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RESUMO

A Ordem Rodentia representa a mais numerosa ordem de mamiferos, com cerca de 42%
das espécies conhecidas atualmente. Os roedores apresentam 2.227 espécies, 468 géneros e 33
familias recentes, sendo este ultimo elevado para 50 se forem consideradas as familias
extintas. A enorme variagdo na morfologia, na diversidade de habitats e climas e na
alimentacdo sdo as causas desta Ordem ser mais numerosa e melhor sucedida evolutivamente
entre as ordens de mamiferos. O género Oecomys pertence a subfamilia Sigmodontinae
(Cricetidae, Rodentia) com aproximadamente 16 espécies descritas, distribuidas em floresta
tropical e subtropical do Centro e do Sul da América. Estudos citogenéticos prévios sugerem
gue o género Oecomys apresenta uma grande diversidade cariotipica, com o numero dipl6ide
variando entre 58 e 86. No presente trabalho foram analisados, por meio de técnicas
citogenéticas convencionais e pintura cromossémica multidirecional (Sondas cromossémicas
de Hylaeamys megacephalus — HME), foram analisados 18 exemplares de Oecomys, sendo
quatro coletados na regido metropolitana de Belém, Para; dois no Municipio de Santa
Barbara, Para; cinco na regido de Carajas, Pard e 7 na regido do Calha Norte, Para. Os
exemplares do Parque Ambiental de Belém apresentaram 2n=72 e NF=76; os exemplares de
Santa Barbara apresentaram 2n=70 e NF=74 e os de Carajas apresentaram 2n=70 e NF=72.
Todos estes exemplares foram identificados como O. paricola. Os exemplares coletados do
Calha Norte apresentaram 2n=62 e NF=80 e foram identificados como O. auyantepui. Os
citotipos descritos para O. paricola apresentaram diferencas em 5 picos de HME hibridizados,
evidenciando 3 associacOes para esta espécie. Para O. auyantepui foram identificados 5
associacOes. As diferencas cromossdmicas encontradas para O. paricola de diferentes regides
geograficas sugerem gue estes cittipos pertencem a espécies cripticas, o que é caracterizado.
NoOs sugerimos que as populacdes de O. paricola s&o um complexo de espécies onde ja

ocorreu a diferenciagdo cromossémica, mas ndo diferenciacdo morfoldgica e molecular.



ABSTRACT

The Order Rodentia represents the largest mammal order, with approximately 42% of
species currently known. Rodents have 2,227 species, 468 genera and 33 families recent, the
latter being raised to 50 if the extinct families are considered. Their huge variation in
morphology, diversity of habitats and climates and food are the causes of this be most
numerous and evolutionarily successful among mammalian orders. The Oecomys genus
belongs to the subfamily Sigmodontinae (Cricetidae, Rodentia) with approximately 16
described species, distributed in tropical and subtropical forest of Central and South America.
Previous cytogenetic studies suggest that Oecomys features large karyotype diversity, with the
diploid number ranging from 58 to 86. In this study were analyzed by conventional
cytogenetic techniques and multidirectional chromosome painting (using whole chromosome
probes of Hylaeamys megacephalus) 18 specimens of Oecomys were analyzed, four were
collected in the metropolitan area of Belém, Parg; two in the city of Santa Barbara, Para; five
in the region of Carajas, Pard and 7 in Calha Norte region, Pard. Specimes from Belém
Environmental Park had 2n = 72 and FN = 76; specimes from Santa Barbara had 2n = 70 and
FN = 74; from Carajés presented 2n = 70 and FN = 72. All this sample was identified as O.
paricola. Specimens collected from the Calha Norte region had 2n = 62 and NF = 80 and
were identified as O. auyantepui. The cytotypes described for O. paricola showed differences
in five HME peaks, indicating 3 associations for this species. O. auyantepui showed five
associations. Chromosomal differences found for O. paricola from different geographic
regions suggest that these cytotypes belong to cryptic species. We suggest that these
populations of O. paricola are a complex of species where the chromosomal differentiation

already happened but not the morphological and molecular ones.



1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A ORDEM RODENTIA

A Ordem Rodentia representa a mais numerosa ordem de mamiferos, com cerca de
42% das espécies conhecidas atualmente. Os roedores apresentam 2.227 especies, 468
géneros e 33 familias recentes, sendo este ultimo elevado para 50 se forem consideradas as
familias extintas (MUSSER, CARLETON, 2005). A enorme variacdo na morfologia, na
diversidade de habitats e climas e na alimentacdo sdo as causas desta Ordem ser mais
numerosa e mais diversificada evolutivamente entre as ordens de mamiferos (EMMONS,
FEER, 1997).

Os roedores possuem corpo versatil e esguio, bem adaptado a diversos modos de vida
e variados climas e altitudes, por isso apresentam habitats extremamente variados, podendo
ser encontrados em ambientes como terrestre, arboreo, semiaquatico ou semifossorial. Podem
ser encontrados em quase todas as areas do planeta e sdo nativos na maioria das areas
terrestres, com excecdo da Antartida (NOWAK, 1999; SMITH, PATTON, 1999; WILSON,
REEDER, 2005; D’ELIA et al., 2007; Figura 1)

Os representantes sdo, em sua maioria, de porte pequeno quando comparados com
outras ordens, porém compreendem desde animais de poucos gramas até a capivara, com em
média 80Kg (NOWAK, 1994). Os roedores sdo animais predominantemente herbivoros,
porém apresentam uma grande variedade de habitos alimentares, podendo ser insetivoros,

piscivoros ou onivoros. Esta versatilidade alimentar tem sido considerada um dos principais

fatores no notavel sucesso das radiagdes adaptativas destes mamiferos (LANDRY, 1970).

Figura 1 — Representantes da diversidade de habitats em Roedores: Terrestre (Bibimys
labiosus), semiaquatico (Nectomys squamipes), arboricola (Rhipidomys mastacalis);
semifossorial (Blarinomys breviceps), respectivamente. Fonte: Bonvicino et al. (2008)

Outra caracteristica chave para o grande sucesso adaptativo dos roedores em diferentes
nichos ecologicos esta relacionado a estrutura da mandibula e do cranio que dao suporte a um

complexo sistema de musculos. Apresentam de trés a cinco molares, sendo 0s incisivos



separados dos demais dentes por um espaco chamado de diastema. N&o apresentam caninos, o
que leva ao acimulo de grande quantidade de alimento no espaco sem dente, que é repassado
para tras sofrendo a acdo maceradora dos molares. A mandibula ndo possui superficie de
encaixe com 0 cranio, 0 que permite a execucdo de movimentos de rotacdo na mastigacdo
(SAVAGE, LONG, 1986; WILSON, REEDER, 1992). Possuem dois pares de dentes
incisivos em forma de formé&o, um superior e um inferior, sendo o superior de crescimento
ilimitado, que se sobrepde sobre o par inferior, que tem como funcdo cortar, fatiar, cavar,
raspar e ferir (NOWAK, 1994) (Figura 2)

Figura 2 — Denticdo dos Roedores: Incisivos (setas vermelhas), molares e pré-molares (setas
brancas), diastema (reta amarela). Adaptado de Oliveira e Canola (2007)

Os roedores estdo relacionados a doencgas que podem acometer ao homem e também
merecem uma atencdo por isso. Os roedores silvestres sdo utilizados como animais de
laboratério para emprego em pesquisas parasitoldgicas, pois muitas das espécies sao
hospedeiras naturais de agentes patogénicos. Muitos roedores sdo sinantropicos e podem
disseminar suas doencas através de pelos, urina, fezes e mordidas. Os roedores também
podem ser disseminadores de outras enfermidades como: leptospirose, peste bubdnica, tifo
murino, salmonelose, triquinose, helmintoses, febre hemorrégica e hantavirose (GARDENAL,
2005; MURUA, PADULA, 2005).

