GERTRUDES CORGCAO

Variabilidade Genética e Analise Filogenética em
Roedores (Cricetidae) do Estado do Parana

Tese apresentada ao Curso de Pés-Gradua-
¢cdo em Genética da Universidade Federal
do Parana, para obtengdo do grau de Mes-
tre em Ciéncias Biologicas, na area de Ge-
nética.

ORIENTADOR:

Lodércio Culpi

CURITIBA
1989



GERTRUDES  CORCAOQ

VARIABILIDADE GENETICA E ANALISE FILOGENETICA EM  ROEDORES
(CRICETIDAE) DO ESTADO DO PARANA

Tese apresentada ao Curso de Posg-
Graduag8o em Genética da Univer-
sidade Federal do Parana, para
obtenc8io do grau de Mestre em
Ciéncias Bioldgicas, na area de

Genética.

Orientador:

Lodércio Culpi

CURITBA
1989



Aos meus pais



AGRADECIMENTOS

- Ao Dr. Lodeércio Culpi, pela orientagdo deste trabalho.

- A Denise Machado Moreira, pelo auxilio no aprendizado das
técnicas eletroforeéticas.

- A estagiaria Elizabeth Settim, pelo auxilio nas tipagens
eletroforéticas.

- Ao Laboratodrio de Citogenética Animal da UFPR, pelo
fornecimento dos dados citogenéticos.

- As alunas do Curso de Pés-Graduag®o em Zoologia da UFPR, Carmen
Zotz e Claudia M. Boeing, e ao professor Estefano Jablonnsky, da
PUC, pela coleta dos roedores e'fornecimento de dados taxonomicos.
- A BSPVS (Sociedade de Pesquisa em Vida Selvagem) e ao Instituto
Florestal do Parana, também pela coleta dos roedores e
fornecimento dos dados taxonomicos. ‘

- Ao Sandro Bonatto, pelo inestimavel auxllio na analise
filogenética dos dados.

~ Ao CNPq, & CAPES e & Prdo-Reitoria de Pds-Graduag®o da UFPR,

pela bolsa e pelos auxllios concedidos na elaboragfo deste

projeto.



II
2.1

2.1.

w ™

N [aN] N N N
W

w w

W N

SUMARIO

LISTA DE TABELAS

-----------------------------------

LISTA DE FIGURAS. . ... ittt iii ettt iin s
INTRODUCKO

O uso da eletroforese na andlise da variabilidade
Benetica. . it e e e e e e
Metodologias empregadas com dados eletroforéticos....
Variabilidade genética em populagdes naturais de
o =0 N o= =

Considerag®es gerais sobre cricetideos sul-americanos

O] o T 1= v S o Y- 2

MATERIAL E METODOS

Caracterizagdo da amostra........... . iiiinn...
Informagdes sobre as espécies estudadas..............
aYAKodon serrensis. ... ... i i e e e

bYA., arviculoides. . ... it i it i e e e e e

‘¢YA, aff. arviculoides. .. ... . i i e e

d)Oxymycterus roberti e Oxymycterus sp...............
e)0ryzomys delticola........ ... i,
£1O. flavescCens. ... ittt i i e e
g)0., intermedius. .. ... ... . e
Métodosde coleta. . ... i i e e e
Sistemas estudadoS. . .. vt i i e e s
Albumina — Alb. ... i i s e e
Hemoglobina — Hb. . ..o i it e et e e et ie e ane e

Transferrina — Trf. .o i it e i ettt et ettt e e e

8
12
13



N ™

]

N NN

DN NN NDNN DN NN N NN

I1I
3.1
3.2

IV
4.1
4.2

[&V]

|aV]
w W oW W w W

(& S Y > " - VL R Vs B ¢~ R V)

ot

.11
.12
.13
.14

Gl o W

Isocitrato desidrogenase - Idh - E.C.1.1.1.42........ 25
Malato desidrogenase - Mdh - E.C.1.1.1.37............ 26
Fosfatase acida - Acp - E.C.3.1.3.2.................. 27
Superdxido dismutase - Sod - E.C.1.15.1.1............ 27
Leucine aminopeptidase - Lap - E.C.3.4.11.1.......... 28
Fosfoglicose isomerase - Pgi - E.C.5.3.1.9........... - 28
Glutamato oxaloacetato transaminase - Got -

O s 29
Fosfoglicodesidrogenase - Pgd - E.C.1.1.1.44......... 29

Glicose-6-fosfato desidrogenase - GBpd - E.C.1.1.1.44. 29

Fosfoglicomutase - Pgm - E.C.2.7.5.1................. K1
Esterase - Es - E.C.3.1.1.1.. ... . i, 39
Métodos laboratoriais............ ... ., 31
Preparo do homogenado. ... ........c. e, 31
M2todos eletroforéticos...........1; ................. 31
Métodos de colorag8o. ... .ttt e 33
Andlise da migrag@o eletroforética................... 33
Métodos fotogrdficos........ ..., 34
Procedimentos estatisticos......................... 34
Andlise da variabilidade genética da amostra......... 34
\AnAIise filogendtica. .. oo vttt 35
RESULTADOS

Variabilidade genética da amostra.................... 49
Andlise filogenética....... .. i, 83
DISCUSSAO

Variabilidade genética da amostra.................... 107

AnAlise filogendtica. . .. ... i ittt 112



4.2.1

4.2.2

VI

VII

VIII

Relagdes filogenéticas entre as espeécies............. 112
Discuss@o dos diferentes métodos empregados.......... 115
RESUMO E CONCLUSOES. . ........ovvuuurrnnnnnnnnnnnn.. 117
SUMMARY AND CONCLUSIONS......... .0t 120
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......''vvirirenerennnnnn.. 122

