pelo fato de serem altamente conservada dentre os
eucariotos. Os genes de RNA ribossébmico 5S e 45S sdo bons marcadores
citogenéticos para examinar variagbes cromossdOmicas inter e intraespecificas
(MATSUBARA et al, 2004). Também, ap6s o isolamento do gene ribossomal 18S,

este tem sido amplamente empregado para a localizagdo de genes de RNA



ribossOmico em diversos grupos, uma vez que se trata de um gene altamente
conservado (ANDRADE, 2011)

O advento da biologia molecular no estudo da sistematica possibilitou a
abordagem de muitos problemas antes consideraveis intrataveis pelos morfologistas
(HILLIS, 1987; PATTERSON, 1987). Por exemplo, existem poucas caracteristicas
homoélogas que podem ser comparadas entre todos 0s organismos vivos. Nesse
sentido, ha varios genes com fun¢des bioquimicas fundamentais que sao
encontrados em todas as espécies e podem ser analisados a fim de estudar as
relacdes filogenéticas de uma forma mais profunda (HILLIS e MORITZ, 1990).
Outros genes podem ser usados para estudar a relacdo entre organismos
morfologicamente indistinguiveis, porém de espécies diferentes. Todas essas
aplicacoes tém sido estudadas utilizando os genes que codificam para RNA
ribossémicos (rRNA) e suas regides espacadoras correspondentes, coletivamente
chamadas de DNA ribossdémico (rDNA) (APPELS e HONEYCUTT, 1986; MINDELL e
HONEYCUTT, 1990). Uma das razdes para a utilizacdo de rDNA em estudos
filogenéticos se da pelo fato de diferentes regides da unidade de repeticdo do DNA
ribossémico evoluirem em taxas muitos diferentes (HILLIS e DIXON, 1991). Desse
modo, é possivel selecionar para analise regides de matrizes de rDNA que sao
particularmente possiveis de produzir dados informativos sobre qualquer questéao
sistematica. As sequéncias altamente conservadas de rRNA sdo muito Uteis para a
construcBes de iniciadores “universais” que podem ser sequenciados a partir de
rDNA ou rRNA de muitas espécies, para amplificar regides de interesse, através da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou para a preparacdo de sondas em
analises de enzimas de restricdo (KOCHER et al., 1989; HILLIS et al., 1990; SIMON
et al., 1990).

Em eucariotos superiores, o DNA ribossomal (rDNA) é organizado em duas
classes diferentes, a maior denominada 45S — que engloba os genes 18S, 5.8S e
28S — e a menor chamada de 5S (PENDAS et al, 1994). Esses genes estdo
presentes em multiplas copias em tandem ao longo dos cromossomos (WILLIANS e
STROBECK, 1985). As repeticoes de rDNA 18S, 5.8S e 28S sdo separadas umas
das outras por espacadores intergénicos traduzidos (ITS 1 e 2) (HESLOP-
HARRISON, 2000) e as regides cromossbmicas contendo esses genes Sao
denominadas regides organizadoras de nucléolo (NORs) (MONTIJN et. al. 1999). Os

agrupamentos do gene 5S compreendem uma sequéncia codificadora de



nucleotideos de 120 pares de base altamente conservada, separadas entre si por
espacadores ndo transcritos (NTS) (PENDAS et al. 1994). Ao contrario da maioria
dos genes ribossomais, que sao transcritos pela RNA polimerase |, o gene 5S é
transcrito pela RNA polimerase lll, e ainda que seja funcionalmente relacionado com
0 nucléolo, ele ndo esta localizado nesta regido nuclear (MONTIJIN et al. 1999). As
regides organizadoras de nucléolo (NORs) podem variar entre individuos e/ou
espécies em tamanho (niUmero de copias de unidades precursoras) e em namero de
sitios cromossémicos por célula (GORNUNG et al., 2013; SOARES et al., 2018). As
NORs tém sido identificadas através da impregnacdo por nitrato de prata,
fluorocromos especificos de base e, mais recentemente, através da técnica de
hibridizacdo in situ utilizando sondas de 18S e 28S (GALLARDO; GONZALEZ;
CEBRIAN, 2006; GROSS et al., 2016).