Os membros desta ordem s&o indispensaveis em quase todas as faunas, pois tem papel
importante na cadeia alimentar, fazendo parte da dieta de algumas aves, mamiferos e repteis, e
na dispersao de sementes. Existem também espécies que sdo consideradas pragas, pois dao
enormes prejuizos as lavouras. Por isso, alguns paises estdo promovendo o controle destes
roedores através da construcdo de armadilhas tipo barreiras, controle bioldgico, minimizacéo

de reflgio e alimento, bem como controle de fertilidade destes roedores (JACOB, 2005).



1.2 CLASSIFICACAO DA ORDEM RODENTIA

Inicialmente os roedores foram classificados em trés grandes categorias subordinais:
Sciuromorpha (sete familias, 71 géneros e 393 espécies), Hystricomorpha (18 familias, 60
géneros e 185 espécies) e Myomorpha (nove familias, 223 géneros e 1109 espécies)
(SIMPSON, 1945; ANDERSON, 1967). Esta classificacdo levou em consideracdo as
diferencas na estrutura craniana e nos padrGes de especializacdo do musculo masseter e
principalmente nas relacGes deste com o conduto infraorbitario. Entretanto, atualmente
acredita—se que as especializacBes deste musculo possam ter surgido independentemente, nao
sendo, desta forma, relevantes para a classificacdo dos roedores. A grande diversidade
morfologica, o numero consideravel de ramos de descendéncia e a evolucdo paralela de
caracteres muito similares em alguns grupos de roedores geraram controvérsias quanto a sua
classificacdo taxonémica. A classificagdo mais atual (MUSSER, CARLETON, 2005) baseia-
se especialmente na morfologia e anélise de dados moleculares e reconhece cinco subordens
(Tabela 1): Anomaluromorpha com duas familias, Castorimorpha com trés familias,
Myomorpha com duas superfamilias e sete familias, Sciuromorpha com trés familias e

Hystricomorpha com duas infraondens e vinte familias.



Tabela 1. Classificagdo mais atual segundo Musser e Carleton (2005)

Familia Dipodidae
Familia Nesomyidae
Familia Cricetidae
Familia Muridae

Familia Spalacidae
Familia Calomyscidae

Familia Castoridae
Familia Heteromyidae
Familia Geomyidae

Familia Aplodontiidae
Familia Sciuridae
Familia Gliridae

Familia Platacanthomyidae

Familia Anomaluridae
Familia Pedetidae

Familia Bathyergidae
Familia Hystricidae
Familia Petromuridae
Familia Ctenomyidae
Familia Echimyidae
FamiliaThryonomyidae
Familia Erethizontidae
Familia Chinchillidae
Familia Dinomyidae
Familia Caviidae

Familia Dasyproctidae
Familia Cuniculidae
Familia Ctenomyidae
Familia Octodontidae
Familia Abrocomidae
Familia Myocastoridae
Familia Capromyidae
Familia Heptaxodontidae
Familia Ctenodactylidae
Familia Diatomyidae



A Subordem Myomorpha esta dividida duas superfamilias: Muroidea e Dipodoidea.
Muroidea ¢ um taxon monofilético composto por seis familias (Nesomyidae, Cricetidae,
Muridae, Platacanthomyidae, Spalacidae e Calomyscidae), 130 géneros e 700 espécies
atualmente descritas (MUSSER, CARLETON, 2005; WILSON , REEDER, 2011). Esta
superfamilia é caracterizada por auséncia de pré-molares, tamanho decrescente dos molares,
presenca de foramen infra-orbital amplo, frontais comumente estreitos, bulas pouco
desenvolvidas e jugais curtos (CARLETON, MUSSER, 1984). Sua monofilia é fortemente
apoiada por estudos paleontoldgicos, morfoldgicos e moleculares (CARLETON, MUSSER,
1984; MUSSER, CARLETON, 2005).

1.3 CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA CRICETIDAE E SUBFAMILIA
SIGMODONTINAE

Os cricetideos representam a segunda maior familia de mamiferos e a mais
diversificada no Brasil. Diversos estudos morfoldgicos mostraram uma série de diferencas
entre os Cricetideos Norte e Sul- Americanos, como por exemplo, diferencas na morfologia
peniana, na anatomia das glandulas acessorias do sistema reprodutor masculino, na
morfologia do estbmago, na microestrutura do pelo e parasitologia (REIG, 1984). Cricetidae
apresenta seis subfamilias, dentre as quais, Sigmodontinae é a segunda maior em nimero de
espécies e representantes na biodiversidade de roedores na América do Sul (SWIER et al.,
2009). A subfamilia tem distribuicdo geografica restrita as Américas, sendo a maioria
encontrada na América do Sul e apenas quatro géneros ocupando a America Central e do
Norte (Figura 3).

Figura 3. Distribuicdo geografica da subfamilia Sigmodontinae. Adaptada de
<http://tolweb.org/images/Sigmodontinae/16548>



Baseado na morfologia e sistematica molecular, Sigmodontinae abriga atualmente 380
espécies em 84 géneros e nove tribos: Abrotrichini, Akodontini, Ichthyomyini, Oryzomyini,
Phyllotini, Reithrodontini, Sigmodontini, Thomasomyini e Wiedomyini (SMITH, PATTON,
1999; MUSSER, CARLETON, 2005; WILSON, REEDER, 2005; D’ELIA et al., 2007; Tabela
2). Anteriormente, as classificacdes levavam em consideracdo apenas dados morfoldgicos
(REIG, 1984; MUSSER, CARLETON, 2005). Baseado na analise dos padrbes de diversidade
e da distribuicdo atual das varias tribos, acredita-se que esse grupo teve origem na América do
Norte e que diversificou, gradativamente, na América do Sul, no Mioceno inferior e
Oligoceno Superior (REIG, 1984). Alguns estudos, que levam em consideragdo caracteres de
estruturas cranio-dentérias e em dados cromossémicos, sugerem Oryzomyini como sendo a
tribo mais primitiva dentro de Sigmodontinae (GARDNER, PATTON, 1976; REIG, 1984;
EISENBERG, REDFORD, 1999). Porém, estudos mais recentes que levam em consideracao
dados moleculares consideram Sigmodontini como tribo mais primitiva (ENGEL et al., 1998;
SMITH, PATTON, 1999; D’ELIA, 2003; WEKSLER, 2006).

Tabela 2. Classificacdo tribal dos roedores sigmodontineos. Entre parénteses a numero de

géneros de cada tribo.