APENDICES . « v v e et e et e e e 137



LISTAS DE TABELAS

Tabela Pag

I.1 Variabilidade genética em cricetideos norte-americanos g
I.2 Variabilidade genética em cricetldeos sul-americanos 11

IT. 1 Caracterizagdo dos animais coletados por tribo, géne-

ro, espécie, local de coleta e sexo, no Estado do

Parand. ......... 0. T 18
I1.2 Relagdo das espécies consideradas para o calculo da
heterozigosidade média por espécie (H)............... 36
I1T1.1 Distribuig8io dos fenotipos observados e freqlé&ncias
genicas dos alelos do loco Alb, por espécie.......... 41
ITI.2 Distribuig&io dos fendtipos observados e freqilencias .
génicas dos alelos do loco Trf, por espécie.......... 43
I1I.3 Distribuigdo dos fendtipos obser&ados e freqiléncias
genicas dos alelos do loco Hb, por espécie........... 46
I1I. 4 Distribuigdio dos fendtipos observados e freaqlencias
génicas dos alelos do loco Es-18, por espécie........ 49
III.5 Distribuigdo dos fendtipos observados e frequéencias
‘génicas dos alelos do loco Es-6, por espécie......... 51
III.6 Distribuig¢do dos fénétipos observados e freqlencias
génioés dos alelos do loco Pgd, por espécie.......... 53
IIT.7 Distribuigdo dos fendtipos observados e freqiéncias
geénicas dos alelos do loco Pgm-1, por espécie........ 56
II1.8 Distribuigdo dos fendtipos observados e freqléncias
génicas dos alelos do loco Pgm-2, por espécie........ 58

I1II1.9- Distribuigfo dos fendtipos observados e freqlencias



III.

ITI.

ITI.

ITI.

III.

ITI.

ITI.

ITI.

ITI.

ITI.

III.
IIT.

19

11

12

13

14

16

17

18

13

20
21

génicas dos alelos do loco Pgm-3,por espécie.........
Distribuig¢do dos fendtipos observados e frequencias
génicas dos alelos do loco Pgi, por espécie........
Distribuig&o dos fendtipos observados e fregqléncias
génicas dos alelos do loco Got-1, por espécie........
Distribuiciio dos fendtipos observados e frequéncias
genicas dos alelos do loco Lap, por espécie..........
Distribuigao dos fendtipos observados e freqiéncias
génicas dos alelos do loco Acp, por espécie..........
Distribuig¢ido dos fendtipos observados e freqléncias
génicas dos alelos do loco Mdh-2, por espécie.......
Distribuig8o dos fendtipos observados e freqiencias
génicas dos alelos do loco Idh-1, por espécie........
Distribuig8o dos fendtipos observados e freqléncias
genicas dos alelos do loco Sod, por espécie..........
Distribuig¢dio dos fendtipos observados e freqiencias
génicas dos alelos do loco G6pd, por espécie.........
Valores de heterozigosidade média (H), e proporg#o de
locos polimdrficos (P), por espécie, para as amostras
\de tamanho superior ou igual a 5............... .. . ...
Matriz de dados GEGE.DAT..........T ..................
Matriz de dados ELETRO.DAT.......... ... i,

Matriz de dados POA.DAT. ... ... . i i e e

63

66

68

71

74

76

79

81



Figura

I.1

I.2

II.1

ITI.1A

ITII.1B

III.2A

ITI.2B

ITI.3A

III.3B

I1I.4

LISTAS DE FIGURAS

Pag
Grafico de area de frequéncia dos principais grupos
da Ordem Rodentia, em relag@o aos outros mamiferos
da América do Sul...... ...ttt i e e 14
Representag@o grafica da porcentagem das espécies de
cada tribo dos cricetldeos sul-americanos............ 15
Locais de coleta (municipios) das espécies estudadas
no Estado do Parand. ........... .., 17
Representagdo esquemdtica dos alelos observados no
1oCo Alb. .o e e e 42

Fotografia de um gel mostrando, os fendtipos Alb , Alb_
c
e Alb , da esquerda para a direita, respectivamente 42

Representag8o esquemadtica dos alelos observados no

e Tn o T A o 44
a
Fotografia de um gel mostrando os fendtipos Trf ,
b ab

Trf e Trf da esquerda para a direita, respectiva-
10130 1 971 44

ERepresentag8o esquemdtica dos alelos observados no

o2 o T = o T 47
a b
Fotografia de um gel, mostrando os fendtipos Hb , Hb
C
e Hb da esquerda para a direita, respectivamente..... 47

Representagdo esquemdtica dos alelos observados no

e T o T 5=t I 72 1 5@



III.

III.

III.

ITI.

ITI.

III.

III.

IIT.

III.

IIT.

III.

5A

5B

BA

6B

7A

7B

8A

6B

9A

9B

10A

Representag8o esquemdtica dos alelos observados no

1oCo ES=6. . i e e e e e 52
Fotografia de um gel, mostrando entre os eletromorfos
de migragdo mals rapida os fendtipos Es—Sa, Es—sb,
Es—SO, da esquerda para a direita, respectivamente .. 52

Representag8io esquemdtica dos alelos observados no

loco Pad. ... e e e 54
Fotografia de um gel mostrando os fendtipos Pgda,
Pgdb, Pg‘dO e Pgdd da esquerda para a direita,
respectivamente. ... ... .. i e e 54

Representagdo esquemdtica dos alelos observados no

loco Pgm—1. .. . . . e e e 57
Fotografia de um gel, mostrando os fendtipos Pgm—la,
Pgm—lb, Pgm—lc, da esquerda para a direita,
respectivamente...................,; ................. 57

Representac8o esquemdtica dos alelos observados no

10CO PEIM =2, . o i it i e e e e e e e e 59
a
Fotografia de um gel mostrando os fendtipos Pgm-2 ,
b c .
Pgm-2 , Pgm-2 da esquerda para a direita,

respectivamente, entre os eletromorfos de migrag#o

N

MAails FAPIAA. . v ittt e e e e e e e e e e 59

Representagcfo esquematica dos alelos observados no

10C0 PEmM=3. . . ittt e e e e e e e e e e e 62
Fotografia de um gel mostrando entre os eletromorfos

a
de migragio mais catddica, os fendtipos Pgm-3 ,

b c
Pgm-3 e Pgm-3 , da esquerda para a direita,

respectivamente L e i e e e e 62
Representagfo esquemAtica dos alelos observados no

loco PEL. .. i i i i e e e e 64



ITI.