O processo de formacéo dos ribossomos ocorre com a associacao dos rRNAs
a ribonucleoproteinas, que irdo dar origem a por¢cdo maior e menor do ribossomo
(ANDRADE, 2011). Esse processo tem inicio com a transcricdo de rDNA durante a
interfase e posterior montagem das subunidades ribossomais através da unido de
rRNA e ribnucleoproteinas. Desse modo, as ribonucleoproteinas localizam-se
préximas aos sitios ativos de NORs, onde foram transcristos os rRNAs na interfése
anterior (DALVI, 2017). A técnica de coloracao por nitrato de prata é utilizada para
evidenciar os sitios ativo de NORs devido a caracteristica argirofilica das
ribonucleoproteinas, que se impregnam com a prata e formam granulos visiveis ao
microscopio. Essas regides sdo chamadas de AG-NORs (HOWELL e BLACK, 1980;
GOODPASTURE; BLOOM, 1975). A técnica de coloracdo de AG-NORs em células
de metafase é amplamente utilizada para a localizacéo indireta de sitios de NORs
(YONENAGA-YASSUDA et al., 1992; ARAUJO et al., 2018).

Com o aumento do interesse sobre os genes nucleares de rRNA, ficou claro
gue estas multiplas copias ndo evoluem independentemente, mas sim em concerto
(DOVER; COEN, 1981; KRYSTAL et al., 1981; COEN, THODAY, e DOVER, 1982).
Cada coépia de um arranjo de rRNA é geralmente muito parecida entre individuos e
espécies, embora diferencas entre espécies se acumulem rapidamente em partes do
arranjo (HILLS e DIXON, 1991). Entretanto, a baixa variacdo entre arranjos de rDNA
dentro de individuos (e mesmo através de espécies) indica que as multiplas copias
sdo homogeneizadas entre cromossomos homologos e ndo homélogos que

possuam clusters de rDNA. Esse fendbmeno de homogeneizagdo € chamado de



evolucao concertada (ARNHEIM et al., 1980). Os principaisS processos que parecem
ser 0s responsaveis pela evolucdo concertada sdo: o crossing over desigual e
conversdo génica (LIAO, 1999). A conversdo de genes corresponde a uma
transferéncia reciproca de uma diferenca alélica para seu homdélogo, enquanto a
recombinacdo ndo homédloga consiste em um evento de recombinacdo entre
croméatides ndo-irmas (STULTS et al, 2008)

Estudos mais recentes indicam que linhagens independentes de rDNA podem
coexistir dentro do mesmo genoma, como observado em alguns moluscos (INSUA et
al.,, 2001), insetos (KRESS et al., 2001) e peixes (MARTINS et al., 2000). Foi
demonstrado também que os locus génico de rRNA possuiam grande variabilidade
em nuamero, localizacdo e nivel de amplificacdo entre espécies, e até mesmo entre
individuos (PHILLIPS PHILLIPS; PLEYTE; HARTLEY, 1988; SUZUKI; MORIWAKI,
SAKURAI, 1994; LOURENCO; RECCO-PIMENTEL; CARDOSO, 1998; SIROKY et
al., 2001). Varios casos de heterozigosidade de niumeros e numero e/ou localizagéao
de loci também foram documentados (GALLAGHER JUNIOR et al., 1999; INSUA et
al., 2001; SIROKY et al.,, 2001). Essa labilidade entre espécies € gerada por
rearranjos cromossémicos ou eventos de transposicdo (EICKBUSH e EICKBUSH,
2007). Alguns autores atribuem as altas taxas de transposicdo de NORs a
transposons nos clusters de rDNA, tais elementos foram observados em plantas,
invertebrados e repetidores de espacadores intergénicos em camundongos (IGS)
(GROZDANOQV et al., 2003; RASKINA et al., 2008). Ainda, foi observado que alguns
genes de rRNA possuiam a mesma localizacdo cromossémica de repeticbes
teloméricas, sugerindo seu envolvimento combinado na estabilizacédo de produtos de
fissdo cromossémica (HALL; PARKER, 1995; ROUSSELET et al., 2000) e na
formacédo de nucléolos (LIU e FREDGA, 1999).

