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RESUMO

Os roedores formam uma das mais numerosas e antigas ordens da classe
Mammalia. Na América do Sul, a ordem Rodentia compreende cerca de 42% das
espécies de mamiferos, sendo que desta parcela mais de 50% pertencem a familia
Cricetidae, que inclui a subfamilia Sigmodontinae. O género Hylaeamys esta
agrupado na tribo Oryzomyini e corresponde a um dos 10 novos géneros propostos
para espécies e grupos de espécies dentro de Oryzomys. Hylaeamys corresponde
ao “grupo megacephalus”, sendo constituido pelas espécies H. acritus, H. laticeps,
H. megacephalus, H. perenensis, H. oniscus, H. tatei e H. yunganus distribuidas na
Venezuela, Trinidad, Guianas, Paraguai e no Brasil, em areas de floresta tropical
amazonica, mata atlantica e cerrado. Este trabalho visa analisar marcadores
cromossdmicos em duas espécies do género Hylaeamys, fornecendo dados que
auxiliem na sua caracterizacdo taxondmica e citogenética. Foram trabalhadas
dezenove amostras de Hylaeamys megacephalus (HME) e quatro de Hylaeamys
oniscus (HON). HME apresenta 2n=54 e HON, 2n=52. Os resultados obtidos por
bandeamentos G, C e por hibridizacdo in situ, com sondas de cromossomo total de
Hylaeamys megacephalus permitiram determinar as caracteristicas cromossémicas
das espécies em estudo, além de permitir uma andlise comparativa entre as
mesmas e em relacdo a Cerradomys langguthi, observando assim suas homeologias
e diferencas cariotipicas. As duas espécies de Hylaeamys diferem por um rearranjo
tipo fusdo/fissdo céntrica onde HON apresenta a associacao 14/19 de HME. Esta
associacdo é compartilhada com CLA com inversdo (19/14/19). Este trabalho é um
marco para estudos de filogenia cromossdmica do género Hylaeamys.

Palavras-chave: Roedor, Oryzomys, Hylaeamys, Citogenética, Pintura

CromossOmica, Fish.



ABSTRACT

Rodents are one of the largest and oldest orders of the class Mammalia. In South
America, the order Rodentia compromises about 42% of mammal species, and from
this more than 50% belong to the family Cricetidae, which includes the subfamily
Sigmodontinae. The genus Hylaeamys is inserted in the tribe Oryzomyini and
corresponds to one of 10 new genera proposed for species and species groups
within Oryzomys. Hylaesamys is the equivalent of "megacephalus group”, and
consists of the species H. acritus, H. laticeps, H. megacephalus, H. perenensis, H.
oniscus, H. tatei and H. yunganus, distributed in Venezuela, Trinidad, Guyana,
Paraguay and Brazil, in areas of the Amazon rain forest, Atlantic rainforest and
savannah. This study aims to analyze chromosomal markers in two species of the
genus Hylaeamys, providing data to assist in its taxonomic and cytogenetic
characterization. Nineteen samples of Hylaeamys megacephalus (HME) and four
samples of Hylaeamys oniscus (HON) were analyzed. HME has 2n = 54 and HON,
2n = 52. The results obtained by G- and C-banding and Fluorescent In Situ
Hybridization with whole chromosome probes from Hylaeamys megacephalus made
it possible to determine the chromosomal characteristics of the species studied, as
well as allowing a comparative analysis between them, and in comparison with
Cerradomys langguthi, observing homeologies and karyotypic differences. The two
species of Hylaeamys differ by a centric fission/fusion rearrangement in which HON
shows the association of the pairs 14/19 of HME. This association is shared with CLA
with an inversion (19/14/19). This work is an achievement for phylogeny and
chromosomal studies on the genus Hylaeamys.

Keywords: Rodent, Oryzomys, Hylaeamys, Cytogenetics, Chromosome painting,
Fish.



1. INTRODUCAO
1.3 A Ordem Rodentia

Segundo Dawson (1967), os roedores sdo membros importantes de quase
todas as faunas, desde o Paleoceno Superior, tornando-se diversificados e
abundantes durante o Eoceno na America do Norte e Eurasia. Contudo as mais
recentes radiagbes estdo relacionadas as familias Cricetidae no Novo Mundo e
Muridae na Africa e Sudeste da Asia (EISEMBERG, 1983). Atualmente, os roedores
representam a ordem mais numerosa e diversificada dentre os mamiferos viventes
possuindo, aproximadamente, 481 géneros e 2277 espécies (WILSON & REEDER,
2005) dos quais, 75 géneros e 240 espécies sdo endémicas do Brasil (REIS ET AL,
2011).

Os individuos dessa ordem sé&o evolutivamente bem adaptados, ja que estédo
presentes em praticamente todos os tipos de nichos. Alguns autores relacionaram,
esse sucesso adaptativo da ordem Rodentia, a algumas caracteristicas: o tamanho
corporal, que em sua maioria, sdo animais de pequeno porte (com excecdo da
capivara - Hydrochoerus hydrochoeris - que pode alcancar 1,3 m de altura e pesar
até 50 Kg), o que permite a ocupacdo de ambientes inexplorados por animais
maiores; 0 comportamento, pois sao rapidos e esquivos, o que facilita sua protecéo
contra possiveis predadores; o ciclo reprodutivo, possuindo uma elevada taxa
reprodutiva, permitindo aos roedores a formacdo de grandes populacdes; o seu
habito alimentar diversificado, pois sdo predominantemente herbivoros, mas podem
atuar como carnivoros, piscivoras, insetivoros e onivoros (COLBERT, 1969;
LANDRY JUNIOR,1970; SMITH & PATTON,1999).

A denticdo desses animais é destacada como sendo uma de suas caracteristica
mais marcante. Possuem um par de incisivos superiores grandes que crescem
continuamente e sobrepdem-se ao par inferior; ndo possuem outros incisivos ou
caninos e poucos molares e pré-molares sdo encontrados, sendo 0s incisivos
separados dos outros dentes por um grande espagco denominado de diastema
(COLBERT, 1969; NOWAK,1999).

Em vista disso, caracteristicas cranianas e dentarias sdo as mais utilizadas para
efetuar a classificacdo do grupo (Figura 1). Porém, segundo Mattevi & Andrades-
Miranda (2006), a grande diversidade morfol6gica, o nimero notavel de ramos de
descendéncia e a evolugdo paralela de caracteres similares nos diversos grupos de

roedores provocaram controvérsias entre 0s taxonomistas sobre a classificacao



desses animais. Levando em consideracao as diferencas estruturais do cranio e a
relacdo do muasculo masseter com o conduto infra-orbitario os roedores foram
classificados em trés grandes categorias subordinais: Sciuromorpha, Myomorpha e
Hystricomorpha (SIMPSON, 1945; ANDERSON, 1967).