Reig (1984) Musser e Carleton (2005) |D'Elia et al. (2007)
Akodontini (10) Akodontini (19) Abrotrichini (5)
Ichthyomyini (4) | Ichthyomyini (5) Akodontini (14)
Oryzomyini (13) |Oryzomyini (18) Ichthyomyini (5)
Phyllotini (14) Phyllotini (14) Oryzomyini (26)
Scapteromyini (3) |Reithrodontini (3) Phyllotini (10)
Sigmodontini (2) |Sigmodontini (1) Reithrodontini (1)
Wiedomyini (1) Thomasomyini (4) Sigmodontini (1)
Incertae sedis (4) |Wiedomyini (1) Thomasomyini (5)
Incertae sedis (8) Wiedomyini (1)
Incertae sedis (11)

1.4 CONSIDERACOES SOBRE A TRIBO ORYZOMYINI

Oryzomyini € a tribo mais diversa dentro de Sigmodontinae e abrange cerca de 35%
dos roedores sigmodontineos, com 130 espécies agrupadas em 33 géneros existentes ou
recentemente extintos (PERCEQUILLO, WEKSLER, COSTA, 2011; WEKSLER,



PERCEQUILLO, 2011; PINE, TIMM, WEKSLER, 2012) (Tabela 3). Apresentam uma ampla
distribuicdo geografica que cobre toda a regido Neotropical e ocorrem desde o extremo sul da
Ameérica do Sul (Tierra del Fuego) ao leste dos Estado Unidos (WEKSLER, 2006; TURVEY
et al., 2010). Sdo encontrados em quase todos 0s biomas da América do Sul como savanas,
florestas, banhados, campos e ambientes semi-arido, sendo, geralmente, os mais abundantes
pequenos mamiferos dessas areas (VOSS, EMMONS, 1996; EISENBERG, 1999). Esses
animais possuem habitos alimentares que vado de onivoros a insetivoros, ampla diversidade
morfologica e habito predominantemente cursorial, mas também podem desenvolver habito

arbdreo ou semi-aquatico.

Tabela 3. Classificacdo atual da Tribo Oryzomyini. Baseado em Weksler (2006) e Pine, Timm
e Weskler (2012). Legenda: T extintos.

Ordem Rodentia
Subordem Myomorpha
Superfamilia Muroidea
Familia Cricetidae
Subfamilia Sigmodontinae
Tribo Oryzomyini (33, 130)
Género Aegialomys(2)
Género Agathaeromyst (2)
Género Amphinectomys (1)
Género CarletonomysT (1)
Género Cerradomys (6)
Género Drymoreomys (1)
Género Eremoryzomys (1)
Género Euryoryzomys (6)
Género Handleyomys (2)
Género Holochilus (4)
Género Hylaeamys (7)
Género Lundomys (1)
Género Megalomyst (4)
Género Melanomys (3)
Género Microakodontomys (1)
Género Microryzomys (2)
Género Mindomys (1)
Género Neacomys (7)
Género Nectomys (5)
Género Nephelomys (14)
Género Nesoryzomys (4)
Género Noronhomyst (1)
Género Oecomys (16)
Género Oligoryzomys (18)
Género Oreoryzomys (1)
Género Oryzomys (8)
Género PennatomysT (1)
Género Pseudoryzomys (1)
Género Scolomys (2)
Género Sigmodontomys (1)
Género Sooretamys (1)
Género Transandinomys (2)
Género Zygodontomys (3)




Esta tribo foi cladisticamente definida por Voss e Carleton (1993) quando estabelecem
cinco sinapomorfias para a tribo: auséncia de vesicula biliar, auséncia de cobertura timpénica,
presenca de um palato longo, auséncia da barra do alisfendide e presenca de um par peitoral
de mamas. Weksler e Percequillo (2011) propuseram um novo arranjo classificatorio para
facilitar a identificagdo de roedores oryzominios com sete sinapomorfias para a tribo,
desconsiderando a presenca de um par peitoral de mamas e incluindo 12 vértebras toracicas,
auséncia de arcos hermais na primeira vertebra caudal e menos de 36 vertebras caudais.

A tribo Oryzomyini é considerada um tdxon monofilético através de filogenias geradas
a partir de caracteres morfologicos (WEKSLER et al., 2006) e com analises de sequéncias dos
genes cyt-b (PATTON, DA SILVA, 1995) e IRBP (Interphotoreceptor Retinoid Binding
Protein) (WEKSLER, 2003, 2006; D’ELIA et al., 2007; AVARIA-LIAUTUREO et al.,
2012). Qutros autores discordam do carater monofilético da tribo (SMITH, PATTON, 1999;
BONVICINO, MOREIRA, 2001; BONVICINO et al., 2003), o que mostra a necessidade de
estudar maior nimero de taxons e de utilizar marcadores moleculares para gerar uma arvore

mais robusta, e esclarecer de modo satisfatdrio as relaces entre 0s orizomineos. A classificacéo

mais recente considera 28 géneros para a tribo Oryzomyini (Weskler et al., 2006)

1.5 GENERO Oecomys

As espécies deste género (Figura 4) tém tamanho de pequeno a médio porte, sendo a
cauda maior que o comprimento do corpo. O dorso varia de castanho-escuro a castanho-
alaranjado, com laterais mais claras que o dorso e limite bem definido em relagéo ao ventre. A
pelagem do ventre pode ser completamente branca, creme com pélos de base cinza, ou com
este segundo padrdo e manchas completamente brancas ou cremes na linha mediana do
ventre. A pelagem da cabeca é geralmente similar & do corpo. As patas sdo relativamente
curtas, largas e claras, com uma mancha ligeiramente escura na superficie dorsal e almofadas
planares bem desenvolvidas. A cauda apresenta porcdo terminal pilosa, que pode ou néo
formar um pincel caudal. Possuem quatro pares de mamas: peitoral, pds-axial, abdominal e
inguinal (BONVICINO et al., 2008).

As espécies de Oecomys sdo de habito noturno, podem viver em pares, em familia ou
em colbnias. Sao arboricolas e habitam as areas florestais da Floresta Amazonica e Mata
Atlantica, além de matas de galeria e outras formacdes florestais do Cerrado e Pantanal.
Podem fazer ninhos em buracos de arvores, emaranhado de epifitas ou trepadeiras, copas de

palmeiras ou ninhos de passaros abandonados. Normalmente estes roedores buscam alimentos



nas arvores, mas podem ir até o chdo em busca de &gua e alimento (HERSHKOVITZ, 1960;
OLIVEIRA & BONVICINO, 2006; BONVICINO et al., 2008).

Figura 4. Exemplar do género Oecomys sp. (Bonvincino et al., 2008).

O género Oecomys conta com dezesseis espécies atualmente reconhecidas como
validas (MUSSER, CARLETON, 2005; OLIVEIRA, BONVICINO, 2006; CARLETON,
EMMONS, MUSSER, 2009): Oecomys auyantepui Tate, 1939, O. bicolor Thomas, 1860, O.
catherinae Thomas 1909, O. cleberi Locks, 1981, O. concolor Wagner, 1845, O. flavicans
Thomas, 1894, O. mamorae Thomas, 1906, O. paricola Thomas, 1904, O. phaeotis Thomas,
1901, O. rex Thomas, 1910, O. roberti Thomas, 1904, O. rutilus Anthony 1921, O. speciosus
Allen & Chapman, 1893, O. superans Thomas, 1911, O. sydandersoni Carleton, Emmons &
Musser, 2009 e O. trinitatis Allen & Chapmam, 1893, distribuidas em areas de floresta
tropical e subtropical das Américas Central e do Sul, incluindo Costa Rica, Trinidad, Panama,
Venezuela, Colémbia, Equador, Peru, Bolivia, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Brasil
(HERSHKOVITZ, 1960). A Figura 5 mostra a distribuicdo das doze espécies encontradas no
Brasil (BONVICINO et al., 2008).
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Figura 5. Distribuicdo das espécies de Oecomys no Brasil (Bonvincino et al., 2008)