Andlises de Ag-NORs em roedores demonstraram a existéncia de
polimorfismo de namero e localizacdo cromossémica de sitios ativos de NORs entre
espécies e populacdes (SUZUKI et al., 1990; BOESKOROV et al., 1995;
YONENAGA-YASSUDA et al.,, 1983; SILVA et al.,, 2017), além de rearranjos
cromossOmicos para a espécie Akodon cursor (FAGUNDES et al, 1997). Diferencas
na coloracdo de Ag-NORs podem ser explicadas em parte pela eficiéncia da
coloracdo, mas em muitos casos refletem diferencas no nivel de atividade ou

variabilidade no ndmero de genes de rDNA por NOR, mantidos em populacdes
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naturais como polimorfismos (YONENAGA-YASSUDA et al, 1992; DI-NIZO et al.,
2017).

A distribuicdo dos clusters de rDNA no cromossomo é usado frequentemente
como marcador citogenético para a discriminacdo de espécies (ROMANENKO e
VOLOBOUEYV, 2012). Um exemplo disso é a relacao filogenética de 7 espécies do
género Apodemus inferidas a partir de rearranjos cromossdmicos e através da
distribuicdo cromossdmica dos genes rRNA 18S-28S. A localizagdo dos genes rRNA
5S na regido telomérica distal do cromossomo 8 é evolutivamente conservada em
espécies do género Mus (MATSUBARA et al., 2004; MATSUBARA et al., 2003). A
distribuicdo dos clusters de rDNA 18S no género Mus foi altamente variavel, de 1 a
21 pares de cromossomos. Nesse mesmo trabalho de Cazaux et al (2011), foi
demonstrado que mais da metade dos pontos de quebra de rearranjo no género
estavam em locais onde ambos os clusters de rDNA e centrdmeros estavam
presentes. Ambas as estruturas genémicas coincidem com os pontos de quebra no
género Mus, sugerindo que a acumulacdo de um grande numero de repeticbes na
regido centromérica pode contribuir para o alto nivel de repadronizacéo
cromossOmica observada nesse grupo.

Em estudo com espécies do género Oecomys da regido Amazonica, Gross et
al (2016) observaram que as NORs se localizavam preferencialmente na regido
terminal dos cromossomos e 0 numero aumentava de acordo com o aumento do
numero diploide. Esse padrdo também € observado em outros membros da familia
Cricetidae (LIRA 2012; ROMANOVA et al 2006; VENTURA et al 2009; FAGUNDES
et al. 1997). Gross et al (2016) ainda relatam que os mdultiplos locais de 18S rDNA
observados em Oecomys bicolor devem ser resultado de eventos de duplicacéo e
dispersdo. Grozdanov et al (2003) e Britton-Davidian et al (2012) declaram que a
diversidade de NOR observada em roedores é um indicador de altos indices de
transposicdo intracromossémica na auséncia de rearranjos visiveis, sugerindo,
portanto, que esse carater representa um estado derivado para o taxon. Apesar
disso, a posicdo e a localizacdo do gene 5S se mostra bastante conservada,
principalmente quando comparado ao gene 45S (GROSS et al, 2016). A posicao
instersticial encontrada para o gene 5S esta relacionada a protecdo de sequéncias,
evitando possiveis eventos de transposicdo e crossing-over, gue Sao mais comuns
nas regides terminais do cromossomo (MARTINS; GALETTI JUNIOR, 1999).
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3 APRESENTACAO DOS RESULTADOS