Figura 1. Parte da diversidade de denticdo, musculatura e formato craniano de

algumas familias de roedores.

lateral masseter medial masseter

Erethizontidae

Sigmodontinae Rhizomyinae v Sciuridae

Fonte: Adaptada de http://www.arlis.org

Porém, Woods (1976) e Hartenberger (1981), baseados em outras diferencas
presentes na musculatura da area cranial e nas formas da mandibula e do cranio,
propuseram um novo reagrupamento das familias em duas sub-ordens: Sciurognathi
e Hystricognathi. Neste arranjo, Sciuromorpha, Myomorpha e uma familia de
Hystricomorpha (Ctenodactylidae) foram unidas em Sciurognathi, na qual
Myomorpha passou a ser infra-ordem; os outros membros de Hystricomorpha foram
agrupados na sub-ordem Hystricognathi. Nesta classificacdo, houve modificagbes
quanto a localizacdo de algumas familias. Assim, as familias Geomyidae,
Heteromyidae (pertencente a antiga sub-ordem Sciuromorpha) e Ctenodactylidae
(pertencente a antiga sub-ordem Hystricomorpha) passaram a integrar a infra-ordem
Myomorpha.

1.3.1 A subfamilia Sigmodontinae e a tribo Oryzomyini


http://www.arlis.org/

A subfamilia Sigmodontinae constitui um dos grupos mais diversificados e
complexos de mamiferos do Novo Mundo, com aproximadamente 84 géneros e 380
espécies distribuidas em nove tribos: Abrotrichini, Akodontini, Ichthyomyini,
Oryzomyini, Phyllotini, Reithrodontini, Sigmodontini, Thomasomyini e Wiedomyini,
sendo que alguns desses géneros nao foram incluidos em nenhuma tribo, incertae
sedis (D’ELIA et al., 2007). Devido & grande variacdo morfolégica e ecoldgica, a tribo
Oryzomyini é reconhecida por diversos autores como sendo um dos agrupamentos
mais diversificado dentro da subfamilia Sigmodontinae.

Os representantes da tribo Oryzomyini apresentam uma distribuicdo desde o
sudeste dos Estados Unidos até o extremo sul da América do Sul (EISENBERG &
REDFORD, 1999). Essa tribo engloba cerca de 40% das espécies da subfamilia
Sigmodontinae. Atualmente é constituida de 33 géneros (destes 5 extintos), além de
trés taxons do grupo do género que ainda ndo estdo descritos (Quadro 1) e 130
espécies (WEKSLER&PERCEQUILLO, 2011). Dentre eles estad o género Hylaeamys
gue primeiramente seus integrantes foram descritos como pertencentes ao género
Oryzomys (WEKSLER et al., 2006; PINE et al., 2012).



Quadro 1. Lista de géneros atualmente atribuidos a Tribo Oryzomyini.

Género Taxons Extintos Téaxons ndo descritos
Aegialomys tAgathaeromys alfaroi group
Amphinectomys TCarletonomys chapmani group
Cerradomys tMegalomys aphrastus group

Drymoreomys TNoronhomys
Eremoryzomys tPennatomys

Euryoryzomys

Handleyomys
Holochilus
Hylaeamys
Lundomys
Melanomys

Microakodontomys
Microryzomys
Mindomys
Neacomys
Nectomys
Nephelomys
Nesoryzomys
Oecomys
Oligoryzomys
Oreoryzomys
Oryzomys
Pseudoryzomys
Scolomys
Sigmodontomys
Sooretamys
Transandinomys
Zygodontomys

1.3.2 O Género Hylaeamys (Weksler et al, 2006)

Como mencionado anteriormente, os integrantes deste género, foram por
muito tempo agrupados no género Oryzomys. O género Oryzomys reunia espécies
que apresentavam variagcdes morfoldgicas, fisiologicas e genéticas que indicavam a
possibilidade de ndo ser uma entidade monofilética, portanto essas espécies nao
compartiihavam a mesma historia evolutiva (BONVICINO & ALMEIDA, 2001;
MYERS et al, 1995; WEKSLER et al, 2006). Em 2006 Weksler e colaboradores,
utilizando-se de dados morfologicos, citogenéticos e moleculares dividiram o género
Oryzomys em dez novos géneros. Como resultado desta mudanca, o género

Oryzomys ficou restrito ao “grupo palustris’.



Portanto, o género Hylaeamys é um dos dez novos géneros descritos por
Weksler et al. (2006) para o grupo polifilético Oryzomys e corresponde ao grupo
‘megacephalus” de vérios autores. Possui sete espécies validas (H. acritus, H.
laticeps, H. megacephalus, H. perenensis, H. oniscus, H. tatei e H. yunganus)
distribuidas na Venezuela, Trinidad, Guianas, Paraguai e no Brasil, em &reas de
floresta tropical amazobnica, mata atlantica e cerrado. Segundo Reis (2011), as
espécies, deste género, com registro de localizacdo no territério brasileiro séo:
Hylaeamys laticeps (regido costeira, desde o estado da Paraiba até S&o Paulo e
leste de Minas Gerais), Hylaeamys megacephalus (leste do estado do Amazonas,
Roraima, Para, oeste do Amapa, Mato Grosso, sudoeste do Maranh&o, Tocantins,
Goiés e Distrito Federal, Mato Grosso do Sul, oeste de Minas Gerais e norte de S&o
Paulo), Hylaeamys perenensis (estado do Acre sudoeste do Amazonas), Hylaeamys
yunganus (estados do Acre, Amazonas, Roraima, Amapa, oeste do Para, Rondonia
e noroeste de Mato Grosso). Entretanto, ha uma controvérsia do trabalho de Reis
(2011) com diversos autores com relagao a distribuicdo de Hylaeamys oniscus, que
segundo esses autores teria sua distribuicdo restrita aos estados de Alagoas,
Pernambuco e Paraiba (MAIA, 1990; OLIVEIRA & LANGGUTH, 2004;
PERCEQUILLO, 1998) (Figura 2).

Figura 2. Distribuicdo das espécies de Hylaeamys no Brasil.
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Fonte: Adaptado de Bonvicino (2008).