Para a Amazbnia brasileira sdo conhecidas nove espécies de Oecomys assim
distribuidas: Oecomys auyantepui, presente na Venezuela, Guianas e Brasil, no Estado do
Amapa; O. bicolor, presente do Panama a Colémbia, Equador, Peru, Bolivia, Venezuela,
Guianas e no Brasil, nos Estados do Amapa, Roraima, Amazonas, Para, Acre, Rond6nia, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Goias, Bahia, Minas Gerais e no Distrito Federal; O.
concolor, presente no Brasil, nos Estados do Amazonas e Roraima, e também na Venezuela,
Colémbia e Bolivia; O. paricola, registrado apenas para o Estado do Para; O. roberti, presente
no Brasil, no Estado do Mato Grosso, Amazonas e Rondonia, e na Bolivia, Peru, Venezuela e
Guianas; O. rutilans, presente na Venezuela, Guianas e no Brasil, no Estado do Amazonas; O.
superans, com ocorréncia na Colémbia, Equador, Peru e Brasil, nos Estado do Acre,
Amazonas e Roraima e O. trinitatis, estendendo-se da Costa Rica até o Brasil, incluindo
Guianas, Trinidad e Tobago, Coldmbia até o Per, e no Brasil os Estados do Acre, Amazonas,
Roraima e Para (BONVICINO et al., 2008).
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1.5.1 HISTORIA TAXONOMICA DO GENERO Oecomys

O género Oecomys foi primeiramente considerado espécie do género Rhipidomys e
posteriormente considerado um subgénero de Oryzomys. Entretanto, alegando similaridades
entre as espécies de Oecomys e Oryzomys, Ellerman (1941) questionou a validade deste taxon,
até mesmo como subgénero. Hershkovitz (1960) realizou a Unica revisdo taxondmica ampla
para 0 género Oecomys, o considerando subgénero de Oryzomys. Este autor, tomando por
base as caracteristicas como tamanho do corpo, propor¢do do tamanho do pé e da cauda em
relagdo ao do corpo e grau de desenvolvimento da crista temporal, alocou 25 nomes
cientificos reconhecidas na época para apenas duas: O. bicolor e O. concolor. Posteriormente,
por ser fortemente diferenciado sob o ponto de vista cariotipico, o subgénero Oecomys foi
elevado ao nivel de género (GARDNER, PATTON, 1976), sendo apoiado por Carleton &
Musser (1984) e Reig (1984, 1986). Somente a partir do trabalho de Musser e Carleton
(1993) tornou-se consenso o status genérico de Oecomys.

1.5.2 ESTUDOS FILOGENETICOS EM Oecomys

As informacdes sobre relaces filogenéticas dentro deste género ainda sdo parciais,
visto que nenhum estudo inclui todas as espécies do género, porém todas as filogenias
apontam para o monofiletismo deste grupo (PATTON, DA SILVA, 1995, SMITH &
PATTON,1999; PATTON et al., 2000, WEKSLER, 2003, ANDRADE, BONVICINO, 2003;
WEKSLER, 2006; ROCHA et al., 2012; PINE, TIMM, WEKSLER, 2012).

Os primeiros trabalhos que estabeleceram propostas filogenéticas para as espécies do
género Oecomys utilizaram dados moleculares de sequéncias do gene mitocondrial citocromo-
b (PATTON, DA SILVA, 1995; SMITH & PATTON,1999; PATTON et al., 2000, ANDRADE,
BONCIVINO, 2003). Weksler et al. (2006) analisaram dados morfolégicos, além de dados
moleculares do gene IRBP. Os trabalhos mais recentes propuseram filogenias mais
abrangentes, pois levaram em consideragdo um numero maior de géneros (ROCHA et al.,
2012) e sequéncias do gene mitocondrial citocromo-b, o primeiro éxon do gene nuclear IRBP
e RNA ribossomal 12S(PINE, TIMM, WEKSLER, 2012; Figura 6).
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1.6 Oecomys paricola

Oecomys paricola ocorre estritamente no Brasil, ao Sul do Rio Amazonas, a partir da
margem direita do Rio Xingu para a fronteira leste do estado do Pard, incluindo a ilha de
Marajo. Esta espécie foi primeiramente descrita por Thomas (1904), sob o género Rhipidomys
como uma das espécies do grupo Rhipidomys dryas. A espécie tipo de O. paricola é uma
fémea coletada em lgarapé-Acu, Estado do Para, Brasil. Cabrera (1960) considerou-a como
uma subespécie de Oryzomys (Oecomys) bicolor. Musser & Carleton (1993) reconheceu
Oecomys paricola como uma espécie valida e também incluiu O. auyantepui Tate, 1939 como
seu sindnimo janior. No entanto, O. auyantepui foi revalidado por Voss et al. (2001) e
sugeriram que Oecomys paricola e O. auyantepui podem ser grupos irmédos. Porém, apartir de
analises filogenéticas essas espécies ndo foram intimamente relacionadas apesar de se

assemelham e diferenciam apenas por alguns carateres cranianos (ROSA et al., 2011).

1.7 DIVERSIDADE CROMOSSOMICA EM ROEDORES

Rearranjos cromossdmicos estruturais balanceados tipo inversdes, translocagdes,
fusBes-fissdes céntricas e fusdes in tandem que, no heterozigoto estrutural tem efeito de
heterose negativa, podem ocupar um papel significativo no processo de especiacdo (KING,
1993). Os roedores, devido as caracteristicas populacionais como alta reprodutividade, baixa
mobilidade e ocupac¢do de nichos restritos (formam pequenos demes) sdao bons modelos para
estudos de especiacdo cromossomica (WILSON et al., 1975; BUSH et al., 1977).

Os roedores apresentam varios casos de polimorfismos cromossémicos e sistemas de
cromossomos sexuais incomuns (AMARAL et al, 2013; VENTURA et al., 2012;
PAREDEDA; NOVELLO, 2012), sugerindo a ocorréncia de taxas desiguais de evolucéo
cromossomica em diferentes grupos de roedores, o que pode indicar uma evolugéo
independente desses grupos (MATTHEY, 1972). Segundo Wilson et al. (1974) a evolugédo
cromossémica e a evolucdo morfoldgica ocorrem paralelamente, porém White (1978) acredita
gue a histéria evolutiva de varios roedores pode ser contada através dos cromossomos, assim
eles podem ter um importante papel no processo de especiacdo, explicando a ocorréncia de
varios casos de espécies cripticas descritas (PEPPERS, BRADLEY, 2000; DOBIGNY et al.,
2002; ROSA et al., 2012). Segundo Patterson (2002), hd uma grande quantidade de roedores
de dificil identificacdo taxondmica e que somente as caracteristicas morfolégicas ndo sdo

suficientes para a diferenciacdo em espécies, sendo necessario realizar a analise
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cromossémica e posterior comparacdo com dados morfologicos para uma correta
classificagdo do exemplar.

Os roedores em geral sdo um excelente grupo para estudos citogenéticos,
principalmente por apresentarem uma histdria evolutiva bastante complexa, como pode ser
observado atraves da grande diversidade morfolégica e carioldgica evidenciadas em algumas
revisdes citogenéticas realizadas (WEKSLER, BONVICINO, 2005; BONVICINO et al.,
2009; ROCHA et al., 2011)

1.7.1 DIVERSIDADE CROMOSSOMICA EM Oecomys

O género Oecomys apresenta uma grande diversidade cariotipica, com 0 nimero
diploide variando entre 58 e 86 (Tabela 4), sugerindo um alto grau de reorganizacdo
cromossémica. O primeiro estudo citogenético nesse género foi realizado por Gardner &
Patton (1976), identificando trés populacfes dentro de Oecomys, sendo uma relacionada a
Oecomys bicolor (2n=80, NF=134-136) e duas relacionadas a Oecomys concolor (2n=80,
NF=108; 2n=60, NF=62).

Para Oecomys paricola foram descritos trés citotipos (2n=68, NF=72; 2n=70, NF=72;
2n=70, NF=76), o que indica que a diferenciagdo morfoldgica desses roedores ndo esta
acompanhando a diversificacdo cromossdmica, ja& que estes ndo apresentam diferencas
morfoldgicas consideraveis (ROSA et al., 2012).