Neste trabalho foi realizado uma compilacdo dos dados da distribuicao
cromossbmica do rDNA 45S para 45 espécies e 5S rDNA para 22 espécies
pertencente as familias Muridae e Cricetidae. A variacdo observada no nimero de
cromossomos que carregam o0 45S rDNA foi de 4 a 42 pares e para 5S rDNA esse
numero variou de 1 a 5 pares. No entanto, a maioria das espécies possui de 2 a 4
pares com sitios de rDNA 45S e/ou rDNA 5S. Os dados completos analisados sao
apresentados na (Tabela 1) e sao referentes a publicacdes realizadas entre 0s anos
de 1975 e 2018.

TABELA 1: ANALISE DA DISTRIBUICAO DO 45S RDNA E 5S RDNA EM ESPECIES DA FAMILIA
CRICETIDAE E MURIDAE. (continua)

N° 45S N° 5S
Familia Espécie 2n rDNA Posicdo 45S rDNA Posicdo 5S Referéncia
Cricetid
ae Akodon montensis 24 4 T 1 | Soares et al, 2018
Cricetulus griseus 22 10 T Hsu, 1975
Mesocricetus
auratus 44 1 | Lomholt, 2001
Microtus agrestis 50 p Hsu, 1975
Oecomys auyantepui 65 T P Gomes Junior, 2016
Oecomys bicolor 80 24 T | Gomes Junior, 2016
Oecomys rutilus 90 4 T 2 | Gomes Junior, 2016
Peromyscus
eremicus 48 9 T Matsuabara et al, 2004
Muridae Apodemus agrarius 48 T T Matsuabara et al, 2004
Apodemus argenteus 46 T T Matsuabara et al, 2004
Apodemus gurkha 48 22 T 2 T Matsuabara et al, 2004
Apodemus
peninsulae 48 T 2 T Matsuabara et al, 2004
Apodemus semotus 48 4 T 2 T Matsuabara et al, 2004
Apodemus speciosus 47 2 T 2 T Matsuabara et al, 2004
Apodemus sylvaticus 48 18 Tel 2 T Matsuabara et al, 2004
Mus booduga 40 28 p Cazaux et al, 2011
Mus caroli 40 40 p Cazaux et al, 2011

Mus cervicolor 40 32 p Cazaux et al, 2011
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Mus cooki 40 26 P Cazaux et al, 2011
Mus cypriacus 40 16 P Cazaux et al, 2011
Mus famalus 40 36 P Cazaux et al, 2011
Mus fragilicauda 40 38 P Cazaux et al, 2011
Mus haussa 36 P Cazaux et al, 2011
Mus hortunalus 40 P Matsuda et al, 1995
Mus indutus 36 P Cazaux et al, 2011
Mus macedonicus 40 12 P Cazaux et al, 2011
Mus matthey 36 14 P Cazaux et al, 2011
Mus minutoides 18 P Cazaux et al, 2011
Mus musculoides 18 4 P Cazaux et al, 2011
Mus musculs
castaneus 40 8 P Cazaux et al, 2011
Mus musculus
brevirostris 40 20 P Matsuda et al, 1995
Mus musculus 40 12 p Cazaux et al, 2011,
domesticus Suzuki et al, 1990
Mus musculus Matsuda et al, 1994 e
molissinus 40 22 P 2 T 1995

Elsevier, 1975;
Mus musculus Matsubara 2003;
musculus 40 12 P 2 T Cazaux 2011; Suzuki

1990; Matsuda 1995
Mus pahari 48 42 P Cazaux et al, 2011
Mus platythrix 26 6 P 2 T Matsubara et al, 2003
Mus spicelgus 40 10 P Cazaux et al, 2011
Mus spretus 40 6 T 2 T
Mus terricolor 40 16 | Cazaux 2011
Rattus norvegicus 42 9 | 4 leT Szabo, 1978