ITI.

III.

III.

ITI.

ITI.

ITI.

ITI.

ITI.

IIT.

IITI.

IIT.

10B

11A

11B

12A

13

14A

14B

15A

16

17A

a

Fotografia de um gel mostrando os fendtipos Pgi
b c d

Pgi , Pgi e Pgi, da esquerda para a direita

3

respectivamente. . ... . i i i e e i e e 64
Representagso esquemdtica dos alelos observados no
loco Got=l. . . i e e e 67
Fotografia de um gel mostrando na parte superior os
fendtipos Got-la, Got—lb e Got-lc, da esquerda para a
direita, respectivamente. E na inferior, o fendtipo
a

Representagfo esquemdtica dos alelos observados no
1oco Lap. . v i e e e e e 69
Fotografia de um gel mostrando os fendtipos Lap , Lap

e Lap0 da esquerda para a direita, respectivamente... 69
Representagfo esquemdtica dos alelos observados no

10CO ACP. v v i i e e e T 72

Representag8o esquemdtica dos alelos observados no

1oCo MAh =2, . i ittt i it i e e e e e e e e 75
Fotografia de um gel mostrando na parte superior o

a
fendtipo Mdh-1 , € na parte inferior, os fendtipos

a c
Mdh-2 e Mdh--2 da esquerda para a direita, respecti-

BTN 111 71 < 75

Representagdo esquemdtica dos alelos observados no

loco Idh=1. .. ittt i i e e e e e e 77
a
Fotografia de um gel mostrando os fendtipos Idh-1 ,
b c

Idh-1 e Idh-1 , da esquerda para a direita, respecti-

BT =Y 111 4 8 71 < S 77
Representagdo esquemdtica dos alelos observados no
10CO SO, o vt i i e e e e e e e e 89
Representagdo esquemdtica dos alelos observados no

10CO GBPA. o v e e e e e e e e e 82



III.

III.
III.
ITI.
III.
III.
IIT.
ITI.
ITI.
. III.
IT1I.

ITI.
ITI.

ITI.

III.

17B

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28
29

30

31

ab

Fotografia de um gel mostrando os fendtipos G6pd |,
Gﬁpdb, GGpdC e’ GSpdd da esquerda para a direita,
respectivamente. . ... . i e e e e 82
Cladograma de consenso GEGE 2.0UT, resultante de dados
OFrdeNad oS . v vttt e e e e e e e 86
Cladograma GEGE 41.0UT, resultante de ordenamento
simples............... B 86
Cladograma GEGE 4.00T, resultante de ordenamento
COMPLEeXO. . i e e e 88
Cladograma GEGE 51.00T, resultante de ordenamento
SIMPLlES. . i e e 88
Cladograma GEGE 5.0UT, ?esultante de ordenamento

FoZe ) 143 3 =5 <o 1S 89
Cladograma GEGE 21.0UT, resultante de dados né&o
OrdeNadoS. o v v v e e e e e e 89
Cladograma GEGE 6.00T, resultante de ordenamento
COMPLEX O, ittt e e e e e e e 99
Cladograma GEGE 61.00T, cladograma de consenso,
resultante de ordenamento simples.................... 90
Cladograma GEGE 71.00T, cladograma de consenso
resultante de ordenamento simples......... . o v, 90
Cladograma GEGE 7.0UT, resultante de ordenamento
COMP L X0, . v it i e e e e e e 91
Cladograma de consenso geral, da matriz GEGE.DAT ..... 91
Cladograma ELETRO 1.1 OUT, resultante de dados
OrdenadosS. . . vt e e e e e e e 94
Cladograma ELETRO 2.0UT, resultante de ordenamento
COMP L X0, v vttt e e e e e 94
Cladograma ELETRO 3.0U0T, resultante tanto de



III.

III.

III.

III.

ITI.

III.

32

33

34

35

ordenamento simples como de ordenamento complexo..... 94
Fenograma obtido atraves da distancia genética de Nei
(Nei, 1972), a escala indica a distancia genética
entre as eSPRCIeS. . ittt ittt it e e e e 199
Fenograma obtido através da distancia genética de Nei
{Nei, 1978), a escala indica a distancia genética
ENEre as eSPBCLeS. . ittt ittt s i i e e e e 191
Fenograma obtido através da distancia genética de
Rogers (Rogers, 1972), a escala indica a distancia
genetica entre as espécles. . ...... .ot 192
Fenograma obtido através da distancia genética de
Rogers modificada (Wright, 1978 citado por Rogers,
1986), a escala indica a distancia genética entre as

T o 1= =T 193
Cladograma obtido pelo método de Wagner com distancia
utilizando-se a distancia genética de Rogers (Rogers,
1972), a escala indica distancia das OTU da raiz..... 194
Cladograma obtido pelo método de Wagner com distancia
utilizando-se a distancia de Rogers modificada
(Wright, 1978 c¢citado por Rogers, 1886), a escala

\

indica distancia das OTU da raizZ. ..o e i nnnennnns 195



INTRODUCAO

1.1 O USO DA ELETROFORESE NA ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA
A variabilidade genética em populacdes, foi
primeiramente observada por Landsteiner em 1993, ao descobrir o

primeiro polimorfismo humano, o grupo sanglineo ABRO.