Estudos citogenéticos apontam que dentro do género Hylaeamys, podemos
encontrar uma variagdo no 2n de 48 a 60 (Tabela 1) (SVARTMAN & ALMEIDA,

b



1992; WEKSLER et al.,, 1999; VOLOBOUEV & ANISKIN, 2000; ANDRADES-
MIRANDA et al., 2000; GEISE & PEREIRA, 2008).

Tabelal. Variacdo no numero diploide (2n) das espécies de Hylaeamys, de acordo
com Weksler et al. (2006).

Hylaeamys Weksler et al., 2006 2n Fonte

H.acritus (Emmons & Patton,

2005) N&o descrito -

Maia, 1990

H.laticeps (Lund, 1840) )
: \ . Svartman & Almeida, 1992
(inclui saltator Winge, 1888 e 48,52 e 54 Weksler et al.. 1999

seuanezi Weksler et al.,1999) Geise & Pereira. 2008

H.megacephalus (Fischer, 1814)
(inclui capito - Olfers, 1818;
cephalotes - Desmarest, 1819;
velutinus - J.A. Allen & Chapman,
1893; goeldii - Thomas, 1897 e
modestus - J.A. Allen, 1899)

Leitdo & Barros , 1977
52e54 Barros, 1978
Volobouev & Aniskin, 2000

H.oniscus (Thomas, 1904) 52 Maia, 1990
H.perenensis (J.A. Allen, 1901) 52 Musser et al, 1998

H.tatei (Musser et al., 1998) Nao descrito -
Gardner & Patton, 1976
H.yunganus (Thomas, 1902) 58 e 60 Baker et al., 1983
Volobouev & Aniskin, 2000

1.4 A lmportancia da Citogenética em Roedores

Devido a diversidade morfolégica e/ou por existir, dentre os roedores, casos
em que duas espécies podem apresentar padrées morfoldégicos com diferengas téo
sutis ou até mesmo indistinguiveis — espécies cripticas (FUTUYMA, 1980; DOBIGNY
et al., 2002; ROSA et al.,, 2012), h4 uma grande dificuldade na identificacdo
taxondmica desse animais. Estes dados mostram a necessidade de se utilizar
técnicas mais acuradas para o seu reconhecimento. A citogenética é uma das
ciéncias que vem sendo utilizadas para auxiliar na elucidacdo de problemas de

identificacdo de espécies junto com a taxonomia.



Uma das mais importantes causas de evolu¢éo dos organismos € a ocorréncia
de mutacbes genéticas, podendo ocorrer tanto a nivel de DNA ou génico, como
também a nivel macromolecular ou cromossoémico. As alteracées cromossémicos
mais comuns encontrados, diferenciando cariétipos de roedores, Sdo rearranjos
estruturais balanceados dos tipos: fusdes e fissbes céntricas, fusbes in tandem,
translocacdes simples e reciprocas, além de inversfes pericéntricas e paracéntricas.
Segundo King (1993), esses rearranjos, por terem potencial para ter efeito de
heterose negativa no individuo heterozigoto, podem levar a especiacao
cromossomica.

1.3 A Citogenética Molecular
1.3.1. Hibridizac¢é&o in situ por fluorescéncia — FISH

Pode-se dizer que um dos progressos mais importante da citogenética foi o
desenvolvimento da técnica de hibridizacdo in situ por fluorescéncia. Gracas a essa
tecnologia tornou-se possivel a deteccdo de sequéncias especificas de acidos
nucléicos em cromossomos, células e tecidos. A técnica de FISH vem sendo
utilizada como uma ferramenta de grande valia para mostrar alteragcdes que vao
além da resolucéo visual ou de dificil interpretacdo, ou seja, que dificilmente séo
identificadas pelos bandeamentos cromossomicos.

Essa técnica foi desenvolvida primeiramente por Pardue & Gall (1969) e de
forma paralela e independentemente por John e colaboradores (1969), ambos
utilizando marcacdes radioativas. A utilizacdo dessas marcacdes radioativas era um
dos grandes fatores que tornavam a técnica muito limitada. A substituicdo pelos
corantes florescentes acabou com essa limitacdo, pois os mesmos dao uma melhor
resolucao, além de que, sdo mais seguros para se trabalhar e permitem a utilizacéo
simultdnea de varias sondas marcadas com corantes fluorescentes de cores
distintas. Esse aperfeicoamento na marcacdo da sonda contribuiu significativamente
para o surgimento da tecnologia atual de hibridizacdo in situ com fluorescéncia
(FISH) desenvolvida por Pinkel et al. (1986), e com isso, a citogenética sofreu uma
nova transformacdo, comparavel ao desenvolvimento das técnicas de
bandeamentos na década de 70.

Esta técnica consiste basicamente no pareamento de determinado segmento
de DNA ou RNA com uma sequéncia de nucleotideos complementar, visando
verificar se a célula alvo possui essa sequencia e qual a sua exata localizagcdo. Para

visualizar o segmento de DNA ou RNA hibridizado é necessario que ele esteja



marcado com alguma molécula de facil identificacdo, funcionando como uma sonda

para detectar a sequéncia complementar de nucleotideos (Figura 3).
Figura 3. Principais etapas da técnica de FISH
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-
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-
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Fonte: Adaptada de Guerra (2004)
1.3.1.1 A Sonda

Como mencionado anteriormente a sonda é qualquer sequéncia de DNA ou
RNA isolada, amplificada e marcada para a sua posterior localizacdo (GUERRA,
2004). Ou seja, € possivel fazer sonda de qualquer sequéncia de DNA desde se
consiga isolar essa sequéncia.

Tudo depende do tipo de sonda que se quer produzir, por exemplo, se 0
interesse for a producdo de sonda de sequéncia Unica, havera a necessidade de
construir os primers para isolar a sequéncia de interesse por PCR a questdo neste
caso, € conseguir desenhar os primers adequados para isolar a sequencia de
interesse. Atualmente existem varios tipos de sondas, que podem ser utilizadas na

FISH: sondas de sequéncias repetitivas organizadas em tandem; sondas de dna



repetitivo disperso; sondas de sequéncias Unicas ou de poucas coOpias; sondas

gendmicas; sondas cromossomicas (Figura 4).