Cazaux 2011; Cavagna
Rattus rattus 38 6 P 2002
Taterillus congicus 54 6 2 T Dobgny 2004
Taterillus gracilis 37 2 | 2 leT Dobgny 2004
Taterillus pygargus 23 4 | 4 | Dobgny 2004
Taterillus sp 24 2 P 3 | Dobgny 2004
Taterillus tranieri 15 3 [ 4 leT Dobgny 2004

Intersticial=I; Pericentromerica=P; Terminal=T

Variacdo cromossémica em Cricetidae e Muridae

Considerando as espécies com dados da localizacdo do rDNA foi realizado a
analise de variacdo do numero diploide. Nas espécies da familia Cricetidae o
nimero de cromossomos variou de 2n=22 a 90 (GRAFICO 1). Enquanto que em
Muridae o nimero dipléide variou de 2n= 15 a 54 (GRAFICO 2).



GRAFICO 1: VARIAGAO DO NUMERO DIPLOIDE EM ESPECIES DA FAMILIA CRICETIDAE

Variagdo do 2n em Cricetidae

100
90
80
70

60

50

4

3

2

10
0

zf’ .@Q . o° S

o O O O

GRAFICO 2: VARIAGAO DO NUMERO DIPLOIDE EM ESPECIES DA FAMILIA EM

MURIDAE

Variagdo do 2n em Muridae

60
50
40
30
20
10 ”
0
FFF DY P EE T ® SIS &K
%@0 \’&@ %°°® & & & & q’\\N\}CJ o@ $ v &°$ %é’& & ¥ '@ @\ @0\\\\"%%
T LN e e @ : NN N : GJ ¢
e%&%c’%“}w@@é% &&‘%%@\&@\%;ﬁ‘@@&%é\
S & o 0@@00@\ o o Y <3
& & $ A\ B & e RESESE g
F & @\? NN &
W YW & &
%‘Q >
I

Distribuicdo cromoss6mica do 45S rDNA

Familia Cricetidae

13



14

Foram encontrados dados da distribuicdo cromossdmica do sitio 45S rDNA
em 7 espécies da familia Cricetidae. O numero de cromossomos portadores do sitio
45S rDNA variou de 4 a 24 pares (Tabela 1). Quanto a posi¢cao, a mais frequente
observada foi a terminal (GRAFICO 3).

GRAFICO 3: POSICAO DE OCORRENCIA DO SITIO 455 RDNA NO CROMOSSOMO EM
CRICETIDAE

Posi¢@o cromossomica do 45S rDNA em
Cricetidae

= Terminal

m Intersticial

Pericentromerica

Familia Muridae

Foram obtidos dados da distribuicdo cromossémica do sitio 45S rDNA em 38
espécies da familia Muridae. Quando ao nimero de cromossomos que carregam o
45S rDNA, foi observada uma variacdo de 2 a 42 pares (Tabela 1). A posicao
cromossOdmica mais frequente observada para o 45S rDNA foi a pericentromérica
(GRAFICO 4).

GRAFICO 4: POSICAO DE OCORRENCIA DO SITIO 45S RDNA NO CROMOSSOMO
MURIDAE
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Posi¢do cromossdémica do 45S rDNA em Muridae

® Terminal
m Intersticial

® Pericentromerica

Distribuicdo cromossémica do 5S rDNA

Familia Cricetidae

Para o sitio 5S rDNA, foram obtidos dados da sua distribuicdo cromossémico
em 5 espécies da familia Cricetidae. O niumero de cromossomos portadores do 5S
rDNA variou de 1 a 2 pares (Tabela 1). A posicdo cromossémica mais frequente
observada para o sitio 5S rDNA foi intersticial (GRAFICO 5).