Dentro do género Oecomys apenas nove espécies contam com o cariétipo descrito,
sendo que duas foram descritas e ndo nomeadas (ANDRADE, BONVICINO, 2003;
LANGGUTH et al.,, 2005). Os roedores, devido as caracteristicas populacionais que
apresentam, desenvolveram-se como o0 grupo mais especioso de mamiferos em florestas
neotropicais e um dos mais interessantes para estudos da variabilidade genética e de evolucdo
entre os vertebrados. A analise citogenética comparativa entre especies distintas permite
detectar diferencas cromossdmicas e entender 0s mecanismos de rearranjos cromossémicos
que atuaram na diversificacdo das espécies. Além disso, constitui uma ferramenta bastante util
para auxiliar na identificacdo taxondmica e na compreensdo das relacfes filogenéticas entre
os diferentes grupos (HASS et al., 2008; ROMANENKO et al., 2011)
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Tabela 4. Diversidade cromossdmica em Oecomys. Nota: 2n, numero dipléide; NF, nimero
fundamental; 1) Gardner & Patton (1976); 2) Patton et al. (2000); 3) Andrade & Bonvicino
(2003); 4) Langguth et al. (2005) 5) Rosa et al., (2012) 6) Asfora, et al. (2011).

Especie 2n NF Autor
Oecomys paricola 68 72 5
Oecomys paricola 70 76 5
Oecomys paricola 70 72 5
Oecomys trinitatis 58 96 2
Oecomys bicolor 80 134-136 1
Oecomys bicolor 80 140 2
Oecomys concolor 60 62 1,2e3
Oecomys roberti 80 114 2
Oecomys roberti 82 106 4
Oecomys superans 80 108 1,2e3
Oecomys catherinae 60 62 6
Oecomys catherinae 60 64 4,6
Oecomys trinitatis 58 96 2
Oecomys sp. 72 90 2
Oecomys sp. 86 96 2

1.8 FISH EM ROEDORES

A pintura cromossémica é atualmente o método escolhido para estudos citogenéticos
comparativos em roedores. O primeiro trabalho de pintura cromossémica em roedores foi
realizado utilizando as sondas humanas (HSA) em Mus musculus, porém foram encontrados
somente alguns pares em homologia para estas espécies, 0 que mostra a natureza altamente
rearranjada do genoma desse roedor (SCHERTHAN et al., 1994). A comparagdo mais
detalhada entre o genoma humano e o de Mus musculus so foi facilitado pela disponibilidade
de todo o genoma para ambas as espécies (GUIGO et al., 2003). A primeira comparacdo por
pintura crossomica entre dois genomas de roedores foi realizada entre Mus musculus (MMU)
e Rattus norvegicus (GRUTZNER et al., 1999; GUILLY et al., 1999; STANYON et al.,
1999). Atualmente, sondas de Mus musculus sdo comercialmente disponiveis e tem sido
amplamente utilizadas em representantes da sua subordem. Entretanto, em comparagdo com
outros roedores, seus cromossomos sdo altamente rearranjados, o que dificulta a interpretacdo
principalmente de espécies com genomas conservados e/ou distantes filogeneticamente
(ROMANENKO et al., 2012).
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Para a subfamilia Sigmodontinae somente 20 espécies foram mapeadas (HASS et al.,
2008; VENTURA et al.,, 2009; HASS et al., 2011; ROMANENKO et al., 2012;
NAGAMACHI et al., 2013). Hass et al. (2008) estabeleceram um mapa de homologia entre
Mus musculus e cinco espécies da tribo Akodontini. Swier et al. (2009) examinaram a
evolucdo cromossdmica de nova espécies do género Sigmodon. Ventura et al. (2009)
identificou as homologias cromossémicas entre quatro espécies de Akodon por pintura
reciproca. Hass et al. (2011) também utilizando sonda de Mus musculus mapeou mais duas
espécies (Necromys lasiurus e Thaptomys nigrita). Sondas de Hylaeamys megacephalus
(HME) foram produzidas por citometria de fluxo (NAGAMACHI et al., 2013, Figura 7 e
Figura 8). As sondas foram utilizadas para 0 mapeamento genémico comparativo do cariotipo
de Cerradomys langguthi (NAGAMACHI et al., 2013) onde foram observados uma extensa
reorganizacdo genémica entre essas especies. A utilizacdo de sondas cromossomo-especificas
de HME em individuos mais proximos filogeneticamente devem fornecer um melhor
entendimento dos processos de mudancga cariotipica que ocorreram dentro do grupo, € a

elaboracdo de um possivel cari6tipo ancestral.
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Figura 7. Caridtipo de Hylaesamys megacephalus G bandeado (Nagamachi et al., 2013).
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Figura 8. Cariograma de Fluxo de Hylaeamys megachephalus (Nagamachi et al., 2013)

17



18

2  OBJETIVOS

2.1 Geral

Analisar comparativamente os caridtipos dos diferentes cit6tipos da espécie Oecomys
paricola e de Oecomys auyantepui por citogenética classica e pintura cromossdmica com
sondas de Hylaesamys megacephalus (HME, NAGAMACHI et al., 2013), visando
compreender 0s mecanismos de reorganizacdo cromossomica responsaveis pela variacao intra

intraespecifica e contribuir para o entendimento da historia evolutiva dessas espécies.

2.2 Especificos
Os objetivos especificos sao:

a) Caracterizar os cariétipos (2n e NF) de Oecomys paricola, organizando o0s
cromossomos de acordo com a classificacdo morfoldgica;

b) Caracterizar o cariétipo (2n e NF) de Oecomys auyanteui, organizando o0s
cromossomos de acordo com a classificacdo morfoldgica;;

c) Realizar as técnicas de bandeamento G e C;

d) Realizar técnicas de FISH com sondas teloméricas e rDNA,;

e) Fazer o mapeamento gendémico comparativo utilizando as sondas cromossémicas de
H. megacephalus;

f) Realizar uma analise comparativa entre os caridtipos da espécie O. paricola e O.
auyantepui com os de HME;

g) Realizar uma analise comparativa entre os diferentes citétipos da espécie O. paricola.
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ABSTRACT

The Order Rodentia represents the largest mammal order. Rodents have 2,227 species, 468
genera and 33 families recent. Their huge variation in morphology, diversity of habitats and
climates and food are the causes of this Order be most numerous and evolutionarily successful
among mammalian orders. The Oecomys genus belongs to the subfamily Sigmodontinae
(Cricetidae, Rodentia) with approximately 16 described species, distributed in tropical and
subtropical forest Central and South America. Previous cytogenetic studies suggest that
Oecomys features a large karyotype diversity, with the diploid number ranging from 58 to 86.
In this study were analyzed by conventional cytogenetic techniques and multidirectional
chromosome painting (using whole chromosome probes of Hylaesamys megacephalus) 34
specimes of Oecomys identified as O. paricola and O.auyantepui. Three cytotypes were
described for O. paricola and one for O. auyantepui. From the 24 probes of HME five show
different patterns in cross-species hybridization on metaphases of O. paricola indicating
rearrangements. The karyotype of Oecomys auyantepui was described for the first time.
Chromosomal differences found for O. paricola from different geographic regions suggests
that these cytotypes belong to cryptic species, and the chromosomal rearrangements may be
the cause of the speciation process. We suggest that these populations of O. paricola are a
complex of species where already happened the chromosomal differentiation but not the
morphological and molecular ones.
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INTRODUCTION

The order Rodentia is the most numerous known mammalian order. Rodents have
2,227 species, 468 genera and 33 families (Musser & Carleton, 2005). Their huge variation in
morphology, diversity of habitats and feeding strategies are the reasons for this order being
the most numerous and having the highest evolutionarily success among mammals (Emmons
& Feer, 1997).