Segundo Ayala (1983), a variag8o genética & o
parametro fundamental no processo evolucionario, pois o potencial
evoluciondrio estad intimamente ligado & variagfio génica de uma

determinada populagfo num determinado tempo.

Com o desenvolvimento da técnica da eletroforese
em gel para a deteccdo da variabilidade protéioa (Smithies, 1955)
e de m2todos de coloragfio especifica, vaArios locos protéicos e
enzimaticos puderam ser detectados e estudados. Assim, a
variabilidade genética até entf3o verificada somente por mutages

recessivas, pode ser melhor estudada.

N Em 1968, muitos sistemas enzimdticos e proteéicos
ha&iam sido descobertos e descritos em. detalhes. Devido &
necessidade de se demonstrar se tais sistemas até entZo estudados
representavam uma variag8o atlipica das enzimas e proteilnas ou se
eram exemplos de um fendmeno Jja estabelecido nas populagdes,
realizaram-se estudos em populacdes naturais de Drosophila (Hubby
& Lewontin (1966) e Lewontin & Hubby (1966)) e humanas, Harris
(1966). Estes foram os primeiros trabalhos a introduzir a técnica
da eletroforese em gel na genédtica de populagles. O grau de

variag8o génica poderia ser estimada pelo ndmero de locos



polimérficos na populag8o e pela heterozigosidade meédia por loco

{Lewontin & Hubby, 19686).

Em  Drosophila constatou-se que 39% dos locos
estudados eram polimdrficos e a heterozigosidade média igual a
12% (Lewontin & Hubby, 1966). Em populaeBes humanas, 2@% dos locos
eram polimdrficos com uma heterozigosidade média de 6.7% (Har;is

& Hopkinson, 1972).

Selander (1976), propos que muitas populagdes
naturais s&do polimdrficas em 25 a 50% dos seus locos, e individuos
destas apresentam heterozigosidade média de 5% a 15%. Em
roedores, estes valores foram iguais a 20% e 5, 4%,

respectivamente.

A mutag8o & a fonte de toda. esta wvariabilidade
observada em populag®es naturais, podendo ser mantida ou alterada
pela selegfdo natural, pela deriva genética e pela migragfio entre

poprulaecdes com freqgliencias genicas diferentes.

Possilveis explicag®es para esta extraordinaria
variabilidade protéica originaram duas hipdteses, a selecionista
e a neut}alista. A primeira prop®e que o polimorfismo observado
em populagBes naturais & conseqléncia da ag8io da selegdo natural
sobres novos mutantes constantemente gerados numa taxa muito
baixa. A hipdtese neutralista propde que os polimorfismos s&o
neutros, ou quase neutros, sendo sua frequéncia e distribuiegfo

conseqiencia da deriva genética.

Hubby & Lewontin (1966) propuseram que para uma
técnica fornecer informag8es precisas sobre heterozigosidade

média por loco, deve satisfazer os seguintes requisitos:
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1 - As diferengas fenotipicas causadas por substituiedes num
Unico loco, devem ser detectadas num dnico individuo.
2 - A distingdo entre variagdSes de um loco e as variagdes de

outro loco.

3 - As variaeB@es alélicas devem ser diferenciadas de outras

variagles alélicas.

4 - Os locos estudados devem ser uma amostra ao acaso do genoma.

A técnica da eletroforese em gel satisfaz, na maioria
das vezes, o8 requisitos acima. Logo, & o métodn maig comumenté
empregado na analise da estrutura génica de populagdes (Gottlieb,
1971).

Og resultados dos estudos eletroforéticos permitem
uma série de andlises como:

1 - Estimar quantitativamente a variabilidade genética de uma
populagdo ou de uma espécie. .

2 - Estudar padr8es geograficos ou temporails da variabilidade
gendtica, que podem ser de grande importancia para o entendimento
dos processos evolucionarios.

3 - Determinar graus de divergéncia genética entre diferentes

niveis taxonomicos.

Em-conseqiléncia disto, as informag®es obtidas através
dos dados eletroforéticos fornecem uma importante contribuic3o

A sistematica.

Avise (1874a) propds que os dados eletroforéticos
apresentam vantagens e desvantagens em relag3o 4 sistematica.
VANTAGENS : obJjetividade na determinag¢#o dos alelos e suas
fregiéncias, precis@o, possibilidade de ponderag¢fo quando esta

for necessaria nas relagd8es filogenéticas, inferéncia de



homologias & partir de analogias, verificag3o de similaridades
relativas entre diferentes organismos.

DESVANTAGENS : ¢ restrita a organismos vivos, apresenta
dificuldades nas interpretagdes devido & sobreposigfo de bandas,
ndo detecta substituigdes de aminodcidos que n#o alterem a carga
elétrica, analisa somente protelnas hidrossoluveis, n#o fornece

informag®es sobre o nimero de aminoaAcidos diferentes entre 2

eletromorfos.

Segundo Gorman & Renzi (1979), em estudos
sistemdticos deve-se dar uma maior importancia aoc numero de
locos estudados do que ao tamanho da amostra. As estimativas de
heterozigosidade e distancia genética s3o mais severamente
afetadas pelo nlmero de locos estudados, o qual deve ser em torno

de 20 ou mais.

1.2 METODOLOGIAS EMPREGADAS COM DADOS ELETROFORETICOS

O uso da eletroforese em gel para andlise genética de
populagdes naturais de roedores fol introduzido por volta de
196@. No inicio, foram descritos alguns padrBes eletroforéticos
para proteinas séricas e enzimas ( Cohen, 196@; Dolezalova &
Brada, 1968); Rasmussen e cols., 1968 e Delorenzo & Ruddle,
1969). '

Qs estudos em populagdes iniciaram-se com estimativas
do 4drau de polimorfismo, heterozigosidade média e variacBes
geograficas dos padr8es eletroforéticos (Selander & Yand, 1969;

Selander e cols., 1971).