GRAFICO 5: POSICAO DE OCORRENCIA DO SITIO 5S NO CROMOSSOMO EM
CRICETIDAE
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Foram encontrados dados da distribuicdo cromossémica do sitio 5S rDNA em
17 espécies da familia Muridae. A variagdo observada no nimero de cromossomos
qgue carregam o 5S rDNA foi de 2 a 5 pares (Tabela 1). Em relacédo a posi¢ao do sitio
5S rDNA no cromossomo, foi visto que a mais maioria localiza-se na regiao terminal
(GRAFICO 6).

GRAFICO 6: POSICAO DE OCORRENCIA DO SiTIO 55 RDNA NO CROMOSSOMO EM
MURIDAE.
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Regibes organizadoras do nucléolo - NORs

Neste trabalho também foi realizada a analise dos dados da variacéao
numérica e localizacdo cromossémica das regifes organizadoras do nucléolo.
Foram encontrados registros para 32 espécies da Familia Cricetidae e 18 para a
Familia Muridae. Em geral a variagcdo numérica foi de 2 a 11 pares cromossOmicos
portadores da NOR. Quanto a localizacdo cromossdmica, foi visto que a posicao
terminal é a mais frequente. Os dados completos analisados sdo apresentados na
Tabela 2.



TABELA 2: ANALISE DA DISTRIBUIGAO DA REGIAO ORGANIZADORA DE NUCLEOLO EM
ESPECIES DAS FAMILIAS CRICETIDAE E MURIDAE. (continua)

Yonenaga-Yassuda et al, 1992
Yonenaga-Yassuda et al, 1983
Soares et al, 2018

Seker et al, 2018

Sanchez et al, 19999
Sekeroglu et al, 2011
Mahmoudi et al, 2017

Arslan et al, 2016

Arslan et al, 2017
Sanchez 1990

Sanchez 1991

Arslan et al 2016
Mahmoudi et al, 2017
Sanchez 1990
Yorulmaz et al, 2013
Gross et al, 2016
Gross et al, 2016
Gross et al, 2016

Gross et al, 2016
Rosa, 2011

Rosa, 2011
Rosa, 2011

Gross et al, 2016
Gross et al, 2016

Testoni et al, 2010

Silva e Yonenaga-Yassuda,
1999

Silva e Yonenaga-Yassuda,
1999

Silva e Yonenaga-Yassuda,
1999

Silva e Yonenaga-Yassuda,
1999

Ventura et al, 2004

Ventura et al, 2004

Souza et al, 2001
Shbulotova et al, 1990
Chassovnikarova et al, 2009
Rubtsov et al, 2004

Stitou et al, 2000
Badenhorst et al, 2011
Badenhorst et al, 2011
Badenhorst et al, 2011

Familia Espécie 2n N° de NOR Posicdo Referéncia

Cricetidae ~ Akodon cursor 24e25 5 T
Akodon cursor 14,15¢€ 16 3eX TeP
Akodon montensis 24 4 T
Arvicola amphibius 36 4 P
Arvicola sapidus 40 8 P
Microtus dogramacii 48 4 P
Microstus kermanensis 54 4 P
Microtus schidlovskii 60 10 P
Microtus anatolicus 60 8 P
Microtus arvalis 46 5 TeP
Microtus cabrerae 54 6 P
Microtus irani karamani 60 7 P
Microtus mystacinus 54 4 P
Microtus nivalis 54 8 P
Microtus obscurus 46 4 TeP
Oecomys auyantepui 64 2 T
Oecomys auyantepui 64 e 66 2 T
Oecomys bicolor 80 5 T
Oecomys bicolor 80 5 T
Oecomys paricola FN=72 68 3 T
Oecomys paricola FN=74 70 2 T
Oecomys paricola FN=76 70 2 T
Oecomys rutilus 53 2 T
Oecomys rutilus 54 2 T
Rhagomys rufescens 36 6 TeP
Rhipidomys cf: mastacalis 44 4 T
Rhipidomys sp A a4 T
Rhipidomys sp B FN=71 50 4
Rhipidomys sp B FN=72 50 4
Thaptomys sp 50 T
Thaptomys nigrita 52 T
Wiedomys pyrrhorhinus 62 4 T