Figura 4. Tipos de sondas utilizadas na técnica de FISH.
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1.3.1.2 A Pintura Cromossdmica

As sondas cromossomicas, que serdao o foco deste trabalho, sédo utilizadas na
técnica de pintura cromossdmica (chromosome painting), no qual utilizam-se
cromossomos inteiros como sonda (Jauch et al., 1992). A pintura cromossomica €
uma variagao da FISH na qual os cromossomos sao “pintados” em diferentes cores
por meio de hibridizacbes (Guerra,2004). Quando sequencias de DNA (sonda) de
uma espécie sdo usadas para hibridizar em cromossomos de outras espécies em
experimentos de pintura cromossémica, o procedimento é chamado de ZOO-FISH
(JUNIOR & MARTINS, 2004) (Figura 5).


http://www.chrombios.com/

Figura 5. Fundamentos de técnicas baseadas em FISH. (A) ZOO-FISH: sondas
cromossomo-especificas, por exemplo de humano, sédo hibridizadas em outros
mamiferos. (B) FISH reverso: permite apds o ZOO-FISH a identificacdo correta dos
segmentos que se encontram fragmentados na espécie 2, com uma nova
hibridizacdo, onde se utilizam sondas cromossomo-especificas da espécie 2 em
hibridizacdo de humanos. (C) FISH multidirecional: sondas de mais de uma espécie,

ja mapeadas, sao aplicadas em uma outra espécie.

A - ZOO-FISH B - Reverso
— i e
Humano Espécie 1

(Ex: Humanos)

Espécie 2 Espécie 2

C — Multidirecional
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Fonte: Adaptado de Oliveira (2001).

A pintura cromossdmica comparativa pode ser um processo muito demorado,
se for utilizada apenas uma sonda cromossomica por experimento. A utilizacdo de
duas ou mais sondas (FISH Multicor ou M-FISH) na mesma metafase agiliza esse
processo, além de gerar economia de amostras, pois vocé pode analisar diversas
sondas em um numero menor de metafases. Para isso, se faz necessario que as
sondas sejam coradas com fluorocromos diferentes, para distinguir qual sonda
hibridizou com qual regido cromossémica. Para tanto, € necessario o uso de
marcacdo combinatoria de fluorocromos. A férmula que determina o numero de
sondas marcadas com um determinado numero de fluorocromos é dado por 27 -
1(em que N é igual ao numero de fluorocromos), de acordo com o Quadro 2. Os

fluorocromos e filtros de fluorescéncia desenvolvidos nos Ultimos anos tornaram



possivel esse tipo de abordagem, permitindo visualizar varios cromossomos de uma

espécie em uma Unica metéfase de outra espécie.

Quadro 2. Combinacdo de sondas em proporc¢des iguais utilizando trés fluorocromos
(FITC, Cy3 e Cy5)

FITC-dUTP | Cy3 - dUTP | Cy5-dUTP | COR
SONDA 1
SONDA 2 :
SONDA 3 ;
SONDA 4 ;
SONDA 5 ; + |
SONDA 6 ;
SONDA 7 ; ;

A pintura cromossémica tem tido numerosas aplicacbes no mapeamento
gendmico comparativo de diversos grupos de vertebrados. Em mamiferos de
maneira geral vem sendo bastante utilizada, desde primatas (FINOTELO et al, 2010;
RODRIGUES et al, 2011) até morcegos (PIECZARKA et al, 2005; AO et al, 2007,
SOTERO-CAIO et al, 2011). Porém, mesmo com toda a diversidade ja relatada
neste trabalho, os estudos com pintura cromossémica em roedores ainda sao
incipientes, tendo sido estudados menos de 100 espécies por essa técnica (para
revisdo, ver Romanenko et al.,, 2012). Na subfamilia Sigmodontinae, por exemplo,
dos seus 84 géneros teve apenas 5 géneros com algumas espécimes estudadas por
pintura cromossomica: Akodon (VENTURA et al, 2009; HASS et al, 2008), Necromys
(HASS et al, 2011), Olygoryzomys (HASS et al, 2008), Sigmodon ( SWIER et al
2009) e Thaptomys (HASS et al, 2011). Assim, € notdrio que os estudos realizados
até 0 momento ainda ndo séo suficientes para entendermos a diversidade dos
Sigmodontinae, o que demonstra a importancia deste trabalho.
1.3.1.3 Obtencédo das Sondas para Pintura Cromossdmica

Como o presente trabalho utilizara a técnica de pintura cromossémica, onde
se faz necessario o uso de sondas de cromossomos inteiros, vamos tomar por foco

a obtencdo de sonda para a pintura cromoss6mica. A Citometria de Fluxo e a



técnica de Microdisseccdo sdo os principais métodos de producdo de sonda para
esse tipo de FISH.

Na Citometria de Fluxo os cromossomos sdo separados e purificados
segundo a sua composicdo de pares de bases apds serem corados com um ou mais
corantes de DNA fluorescentes (PIECZARKA et al, 2005 e NAGAMACHI et al, 2013).
Nesta técnica, uma solugdo com cromossomos corados (neste caso € necessario
uma boa cultura de fibroblasto) € impelida através de um canal extremamente fino e
liberada na forma de gotas minudsculas, cada uma contendo no maximo um
cromossomo. Os cromossomos sdo corados com dois corantes fluorescentes um
com afinidade de ligacdo para pares de base AT (CMA3) e outro para GC (Hoechst).
Quando uma gota contendo um cromossomo passa por dois canhdes de laser, 0s
feixes de raios lasers atravessa o cromossomo corado fluorescente e a quantidade
de luz emitida € medida por um detector de fluorescéncia (Figura 6-A). Como a
quantidade de fluorocromos ligados ao cromossomo € proporcional a sua
guantidade de DNA, cromossomos com diferentes quantidades de DNA podem ser
distinguidos por sua fluorescéncia (NAGAMACHI et al, 2013).

Figura 6. Métodos de obtencdo de sondas. Em A, esquema da separacdo de
cromossomos por citometria de fluxo (flow sorting). Em B, esquematizacdo do

invertoscopio com equipamento de microdisseccao).