Posteriormente, foram adicionados &s estimativas

anteriormente citadas (heterozigosidade e proporg¢3o de locos



polimdérficos) os coeficientes de similaridade e distancia
gengtica. Estes, com base nas frequéncias alélicas de um grande
nuamero de locos, comparam diferentes populagdes de uma
mesma espécie ou espécies diferentes. Dentre estes, os mais
encontrados entre estudos com roedores foram a distancia genética
de Nei (1972) e a de Rogers (1972). A primeira ¢ dita uma
distancia ndo métrica, e & utilizada para medir o nimero de
substituicﬁés eletroforeticamente detectadas por loco, as quais
vem sendo acumuladas desde que as duas populagBes divergiram de
um ancestral comum. A segunda ¢& uma estimativa da distancia
geométrica média entre as freqiencias alélicas,baseia-se no
Teorema de Pitdgoras e os pontos que representam as OTUs devem
estar dispostos num espago euclediano adequado, logo & dita uma

distancia métrica.

Estas estimativas (grau de polimorfismo,
heterozigosidade mé&dia, variagao geogr&fica, coeficiente de
similaridade e distancia gdenética) permitiram uma série de
analises em populac®es naturais de roedores ( Johnson e cols.,
1972; Avise e cols., 1974a e 1974b; Kilpatrick & Zimmerman,
1976b; Patton e cols., 1981 e Hafner, 1982). Porém, estes
estudos foram realizados visando uma analise estritamente
fenética, n&8o estabelecendo nenhuma relagdo de ancestralidade

entre as espécies estudadas.

Com o desenvolvimento de novas técnicas de analise
de dados, foi observado que os dados eletroforéticos também poderia
ser utilizados na andlise filogenética, através da qual
partindo de relagBes filogenéticas estabelecidas entre oS

organismos, chega-se 4s classificagdes.



O meétodo filogenético foi introduzido nos estudos.
sistemdticos por volta de 1958, surgindo ent8o, a sistematica
filogenética. Este método foi desenvolvido por Willi Hennig e
baseia-se no fato de que o relacionamento filogenético , ou
genealdgico, entre os organismos, ¢ revelado pela congruéncia
entre os grupos Jjustificados pelos caracteres derivados, as
sinapomorfias. O cladograma seria uma solugfo mais compativel com
os dados, isto ¢, a mais parcimoniosa ( Hennig, 1966, citado

por Wiley, 1981).

Wagner, em 1948 (citado por Wiley, 1981) sugeriu um
método denominado parcimdonia de Wagner, o qual foi wutiligzado
posteriormente por Kluge & Farris (1969) na elaborag8o de um
algoritmo que iria derivar a Aarvore mais parcimoniosa. Tal método
considera como a melhor estimativa de relagf8es filogenéticas
entre membros de umgrupo monofilético a que.requer O menor numero

de transformagdes de caracteres (Wiley, 1981).

Farris (1972) propos um novo método no qual se poderia
utilizar a parcimdnia de Wagner e dados de matrizes de
disténcié. Este método pode ser utilizado com dados
elétroforéticos transformando—os em matrizgs de distancia, com
a dist@ncia de Nei (1972) e a de Rogers (1972). Posteriormente
novos métodos de distancia foram propostos (Rogers, 1984), porem,

0os dois primeiros s8o os mais utilizados.

Uma outra maneira de se utilizarem os dados
eletroforéticos foi proposta por Mickevich & Mitter (1981 e
1983), a qual transforma os dados em caracteres quantitativos do
tipo carater/estado. Dentro desta, duas abordagens podem ser dadas,

na primeira o alelo & o carater, e os estados seriam presenga ou



auséncia destes. Na segunda, o loco seria o cardter, e o estado a
combinagdo de alelos para aquele loco (Buth, 1984). A ultima
abordagem foli considerada por Mickevich & Mitter (1981), como a‘

mais valida para procedimentos filogenéticos.

Utilizando-se tais métodos filogenéticos, outro
problema surgiu: o ordenamento dos dados. Como & dificil inferir
sobre hipdteses que especificam qual estado de um cardter deve
evoluir diretamente para quais outros estados, Mickevich & Mitter
(1983) propuseram o modelo "minimum allele +turnover"” e o
sistemdtico para solucionar este problema de ordenamento. O
primeiro & mais adequado para um ordenamento 1inicial; neste, a
relagdo de combinagfes de alelos & determinada pelo nilmero de
ganhos mais o ndmero de perdas de alelos necessarias na
tranformagfo de um alelo em outro. Séries de transformaces s#Ho
feitas de uma tal maneira que minimizam o total de mudancas
necessarias. O método sistemdtico resolve séries de transformacfes
simultaneamente com o cladograma. Apds a construgfio deste, com
caracteres n#o ordenados, aplica-se o método de andlise de séries
de transformagdes (TSA), sugerido por Mickevich (1982), no qual o
cladograma & que irad definir as seqléncias de mudangas do estado

de um carater, ou seja, as séries de transformagdes.