It has been increasingly frequent the description of cryptic species in this order
through the identification of individuals morphologically identicals and yet reproductively
isolated. These species may be differentiated by traits that are not related to morphology, such
as molecular or karyotypic data (Peppers and Bradley, 2000; Dobigny et al., 2002;. Volobouev
et al., 2002; Yazbeck et al., 2011).

The Oecomys the rodent genus comprises sixteen species living in tropical and
subtropical forests of Central and South America. Oecomys paricola Thomas, 1904 is found
in central Brazil, south of the Amazon River (Para, Mato Grosso and Mato Grosso do Sul
states), altought without a precise definition of their limits. Oecomys auyantepui is distributed
on the southeast Venezuela, Guianas, Suriname and north and central Brazil (Amapé and
Amazonas states) (Percequillo et al., 2014).

According to the literature, the genus Oecomys features a large karyotype diversity,
with diploid numbers ranging from 58 to 86. However, only specimens of Oecomys paricola
from different localities were studied using molecular analysis, morphological and full
classical cytogenetics (Rosa et al., 2012).

The chromosome painting has been widely used in different orders of mammals to
identify chromosomal sintenies, especially where there is huge chromosomal variation, which
does not allow the analysis by classical cytogenetics (Nagamachi et al., 2013). Moreover,
karyotypes with high diploid number tend to have smaller chromosomes and different patterns
of condensation are also factors that prevent a precise banding analysis (Rosa et al., 2012).

This is the first study that analyzes Oecomys by chromosome painting, but in
Sigmodontinae these studies have already been developed, since 24 species of different
genera have being mapped using this technique (Hass et al., 2008; Ventura et al., 2009; Swier
et al., 2009; Hass et al., 2011; Romanenko et al., 2012, Nagamachi et al., 2013). Hass et al.
(2008) established a map of homology between Mus musculus and five species of Akodontini

tribe. Swier et al. (2009) examined the chromosomal evolution of nine species of the genus
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Sigmodon. Ventura et al. (2009) identified the chromosomal homologies between four species
of Akodon by reciprocal painting. Hass et al. (2011) also used Mus musculus whole
chromosome probes on Necromys lasiurus and Thaptomys nigrita. Nagamachi et al. (2013)
used Hylaeamys megacephalus (HME) whole chromosome probes to identify homologies
with Cerradomys langguthi.

In this work, we analyzed samples of O. paricola from three different regions by
conventional cytogenetic and FISH using H. megacephalus probes. We also used these

technique to describe by the first time the karyotype of O. auyantepui.

MATERIAL AND METHODS

Eighteen specimens of Oecomys were analyzed, being four (two males and two
females) from Environmental Park in Belém, Pard (01 ° 27'S 48 ° 29W - Figure 1, A); two
(one male and one female) from Santa Béarbara, Para (01 ° 13'02.31 "S 48 ° 16'33.63" W -
Figure 1, B); five (two males and three females) from Carajas, Para (05 ° 46'26 "S 50 ° 30'43"
W - Figure 1, point C) and 7 (five males and two females) from Calha Norte, Pard (0 °
37'49.01 "N 55 ° 43'42.60" W -Figura 1, D). The rodents were collected using Sherman and
pitfall traps and (Mengak and Guynn 1987; Umetsu et al., 2006). The specimens were
deposited at Museu Paraense Emilio Goeldi and in mammal collection of the Museu de
Zoologia of Universidade Federal do Para.

Chromosome preparations were obtained from bone marrow, following Ford and
Hamerton (1956), with some modifications. The fibroblast culture was established in the
Laboratorio de Citogenética, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Par3,
Belém, Pard, Brazil. The G- and C-banding followed Summer et al. (1971) and Sumner
(1972) with some modifications, respectively. The FISH technique followed Yang et al.
(1995), with slides denatured in 70% formamide and 62°C for 40 seconds. In situ
hybridization lasted 48 hours at 37°C. After hybridization the slides were washed (1x 50%
formamide, 1x 2x SSC, 1x 4xSSC / Tween) at 42°C. Probes labeled with biotin were detected
with avidin-FITC or avidin-Cy3. The images were captured in H550S Nikon microscope and

the software used was NisElements.
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RESULTS

Morphological analysis

The specimens collected at Environmental Park in Belém, Santa Barbara and Carajés
were identified as Oecomys paricola while the ones collected in the Calha Norte region were

identified as Oecomys auyantepui.

Chromosomal analysis

Specimes from Environmental Park of Belém had a karyotype with 2n = 72 and
fundamental number (FN) = 76, comprising 64 one-armed and six bi-armed chromosomes
(OPA, Figure 2). The Santa Barbara sample had 2n = 70 and FN = 74, comprising 62 one-
armed and six bi-armed chromosomes (OPA2, Figure 3), while Carajas sample had a
karyotype with 2n = 70 and FN = 72, with 64 one-armed and four bi-armed chromosomes
(OPAS3, Figure 4). Specimens collected on Calha Norte had a karyotype with 2n = 62 and FN
= 80, comprising 40 one-armed and 20 bi-armed chromosomes (OAU, Figure 5).

The constitutive heterochromatin is located at the pericentromeric region of all
autosome and in the long arm of the Y of all cytotypes and in the short arm of the X of the
three cytotypes of O. paricola. In situ hybridization with telomeric probes did not show any
Interstitial Telomeric Sequence (ITS). The 45S rDNA probes hybridized on a small pair in all
of cytotypes Oecomys paricola and in two pairs Oecomys auyantepui (data not shown).

The hybridization with HME probes in OPA revealed 39 homology segments (Table 1,
Figure 2). Of these, twelve probes (HME 4, 6, 7, 8, 12, 15, 19, 21, 24, 25, 26 and X) produced
a single hybridization signal in OPA. Nine probes (HME 1, 2, 3, [9,10], 14 [16,17], 18, 20 and
23) showed two hybridization signals and three probes (HME 5, 11 and [13,22] ) had three
hybridization signals. Twenty probes HME (HME 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, [9, 10], 12, 14, 15, [16,
17], 18, 19, 23, 24, 25, 26 and X) hybridized in whole OPA chromosomes. Three associations
were observed: HME 20/ [13,22] (OPA 8), HME [13,22] / 21 (OPA 14) and HME 20/11 (OPA
18).

The hybridization with HME probes in OPA2 revealed 37 homology segments (Table
1, Figure 3). Of these thirteen probes (HME 4, 6, 7, 8, 11, 12, 19, 20, 21, 24, 25, 26 and X)
produced a single hybridization signal in OPA2. Nine probes (HME 1, 2, 3, [9,10], 14, 15,
[16,17], 18 and 23) showed two hybridization signals and two probes (HME and 5 [13,22])
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showed three hybridization signals. Twenty one probes of HME (HME 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, [9,
10], 11, 12, 14, 15, [16, 17], 18, 19, 23, 24, 25, 26 and X) hybridized in whole OPA2
chromosomes. Only two associations were observed: HME 20 / [13.22] (OPA2 8) and HME
[13,22] / 21 (OPA2 14).