Muridae Apodemus agrarius 48 4 TeP
Apodemus agrarius 48 6 TeP
Apodemus peninsulae 48 2 T
Apodemus sylvaticus 48 8 T
Berylmys berdmorei 41 4
Berylmys bowersi 40 4
Bandicota savilei 45 2
Leopoldamys edwardsi 42 5

Badenhorst et al, 2011
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Maxomys surifer 52 8 Badenhorst et al, 2011
Mus musculus 40 11 P Suzuki et al, 1999
Myomys albipes 46 3 leP Corti et al, 1999
Niviventer fulvescens 46 5 Badenhorst et al, 2011
Rattus exulans 42 3 Badenhorst et al, 2011
Rattus losea 42 3 Badenhorst et al, 2011
Rattus norvegicus 42 3 Badenhorst et al, 2011
Rattus rattus 40 3 Badenhorst et al, 2011
Rattus tanezumi 42 3 Badenhorst et al, 2011
Stenocephalemys
albocauda 54 3 TeP Corti et al, 1999

T = Terminal; P = Pericentromérico; | = Intersticial

Variacdo cromossdmica em Cricetidae e Muridae
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Considerando as espécies das Familias Cricetidae e Muridae que foram

encontrados dados da localizacdo das NORs, foi avaliado também a variacdo do

numero diploide. Para Cricetidae, foi visto 2n= 14 a 80 (Grafico 7) e para Muridae,

essa variacao foi de 2n= 40 a 54 (Gréfico 8).

GRAFICO 7: VARIAGAO DO NUMERO DIPLOIDE EM ESPECIES DA FAMILIA CRICETIDAE
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Variagdo 2n em Muridae
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Regides Organizadoras de Nucléolo (NORs) em Cricetidae

Na Familia Cricetidae, o nUmero de pares cromossdmicos portadores da NOR
variou de 2 a 10 e foi observado também a presenca da NOR no cromossomo X da
espécie Akodon cursor (Tabela 2). Quanto a localizacdo, as NORs foram
observadas com mais frequéncia na regido terminal (Grafico 9).

GRAFICO 9: POSICAO DE OCORRENCIA DAS NORS NO CROMOSSOMO EM CRICETIDAE.
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Em Muridae, o nUmero de cromossomos portadores da NOR variou de 2 a 11

pares. Em relacdo a posi¢ao, a mais frequente foi a terminal (Grafico 10).

GRAFICO 10: POSICAO DE OCORRENCIA DAS NORS NO CROMOSSOMO EM MURIDAE

Posicdo cromossdmica da NOR em Muridae

®m Terminal
m Intersticial

Pericentromérica

3.1 DISCUSSAO

A diversidade de numero e localizacdo das NORs encontradas neste trabalho
podem ser resultado de altas taxas de transposicéo intracromossdmica, na auséncia
de rearranjos visiveis em roedores, como foi estabelecido por Grozdanov et al
(2003) e Britton-Davidian et al (2012). Contudo, a técnica de impregnacao por nitrato
prata pode gerar resultados imprecisos, visto que blocos de heterocromatina podem
ser impregnados pela prata, levando a marcagao de “falsas NORs” (Dobigny et al
2002). Além disso, essa técnica marca as proteinas associadas a estrutura
nucleolar, e ndo as regides de DNA ribossomal, limitando a identificacdo somente as
NORs que estiveram ativas na intérfase anterior (MILLER et al, 1976). Portanto, &
comum encontrar um maior nimero de sitios identificados pelo FISH através de
sondas ribossomais se comparado aos sitios identificados através da impregnacéao
por nitrato de prata.