Segundo Buth (1984), dados eletroforéticos s&@o de
grande valor para a sistematica, porém, apresentam varias
limitag8es, dependendo do procedimento de analise. Como
na analise filogenética, onde o ordenamento dos dados

eletroforéticos & problemdtico, por ser vulneravel a homoplasias



Outra metodologia utilizada para medir a
variabilidade genética em populagdes naturais & a analise de
DNA. Dentre os métodos mais utilizados, pode-se citar o
seqienciamento de DNA, hibridizagc%o de DNA e analise direta de
DNA nuclear e mitocondrial atra¥es de polimorfismo de comprimento
de fragmentos de restrig®o. Ashley & Wills (1987) utilizaram
polimorfismo de DNAmt para analisar a variabilidade de uma
populag8o insular de Peromyscus maniculatus e observaram que esta
anadlise & uma ferramenta Util para sugerir padr@es de colonizacg#o
e discernir histérias evolucionarias. Honeycutt e cols., (1987),
utilizando DNAmt para estabelecer relagBes filogenéticas entre
espécies da Famllia Bathyergidae, comprovaram a utilidade desta

metodologia em andlises filogenéticas.,

1.3 VARIABILIDADE GENETICA EM POPULACOES NATURAIS DE ROEDORES
0O estudo da variabilidade genética em populagdes
naturais de cricetideos iniciou-se com exemplares norte-americanos
( Tabela I.1 ). Na América do Sul, foram realizados poucos
estudos desta natureza, em alguns géneros da familia Cricetidae
Calomys (Blanco & Gardenal, 18977; Gardenal e cols., 1989;
Gardenal & Blanco, 1985), Phyllotis (Spotorno e Walker, 1983),
Akodon (Apfelbaum & Blanco, 1984 e 1985; Hamel, 1985; Rieger e
cols., 1888), Oryzomys (Hamel, 1985; Santos e cols., 19886),
Oxymycterus, Deltamys, Scapteromys e Nectomys (Hamel, 1985)

(Tabela I.2).

No Brasil, estudos de analise da variabilidade
genédtica através da eletroforese em gel, em cricetideos, foram

realizados somente em alguns géneros , Akodon ( Hamel, 1985;



TRRELA 1.1 - Variab:

lidade gendtica em cricetidecs norte-americancs

Peromyscus attwateri

P.

P

attwateri
baylii
boylii
californicus
californicus
caniceps
comanche

dickeyi

. difficilis griseus

difficilis nasutus

. difficilis

eresicus

eva

floridanus
gossypinus
gossypinus
guardia
interparientalis
leucopus
leucopus

leucopus

Nigarc de Ndnero de Niraro
populaghes  aninmals iccos
81 24 22
28 139 17
28 22 22
{5 173 7
24 62 23
13 282 3
! 83 23
a2 21 25
21 18 23
a2 14 25
g3 27 25
g2 28 23
48 573 23
g1 B4 23
29 7t 23
{1 47 23
28 138 25
81 ) 23
a1 12 23
3 16 28
31 376 23
g9 - 23

de

——e———

Fi HZ
5.8 12.8
5.3 3.8-2.9
£g.0 2.2
12.3 13
13.8-26.8 2.9-12.4
35.8 2.7-12.4
4.3 .1
33.8 7.8
2.8 2.2
22,8 8.8
2.8 4,3
8.8-4.8 &7
4,3-26.1 8.4-7.8
3.8 8.8
214 3.3
2.3 2.9
I2.8 4.8
4.3 1.4
2.9 2.2
12,1 7.5
64.8 4.3
- 13.2



TABELA I.1 - continuaglo

19

Peroayscus leucopus 21 394 25 56.@ a1 12
P. maniculatus 18 716 23 10.0-28.6 9.1 3
P. maniculatus 12 376 14 57.8 | 3.0 i
P. aaniculatus a9 198 23 41.0 1.6 9
P. selanotis a5 20 23 2.2-9.3 2.6 3
P. merriani 82 8 23 4.3 1.6 {
P.pectoralis 21 109 27 76.8 3.0 8
P.polionotus 25 - 39 29.4 8.2 13
P. polianotus 3a 743 32 19.0 3.0 13
P. sejugis 22 3 23 4.3 1.7 1
P. stephanis 81 1 23 0.2 0.2 1
P. truei 82 17 25 22.0 4.0 b
P. truei 24 65 3 4.8-9.5 3.8 3
Sigaodon arizanae 33 38 23 38.0 2.9 3
5. hispidus 231 202 23 70.0 2.1 5
REFERENCIAS

1 - Avise e cals. (1974b)
2 - Avise e cols. (1974c)
3 - Avise e cols. (1979)

4 - Browne (1977)

5 - Johnson e cols. (1972)

6 - Johnson % Packard (1974)

7 - Kilpatrick & Zimserman (1973)

8 - Kilpatrick & limeernan (1974b)

9 - Loudenslager (1978)

18 - Price & Kennedy (1980)

11 - Price & Kennedy (1981)

12 - Robbins e cols. (1983)

13 - Selander e cols. (1971)

14 - Smith (1979)

15 - Smith e cols. (1973)

1§ - liamerman e cols. (1973)
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TABELA [.2 - Variabilidade genética er cricetidess sul-americanos

Benars / Espécie Nimero de  Ndmerc ce  Nisero de Fi Hi Refergncias
polulaclies  animais lecos
Akodon aff. arviculoides g4 {1 i6 19.8 2.2 4
fl. azarae e4 16 14 i.e . 5.8 4
A. azarae 3 43 i8 17.2-38.2 1g.2-12.8 2
A. dolores B4 i53 9 28.8-43.8 14,2-19.9 2
. molinae 81 74 2 29.8 13.2 {
f. serrensis 26 58 {6 44,8 5.8 4
Deltaays keapi 22 i9 15 ’5.2 6.2 4
Oxymycterus rufus a3 12 ib 23.8 4,2 4
Oryzomys delticala e k& 16 T 4.2 4
0. flavescens 23 i3 16 25.2 6.2 4
Scapteroamys tusidus g4 17 16 18.3 2.2 4
Scapteroamys sp . 23 24 16 25.8 6.8 4
Calosys susculinus 81 a2 22 72.7 19.8 3

—
]
>

3
-+
m
——
or
:%]
=
=
G
o3
P
B
=
r
(]
—
—
0
je=]
B
—

4 - Hasel (1983)
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Rieder e cols., 1988), Oryzomys (Hamel, 1985; Santos e cols.,
1986), Oxymycterus, Deltamys, Scapteromys e Nectomys (Hamel,
1985). Destes somente o trabalho de Hamel (1985), empregou uma
metodologia filogenética para estabelecer relagcdes de

ancestralidade entre as espécies estudadas.