The hybridization with HME probes in OPA3 revealed 38 homology segments (Table
1, Figure 4). Of these, twelve probes (HME 4, 6, 7, 8, 12, 15, 19, 21, 24, 25, 26 and X)
produced a single hybridization signal in OPA3. Ten probes (HME 1, 2, 3, [9,10] [13,22], 14,
[16,17], 18, 20 and 23) showed two hybridization signals and two probes (HME 5:11 ) had
three hybridization signals. Twenty probes HME (HME 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, [9, 10], 12, 14,
15, [16, 17], 18, 19, 23, 24, 25, 26 and X) hybridized in whole OPA3 chromosomes. Only two
associations were observed: HME 20/ [13.22] (OPA3 8) and HME [13,22] / 21 (OPA3 14).

The hybridization with HME probes in OAU revealed 36 homology segments (Table
1, Figure 5). Of these fifteen probes (HME 6, 7, 8, [9,10], 12, 15, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 25,
26 and X) produced a single hybridization signal karyotype OAU. Six probes (HME 1, 2, 3, 4,
11 and 14) showed two hybridization signals and three probes (HME 5, [13,22] and [16,17])
showed three hybridization signals. Fourteen probes HME (HME 3, 4, 5, 8, 11, 14, 15, [16,
17], 19, 20, 23, 24, 25 and X) hybridized in whole OAU chromosomes. Five associations
were observed: HME [13,22] / 21 (OAU 8), HME 6/7 (OAU 21), HME [9,10] / 2 (OAU 22),
HME 12/1 (OAU23) and HME 26 / 18 (OAU 25).

DISCUSSION

On O. paricola, the cytotype OPA2 was previously described (Rosa et al., 2012), but
the cytotypes here called OPA and OPA3 are being described for the first time. Previously for
O. paricola it were also described the cytotypes with 2n=68/NF=72 and 2n=70/NF=76 (Rosa
et al., 2012) found in the Environmental Park of Belém, Belém, PA (Figure 1, A) and on the
Island of Marajo, Para.

The comparative analysis by chromosome painting and G-banding shows that the
three Oecomys paricola karyotypes diverged by chromosome fusions and/or fissions, and
possibly by inversions and/or centromeric repositioning. The chromosome OPA2 17 (HME
11) split in three segments in OPA (18qdist, 29 and 35) and OPA3 (18q dist, 27 and 29). The
chromosome 17 of OPA and OPA3 (HME 15) split in two chromosomes in OPA2 (OPA 18
and OPA 29). HMEL11 is split in two pieces and the smaller is associated to HME20 in OPA
(OPA 18) and OPA3 (OPA 18), while in OPA2 the two HME pairs are unbroken and
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dissociated. Despite OPA 35 and OPA2 34 seems to be homeologues, the first resulted from
an inversion or centromere repositioning of a segment of HME1l while the second
corresponds to HME26.

The karyotype of Oecomys auyantepui (Figure 5) is being described for the first time.
Despite the morphological and molecular proximity between O. paricola and O. auyantepui
(Voss et al., 2001; Musser and Carleton., 2005; Rosa et al, 2012), they show an extensive
genomic reorganization. The karyotype of OAU shares only the association [13,22]/21 in
common with the O. paricola cytotypes. The probe [16,17] hybridize one bi-armed
chromosome (OAU 28) and one acrocentric chromosome(OAU 6) in OAU, but in the three O.
paricola cytotypes this probe hybridize two bi-armed chromosomes (OPA 33 and 34; OPA2
32 and 33; OPA3 33 and 34). HME 20 corresponds to OAU18 and is not associated with any
chromosome, differently from the others cytotypes.

Ten out of the 24 probes of H. megacephalus (HME 4, 6, 7, 8, 12, 19, 24, 25, 26 and
X) hybridized whole chromosomes in the three O. paricola cytotypes (OPA 1, 3, 6, 7, 9, 21,
16, 25, 30 and X, OPA2 1, 3,6, 7,9, 21, 16, 25, 34 and X, OPA3 1, 3, 6, 8, 9, 20, 16, 24, 30
and X) showing their conserved synteny. Among these probes, only 7 (HME 6, 7, 12, 24, 25
and 26) showed conserved synteny in CLA and only 5 (HME 8, 19, 24, 25 and X) in OAU,
with this last one showing a higher degree of genome rearrangement when compared to O.
paricola cytotypes.

The pairs 33 and 34 of OPA and OPA3 and 32 and 33 of OPA2 are bi-armed
chromosomes and correspond to acrocentric chromosomes of H. megacephalus (HME
[16,17]). In OAU, this chromosome probe hybridizes to an acrocentric chromosome and a bi-
armed one (OAU 8 and 28), indicating inversions or centromere repositioning, which
probably also happened on bi-armed chromosomes 23, 24, 25 and 26 of H. megacephalus that
correspond to acrocentric chromosomes 15, 14, 17 and 22 in Cerradomys langguthi
(Nagamachi et al. 2013). In O. paricola these probes also hybridize to acrocentric
chromosomes in the three cytotypes and only in OPA2, HMEZ26 corresponds to a bi-armed
chromosome, OPA2 30.

The comparative analysis among O. paricola, O. auyantepui and H. megacephalus
showed that the chromosomes HME 1, 5, 6, 7, [9, 10], 11, 12, [13,22], 15, [16,17 ], 18, 20, 25
and 26 are arranged in different ways in these karyotypes. HME 1 is fissioned into two
segments in the 4 karyotypes studied, but in OAU one of the segments is associated with the
HME12 (Figure 8A). HME 5 is fissioned in 3 chromosomes in the four karyotypes, with 3
one-armed to O. paricola and 1 one-armed and 2 bi-armed to OAU (Figure 8B). The HME
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chromosomes 6, 7, 12 and 26 are associated with other chromosomes in OAU (OAU 21, 21,
23 and 26), what does not occur in other cytotypes (Figure 8C, 8D, 8G and 8N). HME [9, 10],
[16, 17] and 25 possibly had inversions or centromere repositioning (Figure 8E, 81 and 8M).
HME 11 is fragmented into three chromosomes in OPA and OPA3. In OPA2, HME 11 showed
conserved synteny, with no chromosomal breaks. In OAU, HMEL11 is fissioned in two
acrocentric chromosomes (OAU 16 and OAU 10, Figure 8F). HME 15 was fissioned in two
chromosomes in OPA2 (OPA2 18 and OPA2 29) and it is conserved in OPA, OPA3 and OAU
(OPA 17, OPA3 17 and OAU 9, Figure 8H). HME 18 is fissioned in two one-armed
chromosomes in OPA, OPA2 and OPA3, but in OAU it is not fissioned, being the log arm of
chromosome 25 (Figure 8J). HME 20 is found in the proximal region of an acrocentric
chromosome the three cytotypes (OPA 8, OPA2 8 and OPA3 7) and the proximal region of an
one-armed chromosome in OPA and OPA2 (OPA 18 and OPA2 18), but in OAU this
chromosome is conserved (OAU 18, Figure 8K). HME [13, 22] is found in the distal region of
an one-armed chromosome of O. paricola (OPA 8, OPA2 8 and OPA3 7) and in the proximal
region of an one-armed chromosome in the four analyzed cytotypes (OPA 14, OPA2 14,
OPA3 14 and OAU 8) and in an one-armed chromosome of OPA, OPA2 and OAU (OPA 19,
OPA2 19 and 17 OAU) (Figure 8L).

OAU presented 4 associations (HME 6/7, [9, 10]/2, 1/12 and 18/26 in OAU 21, 22, 23
and 25, respectively, Figures 7D, 7E, 7F, 7G). These associated chromosomes in OAU
correspond to whole chromosomes in O. paricola. Only one probe (HME 4) showed one sign
in cytotypes O. paricola and two signs at OAU (OAU 1 and OAU 24) and three probes (HME
[9,10], 18, 23) had two signs in O. paricola cytotypes while OAU showed only a sign,
suggesting that chromosomal rearrangements were less frequent in O. auyantepui than in the
three O. paricola cytotypes (Table 1).