Solugao com
Cromossomos

T TN

&
TN lﬂl1l I

Detector
de
Fluorescéncia

Demais e 4 ‘ﬂ]]]lk

cromossomos

Fonte: Amaral, 2003



Segundo Guerra (2004), se o cari6tipo contiver cromossomos muito
semelhantes na quantidade de DNA, a distincdo entre eles podera ser feita pela sua
proporcao de AT:GC. Neste caso se faz necessario o uso de uma dupla marcacéo,
utilizando-se simultaneamente um fluorocromo que se liga preferencialmente a
regides ricas em AT (o DAPI ou o Hoechst) e outro com maior afinidade por GC
(geralmente a cromomicina A3). Esses fluorocromos emitem luz com comprimentos
de onda diferentes, permitindo que a quantidade de cada um seja medida
separadamente. Dessa maneira, a propor¢cdo de AT:GC daquele cromossomo é
estimada, gerando um cariétipo de fluxo, permitindo sua identificacdo (Figura 7).
Feito isso, o citbmetro pode ser programado para deslocar determinado
cromossomo do fluxo de microgotas e coletd-lo em um recipiente a parte (nesse
caso, a técnica é entdo denominada separacao por fluxo). Para isso, a microgota
com o cromossomo especificado receberd uma carga elétrica, permitindo
posteriormente desloca-la do fluxo por placas defletoras (Figura 6-A).

Figura 7. Exemplos de cariétipo de fluxo. A) Fémea de Hylaeamys megacephalus
(2n=54). B) Feto de Hylaeamys megacephalus (2n=50).

Fonte: Nagamachi et al, 2013

Ja na Microdisseccdo, ha a dissecacdo dos cromossomos com uma micro
agulha de vidro, que possibilita dissecar todo o cromossomo ou regides especificas
dele (Figura 6-B). Nesse caso, determinado cromossomo é isolado de algumas
metéfases espalhadas em uma laminula, utilizando-se um aparelho de
micromanipulacdo. A micromanipulacdo permite também isolar apenas um braco
cromossdmico ou mesmo determinada banda C ou G (Senger et al., 1990;



Cannizzaro, 1996). Assim, é possivel produzir sondas especificas para regides
cromossbmicas bem pequenas. Uma vez isolado um pequeno numero de
cromossomos iguais, suas diversas sequencias de DNA devem ser amplificadas
para produzir uma quantidade adequada para hibridizacdo e para estoque. A
limitacdo desta técnica é que as sondas produzidas sdo sondas de baixa
complexidade e fica fraca — é dificil hibridizar em metéfases de outras espécies - ndo
da pra usar para fazer mapeamento gendmico comparativo — servindo apenas para
resolver problemas dentro da espécie ou, no maximo entre espécies muito proximas.
1.3.1.3.1 Amplificagéo da Sonda

Quando as sondas sao grandes, isoladas por esses dois métodos, nao
temos primers especificos. Assim, para fazer a amplificacdo e depois, a
marcacao, a gente tem que usar um primer degenerado (DOP-PCR). Esse primer
permite a producdo de fragmentos de DNA de 200 pb a 2 Kb, que se liga em
qualquer lugar aleatoriamente e vai amplificando a partir de onde se ligou (VERMA &
BABU, 1995). Isso significa que pode ficar segmentos sem amplificar porque o
primer ndo se ligou. Por isso, quando vocé isola cromossomo por citometria de fluxo,
por exemplo, é separado uma grande quantidade de copias do mesmo cromossomo.
Dessa forma é mais dificil ficar algum segmento sem amplificar pela DOP-PCR.
Mas, quando vocé isola cromossomo por microdissec¢do, é impossivel vocé
microdissecar, por exemplo 400 copias do mesmo cromossomo que esta na lamina.
Com isso ha chances do primer degenerado néo se ligar em algum segmento e
portanto, ndo amplificar aquele segmento € muito grande.
1.3.1.3.2 Marcacao da Sonda

Basicamente existem dois tipos de marcacdo da sonda para a técnica de
FISH: a direta e a indireta. Na marcacdo direta usa-se o dUTP ligado com um
fluorocromo (WIEGANT et al., 2000). Ja na marcacgéo indireta, quando se usa na
reagdo de amplificagdo, o dUTP é ligado a um hapteno, tais quais biotina e a
digoxigenina, funcionando como um antigeno. Para que o sinal da sonda com
marcacgao indireta seja visualizada, precisa-se fazer a deteccédo do sinal, que seria
uma reacao tipo antigeno-anticorpo, onde o anticorpo estara ligado com um

fluorocromo.



2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral
Analisar marcadores cromossdmicos em espécies do género Hylaeamys,
fornecendo dados que auxiliem na sua caracterizacéo taxondémica e citogenética.
2.1 Objetivo Especifico
e Caracterizar os cariotipos das espécies Hylaeamys megacephalus e

Hylaeamys oniscus;
e Estabelecer as homeologias entre os cariétipos.

e Montar um quadro comparativo entre as espeécies evidenciando as

possiveis reorganizacdes cromossdmicas.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL

Neste trabalho foram trabalhadas amostras de Hylaesamys megacephalus
(HME) e Hylaeamys oniscus (HON). Constitui a amostra de HME: 18 animais adultos
(8 machos e 10 fémeas) e um feto coletadas na Serra dos Carajas, municipio de
Parauapebas/PA (6° 4’ 15” Sul, 49° 54’ 15” Oeste). Foram coletados ainda, para a
producdo deste trabalho quatro individuos da espécie Hylaeamys oniscus (dois
casais), onde um casal foi coletado na Reserva Particular do Patrimbnio Natural Frei
Caneca (Jaqueira/PE) (8° 44’ 20” Sul, 35° 47’ 36” Oeste) e o0 outro casal na Reserva
Biolégica de Pedra Talhada (Quebrangulo/AL) (9° 19’ 24” Sul, 36° 19° 24” Sul, 36°
28 28” Oeste) (Figura 8).

Figura 8. Mapa dos locais de coleta, tanto de Hylaeamys megacephalus como de
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3.2 METODOS

3.2.1 Obtencao direta de Cromossomos Metafasicos

A obtencdo dos cromossomos metafasicos foi através do Método Direto, pela
técnica de Ford & Hamerton (1956), com modificacoes.
e O animal foi colocado no interior de uma cuba anestésica e sacrificado por
inalacéo de vapores de éter;
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Em seguida foi extraido o fémur esquerdo e colocado em uma placa de Petri

contendo 5 mL de uma solucao de Hanks, pH 7,0;

Feito isso, as epifises foram cortadas e a medula extraida por jatos de

solucéo isotdnica de Hanks, utilizando-se uma seringa de vidro de 5 mL;

Apbs a separacao celular, o material foi colocado em um tubo de centrifuga,
homogeneizado e centrifugado a uma velocidade de 1000 rpm durante 10

minutos;

O sobrenadante foi desprezado e o sedimento, ressuspendido suavemente
em 10 mL de solucéo hipotonica de Cloreto de Potassio (KCI);

Acrescentou-se 1mL de fixador Carnoy (3 mL de metanol para 1 mL de acido

aceético) e, com uma pipeta Pasteur, o material foi homogeneizado;

O material foi novamente centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos, o
sobrenadante descartado e o sedimento ressuspenso com pipeta Pasteur em
5 mL de fixador Carnoy (3:1). Este procedimento foi realizado por mais duas

vezes.