Assim como foi encontrado neste trabalho, e é também comum em varios
outros grupos (LIRA 2012; SANTOS 2010), Gomes Junior (2014) relata a grande
diferenca no numero de sitios de NOR e rDNA 18S observados em Oecomys bicolor,
onde a hibridizac&o in situ revela multiplos sitios desse gene. Acredita-se que esses

multiplos sitios em O. bicolor sejam resultado de duplicacdes e dispersoes.
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Apesar da grande variedade de posicéo e localizagdo encontrada para o gene
rDNA 45S (28S, 18S e 5.8S) na maioria dos grupos aqui analisados e em outros
trabalhos (MARTINS; GALLETI JUNIOR, 1999; GOMES JUNIOR, 2014) o gene
rDNA 5S parece ter sua localizacdo conservada. A posicdo intersticial encontrada
para esse gene pode estar relacionada a protecdo de sequéncias, evitando
possiveis eventos de crossing over, que Sao mais comuns nas regides terminais do
cromossomo (MARTINS E GALETTI JR, 1999). Essas evidéncias corroboram com o
padrao de distribuicdo do gene rDNA 5S encontrado neste trabalho, onde tanto para
Murinae quanto para Cricetidae, a posicdo mais frequente na qual o gene 5S foi
encontrada, foram as regides intersticial e terminal do cromossomo. Ventura et al
(2012) também constatou a conservacao dos sitios cromossdmicos de rDNA 5S na
tribo Akodontini, apesar da grande variabilidade cariotipica do grupo.

Utilizando o género Mus como modelo (Rodentia, Muridae), Cazaux et al
(2011) evidenciaram que os sitios de rDNA localizavam-se preferencialmente na
regido pericentromeérica do cromossomo, sugerindo que o acumulo de sequéncias
repetitivas na regido centromérica pode contribuir para os altos niveis de rearranjo
cromossOémico no grupo. Essa localizagéo preferencial na regido pericentromérica e
centromérica também foi observada para alguns grupos Muridae e Cricetidae
encontrados nesse levantamento.

No entanto, ainda ndo se pode afirmar que a presenca de sequéncias
repetitivas conduza para uma instabilidade gendémica. Acredita-se que um fator
adicional deve ser o responsavel por desencadear tal processo, como a modificacao
epigenética do DNA, de pequenas repeticdes intercaladas. A hipometilacdo do DNA
estd associada as regides de quebra e translocacdes cromossémicas, apontando
para uma interacdo complexa entre a sequéncia de DNA, atividade transcricional,
modificacdes no DNA e até mesmo estrutura da cromatina (BROWN; O’NEILL, 2010;
CARBONE et al, 2009).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho apresenta uma compilacdo de estudos sobre rDNA em
Rodentia, principalmente nas familias Cricetidae e Muridae. Os genes ribossomais
sdo importantissimos para o funcionamento da célula uma vez que codificam para
as subunidades do ribossomo e estdo diretamente ligados a codificacdo de
proteinas. Estudos com rDNA ainda séo relativamente recentes em Rodentia e ha
muitas lacunas a serem preenchidas, tendo em vista a diversidade da Ordem e a
abrangéncia dos estudos encontrados neste trabalho. As variacbes observadas no
namero e posicdo dos rDNAs podem ser resultado da alta dinamica molecular
destas sequéncias repetitivas, que levam ao rearranjo dos cromossomos. Além
disso, o acumulo na regido pericentromérica de sequéncias de rDNA pode estar
relacionado as altas taxas de rearranjos cromossdmicos. Porém, outros fatores
parecem estar relacionados a dinamica de repadronizacdo cromossémica observada
nos roedores, como a epigenética. Nesse sentido, fica claro a necessidade de
ampliar os objetos de estudos, abrangendo um nimero maior de representantes de
Rodentia, afim de ampliar o conhecimento a respeito do comportamento desses

genes ribossomais em outros grupos de roedores.
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