The association 20 / [13,22] (Figure 7A) is present in the three cytotypes of O.
paricola analyzed (OPA 8, OPA2 8 and OPA3 7), while the association [13,22] / 21 (Figure
7B) is present in the four karyotypes analyzed (OPA 14, OPA2 14, OPA3 14 and OAU 8),
which suggests that this association is a chromosomal signature to Oecomys, a hypothesis that
can be confirmed by the analysis of more species of this genus. The association 20/11 (Figure
7C) is present only in two of the cytotypes analyzed (OPA 18 and OPA3 18). In comparison
with other Sigmodontinae previously analyzed (Hass et al, 2008;. Ventura et al 2009; Hass et
al, 2011) the Oecomys cytotypes here studied show few rearrangements.

The occurrence of different cytotypes for the same species is very common (Gardner
and Patton, 1976; Patton et al., 2000;. Langguth et al, 2005), as well as the absence of



33

chromosomal differences for different species of the same genus, as seen in Sigmodon (Swier
et al., 2009).

The chromosomal differences in O. paricola from different geographic regions suggest
that they this species actually is a species complex, as suggested by Rosa et al. (2012), where
karyotype differences were already fixed but theres is still not time enough for fixing
morphological and molecular differences.
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Figure 2. OPA (2n= 72/NF=76) G-banding with genomic mapping with HME probes.



B0k O o T

1 2

T LBl | e (ER T I T BT
1" 12 14

20

255 38> %% 345 98: 385 §e: 4d: oe: 232G
21 2 23 24 25 2% 2 28 29 30

RE:
3 ( )

£F < Eo 9 ) ; u
2 33 38 A XX

Figure 3. OPA2 (2n=70/NF=74) G-banding with genomic mapping with HME probes.

MG st

2 3 1 5

13 14 15 16 18

)"‘E" '12' L e | IR T "., SR DR

wd> 385 885 80 98- s @8 B8 s S
21

22 23 24 25 26 27 28 29 30
s 297
31 32
e S 24| = 7'
33 34 XY XY

Figure 4. OPA3 (2n=70/NF=72) G-banding with genomic mapping with HME probes.



36

Ll | e LEN b
6 7 8

9 10

857 BAL 59 885 082 AT A AT felv aels

1 12 13 14 15 16 17 18 19 20
i§§l= B
AL iz emees o
21 22 23 24 25 2 27 28 29 30

" §
18
XY
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Figure 6. FISH on OPA, OPA2 and OPA3. a HME 11 on OPA. b HME 11 on OPA2. c HME
11 on OPA3. d HME [13,22] on OPA. e HME [13,22] on OPA2. f HME [13,22] on OPAS.
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g HME 15 on OPA. h HME 15 on OPA2. i HME 15 on OPA3. j HME 20 on OPA. k HME 20
on OPA2. | HME 20 on OPA3. m HME 26 on OPA. n HME 26 on OPA2. o HME 26 on
OPA3.
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Figure 7. a HME probes showing associations of chromosomes OPA 8, OPA2 8, OPA3 7; b
HME probes showing associations of chromosomes OPA 14, OPA2 14, OPA3 14, OAU 8; ¢
HME probes showing associations of chromosomes OPA 18, OPA3 18; d HME probes
showing associations of chromosome OAU 21; e HME probes showing associations of
chromosome OAU 22; f HME probes showing associations of chromosome OAU 23; g HME

probes showing associations of chromosome OAU 21.
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Figure 8. Comparative karyotype analysis of OPA, OPA2, OPA3 and OAU by G-banding and
FISH using Hylaeamys megacephalus probes. a HME 1; b HME 5; ¢ HME 6; d HME 7; e
HME [9,10]; f HME 11; g HME 12; h HME 15; i HME [16,17]; j HME 18; k HME 20; |
HME [13,22]; m HME 25; n HME 26.



Table 1 The total number of signal observed on karyotype of OPA, OPA2, OPA3 and OAU with each whole chromosome probes of H.
megacephalus

HME N° of OPA(2n=72; N° of OPA2 N° of OPA3 N©° of OAU
signal FN=76) signal (2n=70; FN=74) signal (2n=70; FN=72) signal (2n=62; FN= 80)
S S S S
1 2 2;4 2 2;4 2 2;4 2 1;23q
2 2 10;12 2 10;12 2 10;12 2 4;22q
3 2 5;27 2 5;27 2 5;26 2 3;13
4 1 1 1 1 1 1 2 11;24
5 3 15;28;32 3 15;28;31 3 15;28;32 3 5;27;29
6 1 3 1 3 1 3 1 21p
7 1 6 1 6 1 6 1 21q
8 1 7 1 7 1 8 1 2
[9,10] 2 11;13 2 11;13 2 11;13 2 22p;26
1 3 18q interst. a 1 17 3 18q interst.a 2 10;16
distal;29;35 distal;27;29
12 1 9 1 9 1 9 1 23p
[13,22] 3 8q interst.a 3 8q interst.;14q 2 7q interst.a 3 7;8q prox.;17
distal;14qdistal prox.;19 distal;14q prox.a
prox.;19 interst.
14 2 23;26 2 23;26 2 22;25 2 19;20
15 1 17 2 18,29 1 17 1 9
[16,17] 2 33;34 2 32;33 2 33;34 2 6;28
18 2 20;31 2 20;30 2 19;31 1 25q
19 1 21 1 21 1 20 1 15
20 2 8q prox.;18q 1 8q prox. 2 7q prox.;18q 1 18
prox. prox.
21 1 14q interst. 1 14q interst. 1 14q distal. 1 8q interst.
23 2 22;24 2 22;24 2 21;23 1 14
24 1 16 1 16 1 16 1 12
25 1 25 1 25 1 24 1 30
26 1 30 1 34 1 30 1 25p
X 1 X 1 X 1 X 1 X

40
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5 CONCLUSOES

A utilizacdo de sondas de Hylaeamys megacephalus em roedores do género Oecomys e

a comparacao com resultados publicados na literatura, permitiram as seguintes conclusdes:

1.

10.

Os resultados evidenciaram homeologias das sondas cromossomicas de Hylaeamys

megacephalus nos quatro citotipos analisados;

Oecomys paricola de localidades diferentes, dentro da area de distribuicdo geogréfica
da espécie, apresentam cariotipos diferentes, demonstrando serem espécies cripticas;

Os trés citétipos de Oecomys paricola divergem por rearranjos tipo fuséo/fisséo,

inversdo pericéntrica e/ou reposicionamento centromerico;

O. paricola representa um complexo de espécies;

Oecomys auyantepui apresenta cariotipo bastante reorganizado em relacdo aos

citétipos de Oecomys paricola, apesar de serem filogeneticamente préximas;

A associacdo [13,22]/21 foi encontrada nos quatro cari6tipos analisados;

A associacdo 20/[13,22] foi encontrada nos trés citétipos analisados de O. paricola;

Em relagdo a HME, as quebras cromossomicas foram menos frequentes em O.

auyantepui do que nos trés citétipos de O. paricola;

Os citotipos analisados do género Oecomys apresentaram poucos rearranjados, em

relacdo a outras espécies de sigmodontineos;

O género Oecomys representa um grupo muito diverso e os estudos de mapeamento
comparativo dentro deste género sdo de grande relevancia para auxiliar na
identificacdo dos mecanismos de rearranjos cromossomicos que ocorrem na

diferenciacéo dos caridtipos das espécies desses géneros.