3.2.2 Obtencao via Cultura de Células de Cromossomos Metafasicos

Alguns espécimes tiveram a preparacdes cromossdmicas obtidas a partir de

cultura primaria de fibroblastos, segundo Egozcue (1971).

Retirou-se biopsias de tecidos (orelha, cauda, pulméo, feto ou placenta)
coletadas em campo com grande assepsia local e colocadas em meio de
cultura reforcado com antibiéticos e assim mantidos até serem transportados
ao laboratorio;

Na capela de fluxo laminar, o tecido foi entdo colocado em uma placa de Petri
contendo meio DMEM com 20% de soro bovino fetal (SBF). A biopsia foi
picotada com o auxilio de uma pinca e uma tesoura estéreis, em pequenos
fragmentos de aproximadamente 1 mma3;

Os fragmentos foram colocados na parte inferior de uma garrafa de cultura,
previamente umedecida com SBF, com o auxilio de uma pipeta Pasteur. A
garrafa foi deixada em repouso por 30 minutos para a fixacao das biopsias, e
em seguida foram acrescentados 2,5 mL de meio completo na parede

superior da garrafa;



e ApOs cerca de trés a cinco dias, foi verificado o crescimento da cultura.
Ocorrendo proliferacéo celular, mais 3 mL de meio foram adicionados;
e Para a obtencdo das células em metafase foi adicionado as culturas 0,5 mL
de colchicina e encubada a 37° C durante 30 a 40 minutos;
e O meio foi entdo transferido para um tubo de centrifuga e as garrafas
tripsinizadas, recolhendo-se todo o sobrenadante. Foram acrescentados 10
mL de solucdo hipotdnica de KCI 0,075 M, a suspensdo homogeneizada e
mantida a 37° C por 12 minutos;
e Foi acrescentado 1 mL de fixador (3:1) e a suspensdo foi novamente
homogeneizada e centrifugada a 1000 RPM por 10 minutos;
¢ O sobrenadante foi desprezado e acrescentado mais 6 mL de fixador no tubo,
homogeneizado e centrifugado novamente. Este Ultimo procedimento foi
repetido por mais duas vezes. O material foi armazenado com fixador no
freezer.
3.2.3 Preparo das Laminas
As laminas foram rigorosamente limpas com detergente neutro, colocadas em
recipientes com agua destilada e guardadas na geladeira. No momento de serem
utilizadas, foram lavadas novamente com agua destilada e sabdo neutro, porém
foram limpas também com alcool a 70%. Apds isso, foram pingadas duas gotas do
material, previamente ressuspendido, em cada lamina e deixadas secarem no
banho-maria a 60°C. Em seguida elas foram envelhecidas em estufa a 37°C, pelo
tempo minimo de 72h, para em seguida serem analisadas e posteriormente
submetidas a bandeamentos cromossomicos.
3.2.4 Técnicas de Citogenética Classica
3.2.4.1 Coloracao Convencional
Para analise do numero e morfologia cromossémica, as laminas foram
submetidas a coloragdo com corante Giemsa, diluido em tampé&o fosfato (0,2M
Na2HPO4 + 0,2M NaH2PO4), pH 6,8, na propor¢cao de 1:30, durante 10 minutos.
Passado o tempo, as laminas foram lavadas com agua destilada e secadas ao ar.
3.2.4.2 Bandeamentos CromossOmicos
3.2.4.2.1 Bandeamento G
A técnica foi realizada de acordo com Sumner et al. (1971), com

modificagdes:



Foi preparada uma solucdo de 2xSSC (0,3 M NaCl + 0,03 M Na3C6H507), e
mantida em banho-maria a 60°C;

As laminas com preparagfes citoldégicas foram mergulhadas no 2xSSC e
mantidas em contato com a solucéo por cerca de 1 a 5 minutos, lavadas em
seguida com agua destilada, e postas para secar ao ar;

Em seguida as laminas foram coradas com soluc¢do corante Wright (0,125 g
de corante, diluido em 50 mL de Metanol), diluido em tampéao fosfato, pH 6,8
na proporcdo 3:1, durante 2 minutos e 30 segundos. Apés o0 tempo, as
laminas foram lavadas com &gua destilada, postas para secar ao ar e

submetidas a anélise no microscépio;

3.2.4.2.2 Bandeamento C

A técnica realizada foi baseada em Sumner (1972), com algumas

modificagdes:

Preparacdes citologicas foram incubadas em solucdo de hidréxido de béario
(Ba (OH)2 8H20) 5%, em banho-maria a 60°C durante 2 minutos;

ApoOs este tempo, as laminas foram mergulhadas em solucdo de &acido

cloridrico (HCI) 0.2 N, 60°C durante 1 minuto e lavadas em agua destilada;

Em seguida, as laminas foram mergulhadas em solugéo de 2XSSC, 60°C por

40 minutos e lavadas em agua destilada;

A coloracdo foi feita com corante Giemsa (solugcdo de uso) durante 40
minutos, seguida de lavagem em agua destilada, secagem ao ar e analise ao

microscopio;

3.2.5 Técnica de Citogenética Molecular / Hibridizagdo In Situ Fluorescente

(FISH)

A técnica de FISH seré adaptada de Pinkel et al.,1986.

3.2.5.1 Preparacédo da Lamina

As laminas com o material citolégico foram mantidas na estufa a 37°C por 3

dias. Em seguida, a lamina foi exposta a uma solucédo de pepsina (50 ml de HCI 4,8

N para 0,5 ml de pepsina) por 3 minutos, posteriormente passou por uma lavagem

em trés solu¢des de 2xSSC por 1 minuto cada. Os cromossomos foram desidratados



com etanol (série de 2x no etanol a 70% 2 minutos em cada; 2x no de 90% 2
minutos em cada e 1x no de 100% por 10 minutos). Posteriormente foi levada para a
estufa a 60°C, por aproximadamente 1 a 3 horas, dependendo da sensibilidade do
material.
3.2.5.2 Desnaturacao cromossomica