1.4 CONSIDERACGES GERAIS SOBRE OS CRICETIDEOS SUL-AMERICANOS

Wood, em 1955 (citado por Vaughan, 1972), baseando-se
em diferengas na estrutura do crdnio e em misculos masséter,
dividiu a Ordem Rodentia em trés subordens principais: Sciuromorpha,
Myomorpha e Hystricomorpha, sendo que o0s Hystricomorpha

sul-americanos foram desighados Caviomorpha (Hershkovitz, 1972).

Os roedores compreendem 43% das espécies de mamiferos
presentes na América do Sul (Wood em 1955,_’citado por Vaughan,
1972 e Reig, 1981 e 1984). O grupo Myomorprha compreende 21.9%
deste total e os Caviomorpha, 13.1%. O primeiro grupo compreende
a maior familia, Cricetidae, que agrupa 55% das espécies de
roedores sul-americanos, e 22% das espécies de mamiferos deste
continente (Figura I.1). Dentro dos cricetideos, a subfamilia
Sigmodonginae ¢ a maior, agrupando quase todos os roedores sul-
americanos. Estd dividida em 7 tribos, Oryzomyini, Ichthyomyini,
Akodontini, Scapteromyini, Phyllotini, Wiedomyini e Sigmodontini
( Reig, 1981, 1984'8 1987 ),e entre estas, Oryzomyini compreende

a maior porcentagem das espécies de roedores sul-americanos

(Figura I1.2).

A origem dos roedores sul-americanos ainda é
discutida. Reig (1981 e 1984), sugeriu a hipdtese de que os

cricetideos sul-americanos originaram-se a partir dos
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norte-americanos. E a diversidade deste grupo teria ocorrido em
diferentes Aareas da Cordilheira dos Andes, em principios do
Mioceno. A tribo Oryzomyini & a mais primitiva e os Akodotini
diferenciaram-se mais tarde nas regiBes mais centrais dos Andes;
Hershkovitz (1972), sugere que os roedores americanos tenham

vindo da Africa para o continente americano.

1.3 OBJETIVOS

Verificando-se a escassez de trabalhos nesta area no
Brasil e a completa auséncia deste tipo de andlise no Estado do
Parana, decidiu-se elaborar um projeto, o qual visa um maior

conhecimento dos roedores da Familia Cricetidae em nosso Estado.

Pretende-se determinar padrdes eletroforéticos de 14
sistemas protéicos, codificados por 19 iocos em roedores da
Familia Cricetidae, com os objetivos de:

1 - Analisar a variabilidade genética (protéica e enzimatica)
através de alteragdes na migragfo eletroforética.

2 - Estimar as freqidéncias genicas dos alelos estudados e a
paptir destas, estimar o grau de polimorfismo e heterozigosidade
média por espécie.

3 - Tentar .estabelecer relagdes filogenéticas intra e
interespecificas entre as espécies estudadas.

4 - Comparar os resultados dos varios métodos filogenéticos
empregados, verificando como se comportam 0os dados

eletroforéticos em relagsio a este tipo de analise.
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FIGURA 1.1 - Grafico de Area da frequUéncia dos principais grupos
da ordem Rodentia, em relagfo aos outros mamiferos da América do

Sul (Tirado de Reig, 1984, com modificagdes).
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FIGURA I.2 - Representag¢fio grafica da porcentagem das espécies de

cada tribo dos cricetideos sul-americanos.
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IT - MATERIAL E METODOS

2.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foram tipados 138 roedores distribuldos em 8 espécies e
trés géneros pertencentes a duas tribos da Familia Cricetidae. Os
animais foram coletados em 9 locais situados em 8 municipios
distintos do Estado do Parana (Figura II.1). A relagdo dos locais
de coleta e a caracterizagdo dos animais por tribo, género,
espécie, sexo e numero de exemplares coletados estd na Tabela

IT.1.

A identificagcfo dos animais analisados foi baseada em
dados morfoldgicos, cranianos e citogenéticos. Toda a amostra foi
cariotipada no Laboratoério de Citogenética Aﬁimal\do Departamento
de Genética da UFPR, sendo utilizado na citogenética o ndmero de

cromossomos da espécie ( 2n ) e o numero de bragos ( NA ).

2.1.1 Informagdes sobre as espécies estudadas
a) Akodon serrensis ( 2n=44, NA=44; Sbalqueiro e cols., 1986 )
« Conhecido vulgarmente como rato olivaceo do Brasil

( Cabrera & Yepes, 1960 ), apresenta superficie dorsal olivacea
e superflcie ventral de coloragdo ocracea. A cauda apresenta
comprimento quase igual ao do corpo (Zotz, 1985 ). ©S&o animais
terrestres, preferencialmente herbivoros, preferindo locais de
vegetag8o arbustiva e rasteira de solos mais secos. Distribuem-se

no Sudeste e sul do Brasil (Sbalqueiro & cols., 1985 ).