Apés ser submetida ao procedimento acima, a lamina foi imersa em uma
solucdo de formamida 70% (70 ml de formamida e 30 ml de 2xSSC), durante 1
minuto, a 60°C. Para interromper a acdo da formamida 70%, passado o tempo de 1
minuto, a lamina foi colocada em uma solugé&o de etanol 70% gelado por 5 minutos.
Apds, o material foi novamente desidratado em etanol (série de 1x no etanol a 70%
por 2 minutos; 2x no de 90% por 2 minutos em cada e 1x no de 100% por 10
minutos).
3.2.5.3 Hibridizacé&o

Paralelamente ao processo de desnaturagcdo cromossOmica, a solugao
contendo as sondas foi colocada em banho-maria a 70°C por 12 minutos e em
seguida foi acondicionada em estufa a 37°C por aproximadamente 30 minutos (pre-
annealing). Depois da desnaturagcdo cromossomica e do pre-annealing, a sonda foi
pingada na lamina com o material citolégico colocando uma laminula sobre ela e
vedada com cola PVC. Posteriormente as laminas foram incubadas em estufa a
37°C durante trés dias.
3.2.5.4 Lavagem de Estringéncia

Passado os trés dias, as laminas foram expostas a solu¢des acondicionadas
em banho-maria a 45 °C (2x na formamida 50% por 5 minutos cada; 2x no 2xSSC;
1x no 4xSSC/Tween 0,2% por 5 minutos) para a retirada de marcacdes
inespecificas, resultados de pareamentos inespecificos.
3.2.5.5 Deteccéo de sondas

As laminas que estavam com sondas marcadas com biomarcador
diretamente, passaram por trés solucbes de 4xSSC/Tween 0,2% por 2minutos
(cada) em temperatura ambiente, onde em seguida foi pingado 8ul de solucdo DAPI
com anti-fade e foram cobertas com uma laminula e selada com esmalte.

Porém, as laminas com sondas marcadas com um biomarcador de forma
indireta passaram pela deteccdo desse biomarcador. Foi pingada nas laminas
contendo o material citolégico uma solucdo de deteccdo que dependerd do

biomarcador utilizado. Por exemplo, se a sonda estava marcada com biotina foi



utilizada uma solugéo contendo 0,2 ul de avidina Cy3 mais 200 pl de 4xSSC/Tween
0,2% ou uma solu¢do contendo na mesma proporcdo anterior avidina FITC. Apos
colocar a solucdo de deteccdo nas laminas, estas foram cobertas com laminula
plastica e deixadas em camara Umida a 37°C por 30 minutos. Apoés, foi retirada a
laminula e as laminas passaram pelas trés lavagens em 4xSSC/Tween 0,2% por 2
minutos (cada) em temperatura ambiente. Apés foi pingado 8 pl de solucdo DAPI
com anti-fade e foram cobertas com uma laminula e selada com esmalte.
3.2.6 Analise cromossémica e Montagem dos Cariétipos

As laminas foram analisadas ao microscépio Optico Zeiss Axiostar, com
oculares de 10X e objetivas de 10X, 40X e 100X, seguindo a iluminacdo de Koeler.
Em seguida, foram escolhidas as melhores metafases, para serem fotografadas
digitalmente. As metafases de bandeamento classico foram capturadas em um
microscopio Olympus, e montadas de acordo com a morfologia e em ordem
decrescente de tamanho com o sistema de captura de imagem e montagem de
cariétipos SpectraView® da Applied Spectral Imaging (ASI). Para a analise da FISH,
as imagens digitais foram obtidas em um microscépio Axiophot, através de uma
camera CCD Zeiss Axiocam. ApoOs a andlise das imagens foi possivel mapear o
genoma do Hylaeamys megacephalus (2n=54) no cariétipo da espécie em estudo, o

que permitiu a andlise dos rearranjos ocorridos entre as espécies.

4. RESULTADOS

Todas as amostras de Hylaeamys megacephalus coletadas na Serra dos
Carajas, municipio de Parauapebas/PA foram analisadas por citogenética classica.
O que resultou na co-autoria de um artigo cientifico (Apéndice), ja publicado. No
presente artigo houve a producdo de sondas cromossémicas inteiras, no Centro de
Recurso para Génomica Comparativa do Departamento de Medicina Veterinaria, da
Universidade de Cambridge (UK). Essas sondas foram produzidas, por Citometria de
Fluxo, a partir de cultura de fibroblastos, de dois espécimes de HME, uma fémea
adulta com 2n=54/NF=62 e outro, um feto, com 2n=50/NF=62. Essas sondas foram
utilizadas no mapeamento de Cerradomys langguthi (2n=46/NF=62) e foram
utilizadas para a conclusado do presente trabalho.

Ja os espécimes de Hylaeamys oniscus, apresentam 2n= 52/NF=62, sendo
38 cromossomos autossdémicos acrocéntricos e 12 cromossomos autossémicos de

dois bracos. O cromossomo X € acrocéntrico de tamanho grande e o Y ¢é



acrocéntrico médio. O bandeamento G (Figura 9 - A) permitiu o pareamento de
todos os cromossomos. O padrédo de bandeamento C (Figura 9 - B) mostra que a
heterocromatina constitutiva (HC) esta presente na regido centromérica dos 25
pares autossémicos. O cromossomo X também se apresentou heterocromatico na

regido centromeérica, sendo o cromossomo Y quase todo heterocromatico.

Figura 9. Padroes de bandeamento G (A) e padrdes de bandeamento C (B) em
Hylaeamys oniscus (2n= 52/NF=62)
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Os 24 picos de Hylaeamys megacephalus (HME) foram todos hibridizados em
metafases de H. oniscus (HON). Os resultados mostram que todos os 24 picos
mantiveram sintenia conservada no cariétipo de HON (Figura 10A), sendo que 22
picos hibridizaram em cromossomos inteiros e dois picos (HME 14 e 19) hibridizaram

em associagao, correspondendo ao par 20 de HON (Figura 10B).



Figura 10. Hylaeamys oniscus: A — Bandeamento G mapeado com picos de HME; B

— Hibridizac&o dos picos que correspondem ao cromossomos 14 e 19 de HME.
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5. DISCUSSAO

Como ja mencionado neste trabalho, os estudos com pintura cromossémica
em roedores ainda séo insuficientes se compararmos 0 numero de espécies que a
ordem possui. Romanenko et al. (2012) visando entender a evolu¢gdo cromossomica
da ordem Rodentia destacaram tendo sido estudados menos de 100 espécies por
essa técnica. Nagamachi et al. (2013) adicionaram a esses grupos de espécies
estudados as espécies Hylaeamys megacephalus e Cerradomys langguthi.

Em nosso trabalho foram estudados comparativamente os cariétipos de
Hylaeamys megacephalus (HME) e Hylaeamys oniscus (HON), utilizando técnicas
de citogenética classica e molecular. A utilizacdo conjunta dessas técnicas nos
permitiu determinar as caracteristicas cromossémicas das espécies em estudo,
permitindo assim uma analise comparativa das homeologias existentes entre as
duas espécies do género Hylaeamys.

O caridtipo de H. oniscus corrobora com o cariétipo apresentado por Maia
(1990), apresentando similaridade com o descrito por Volobouev & Aniskin (2000)
para espécimes de Hylaeamys megacephalus da Amazbénia peruana com relagdo ao
namero diploide e fundamental. Os resultados obtidos por bandeamentos classicos
(Bandeamentos G e C) no presente trabalho sdo pioneiros para HON nao
possibilitando, desta forma, qualquer analise comparativa. No entanto nos permite
discordar com Musser et al. (1998) quando os mesmos inferem que H. oniscus seria
sinonimia de H. laticeps (HLA), pois ao compararmos nossos resultados com os ja
descritos na literatura para H. laticeps (SVARTMAN & ALMEIDA,1992; GEISE &
PEREIRA, 2008) e analisarmos o padrao de bandeamentos bem como a morfologia
dos cromossomos e numero dipléide verifica-se que trata-se de duas espécies
distintas. O cariotipo proposto por Svartman & Almeida (1992) para HLA (2n=54 e
NF=62) possui 42 cromossomos autossOmicos acrocéntricos e 10 cromossomos
autossémicos de dois bracos, o assemelha-se com o caridtipo descrito para HME
proposto por Nagamachi et al, (2013). J& no trabalho de Geise & Pereira (2008),
houve a identificacdo apenas do numero diploide (2n=48), o que difere ndo s6 do
HON proposto nesse trabalho, bem como do proposto por Svartman & Almeida
(1992). O mesmo acontece ao compararmos o cariotipo de H. yunganus descrito por
Volobouev e Aniskin (2000), onde possui 0 numero diploide (2n=58), com 50
cromossomos autossémicos acrocéntricos e 6 cromossomos autossdmicos de dois

bracos o que o difere de Hylaeamys oniscus.



Na literatura ainda ndo se tem muita informacéo sobre H. perenensis tendo
apenas o seu 2n (52) descrito. Com relacdo a H. tatei e H. acritus, ndo podemos
sequer comparar a nivel de namero dipléide por ndo existir na literatura essas
informacdes.

Ao compararmos o0 cariotipo de Hylaeamys oniscus com o cariétipo de
Hylaeamys megacephalus (2n=54) descrito por Nagamachi et al. (2013), verifica-se
que a diferenca do namero diploide deve-se a fusdo dos pares 19 e 14 de HME
resultando, em H. oniscus, um par de cromossomos metacéntrico de tamanho meédio
(par 20). Essa fuséo so6 foi possivel ser detectada com certeza, gracas a utilizacdo
das sondas de cromossomo total de Hylaeamys megacephalus (NAGAMACHI et al.,
2013).

Ao compararmos o cariotipo de HON com o de Cerradomys langguth (CLA)
mapeado com sondas de HME (NAGAMACHI et al., 2013), verificamos que CLA
também apresenta a associacao 19/14 porém, com inversao (19/14/19) e associado
com varios outros cromossomos de HME (5/19/14/19/5/[16,17]/[13,22]/3/[13/22]/20)
formando o par 1, o maior cromossomo de CLA. Na analise comparativa entre 0s
cariotipos de HON e CLA em relacdo ao HME, verificamos que os cromossomos 15,
18, 23, 24, 25 e 26 de HME sao compartilhados na forma livre entre HON e CLA,
porém, em CLA os pares 23 a 26, que sao de dois bracos em HME e HON, séo
acrocéntricos em CLA, mostrando a ocorréncia de inversdes pericéntricas
diferenciando o cari6tipo de CLA. Os cromossomos HME 15 e 18, que
correspondem aos cromossomos HON 14 e 17 e CLA 12 e 16, sdo compartilhados
entre as 3 espécies sem qualquer rearranjo visivel. E interessante fazer o
mapeamento de outras espécies da tribo Oryzomyini (Sigmodontinae) para verificar
algumas questées que surgiram da analise comparativa entre HME, HON e CLA: 1)
Se esses dois pares compartihados sem nenhum rearranjo constitui uma
caracteristica simplesiomorfica ou sinapomorfica para a tribo; 2) Se a forma de dois
bragcos dos pares 23 a 26, compartilhados por HME e HON é primitiva ou derivada
em relacdo a forma acrocéntrica encontrada em CLA; 3) Se a associacdo 19/14
presente em HON e compartilhada com inversédo por CLA é primitiva ou derivada.
Essas questdo vao poder ser resolvidas ao longo do tempo, com o mapeamento das
diferentes espécies de Tribo Oryzomyni e de outras Tribos da subfamilia

Sigmodontinae.



Este trabalho junto com Nagamachi et al. (2013), € um marco para estudos de
filogenia cromossémica do género Hylaeamys. Para isso se faz necessario o
mapeamentos das outras cinco espécies de Hylaeamys, para que se possa entender

a diversificacdo cromossoOmica das diferentes espécies deste género.

6. CONCLUSAO

Ao término desse trabalho, foi possivel chegarmos a algumas conclusdes a
respeito da caracterizagdo de Hylaeamys megacephalus (HME) e Hylaeamys
oniscus (HMO):

1. A diferenca nos cariétipos das espécies deve-se a uma fusdo do cromossomo
19 e 14 de HME, o que resultou em um par de cromossomos metacéntrico de
tamanho grande em HON;

2. A andlise comparativa entre HME, HON e CLA nos fez entender a importancia
de fazer o mapeamento de outras espécies da tribo Oryzomyini
(Sigmodontinae) para elucidar encontrar as homeologias cromossdémicas e
entender os mecanismos de rearranjos que ocorreram diferenciando o0s
cariotipos das diferentes espécies.

3. Para entendermos a filogenia cromossémica do género Hylaeamys, faz-se

necessario o mapeamentos das outras cinco espécies do género.
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8 ANEXO: ARTIGO PUBLICADO

FISH with whole chromosome and telomeric probes demonstrates huge karyotypic
reorganization with ITS between two species of Oryzomyini (Sigmodontinae,
Rodentia): Hylaeamys megacephalus probes on Cerradomys langguthi karyotype
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