17

pueIRg Op OpPeASH OU SBpepnisa setogdse

SILINYONW ‘g
IS 0Q 3ANVED YNIdWYD °2
VUVNOVYId “9

SIVHNK SOQ 3SOr'S" g
vellNng ¢

VINYONVYY ¢

NS 00 SNILVW'S 2
VSSOMO VANOd'|

sep

(goTdjoTunu)

BLOTOO

8P

STB00T -

T'II

vanoId



TABELA 1Il.i - Caracterizacfo dos animais coletados por

no Estado do Parand.

tribo,

genéro,

espdcie, 1local de coleta e sexo,

Tribo/Espécie Local de coleta (Municlpio)
Akodont in
Akodon serrensis Tomds Coelho (Araucdria)

EstacRo E:tperimental do
Canguiri - E.E.C. do Se-
tor de Ciéncias Agrdrias

UFPR (Piraquara)l

Setor de Ciéncias Bio-
1dgi1cas (S.C.B.) - UFPR

(Curitibal

©30 Mateus do Sul

'
v

Campina Grande do Sul

Total

A. arviculoides Parque do Marumb:
(Morretes)

Total

Niimero de animais coletados Total
Machos Fémeas N.tdent. = ===—-
08 (23] - 13

i2 o8 6 26
03’ 07 02 12

3% - - o1

21 02 - 93

S9

06 o2 - o8

12}

8T



TABELA II.4 - continuagilo

A. aff. arviculoides

Hidreldtrica Guaricana

(S3c Josd dos Pinhais)

Zaraue Marumb i

(Morretes)

S3o0 Mateus do Sul

21

23

21

Oxymycterus roberti

Oxymycterus sp

Vila Velha

(Ponta Grossa)

Hidreldtrica Guaricana

(S%0 Jos€ dos Pinhais)

Y

Sao Mateus do Sul

Parque Marumbdi

(Morretes)

o1

o1

o1

o1

o1

o1

61



TABELA II.i - continuacio
Oryzomyini

Oryzomys delticola

Tomds Coelho (Araucdria) 06

Estaclo Experimental do 22
Canguiri - Setor de Cifn-
ctas Agrdrias - UFPR -

E.E.C. (Piraquara)

tietor de Cilncias Biold~ -

gicas - S5,C.B.—- UFPR

(Curitiba)
$30 Mateus do Sul 02
Parquc Marumb -

(Morrctes)

o1

20

06

o1

%4

0. flavescens

Estaclo E:xperimental do 21
Canguiri—-Setor de Cién-
cias Agrdrias - UFPR —

E.E.C. (Piragquara)
Vila Velha (Ponta Grossa) o3

Setor de Ci€ncias Biold- 01
gicas - S.C.B. - UFPR

(Curitibad

0. intermedius

Hidrelétrica Guaricana o3

(830 Jos€ dos Pinhais)

Parque Marumbi1 %4

(Morrctcs)

21

05
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c) A, arviculoides (2n=14,15, NA=18,19/21,23; Bossle, comunicagio
pessoal, 1988),

Animais de colorag®o olivacea na superficie dorsal e de
superficie ventral acinzentada. Habitam galerias naturalmente
constituidas sob camada de folhas em decomposig@o. Podem ser
encontrados em matas, capoeiras, capoeirfes e também em terrenos

de cultura de feij&o ou milho.

Segundo Alho ( 1982 ), distribuem-se nas regides

nordeste, centro oeste, sudeste e sul do Brasil.

c) A. aff. arviculoides ( 2n=24,25; NA=42; Bossle, comunicag3o
pessoal, 1988).

No presente trabalho assumiu-se que os exemplares do
g€énero Akodon com 2n=24,25 coletados no Estado do Parana, fos-
sem denominados A. aff. arviculoides ( Sbalqueiro e cols., 1987)
0s quais s#o cariotipicamente semelhantes ao Akodon sp (Kasahara
& Yonenaga-Yassuda, 1982 ) coletado no Estado de S&o Paulo e ao A,
cursor ( Bueno e cols., 1987 ) coletado no Estado de Santa
Catarina. Exemplares desta espécie também foram coletados no

Estado do Rio Grande do Sul (Hamel, 1985 e Rieger e cols., 1988).

d) Oxymycterus roberti e Oxymycterus sp (2n=54, NA=64, Sbalqueiro
e cols., 1986)

Neste trabalho, somente os exemplares do g8énero
Oxymycterus coletados no municipio de Piraquara, no Estado do
Parana, foram taxonomicamente classificados como Oxymycterus
roberti (Zotz, 1885)., e os outros exemplares, cuja identificag®o
n&o foi possivel, foram agrupados sob a denominagZo de

Oxymycterus sp. Tedos apresentavam 2n=54, n#io sendo possivel sua



disting&o a nivel citogenético.

segundo Moojen (1982), o género QOxymoterusg ¢ uma
forma modificada para habitos fossoriais, e a caracteristica que

mais o diferencia dos demais géneros & a presenga do focinho longo.

Oxymycterus roberti possul coloragfo dorsal castanho
escuro, sendo que esta se torna mais amarelada na regifo anterior
e os lados do corpo s@o mais claros que o dorso. A coloragfo

ventral & amarelo ocre, com a regifio do mento mais clara.

Exemplares coletados no municipio de Piraquara no
Estado do Parand, demonstraram preferéncia por locais de solo
umido pouco alagado com vegetagifo arbustiva, sendo este o
primeiro registro da espécilie no Parana (Zotz, 1985). No Brasil,

distribuem-se na Regifio Centro-Oeste e Sudeste (Alho, 1982).

e) Oryzomys delticola (2n=62, NA=80,82; Sbalqueiro e cols., 1986)

Vulgarmente conhecido como rato arbdreo, apresenta
colorag&o pardo escura alaranjada e ventral branca acinzentada.
Oz lados do corpo apresentam coloragfdo mais forte que o dorso,
sendo gue a separagdo entre o dorso e o ventre estd bem definida.

Possui cauda maior que o comprimento do corpo (Zotz, 1985H).

“ Encontrados em florestas subtropicais com solo de
vegetagdo escassa. 0Os exemplares coletados no municipio de
Piraquara, habitavam ambientes secos ou dmidos, existindo porém
uma preferéncia por locais muito alagados (Zotz, 1985).

Distribuem—-se desde o Nordeste brasileiro até o Parané.

Os exemplares do género Oryzomys com 2n=62, do

presente estudo, foram denominados Oryzomys delticola, poreém
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