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RESUMO

O primeiro caso de reversdo sexual em Akodon foi relatado em 1967 e desde entdo ha registro
de casos de fémeas XY em nove espécies do género. Na maioria dos casos ndo ha consenso
sobre 0 motivo/causa da reversdo, mas para muitos autores essas fémeas XY sdo resultantes de
problemas no gene Sry. No caso de 4. montensis o sugerido ¢ que o cromossomo X teria um de
seus genes participantes da cascata sexual alterado. Para essas espécies também se identificou a
presengca do gene Sry, porém a integridade da copia identificada, o nimero de copias e a
funcionalidade da proteina do gene ndo havia sido testada. Outro dado importante ¢ que so6 ha
registro de fémeas XY em uma tUnica populacdo, Iguape SP, sendo necessario assim se
investigar qual seria o diferencial nessa populacional que estivesse favorecendo o surgimento
ou a manutencdo dessas fémeas. O presente estudo se propds a investigar o papel dos genes
ligados a determinagdo do sexo e dos processos que envolvem esses genes, tomando como base
um organismo modelo como fémeas XY de Akodon montensis, verificando a
integridade/funcionalidade de alguns genes ligados ao sexo bem como seu nimero de copias e
estruturacdo genética e demografica das populacdes de 4. montensis, assim como verificar se
historicamente os nove casos de reversdo sexual no género Akodon possuem uma origem
comum. Para tal, foram extraidos DNA de 94 individuos de 4. montensis (incluindo fémeas
XY) e comparado com o DNA de pelo menos 6 espécies do género. Com esse DNA foram
feitos estudos populacionais (como desvio de neutralidade, teste mismatch, analise de
diversidade nucleotidica, haplotipica estimativa de tempo de expansdo, ®st, Nm, analise
filogenéticas) com uso da regido controle do DNA mitocondrial. Também foi investigada a
presenga e integridade estrutural dos genes Dax-1 e Sry por meio de sequenciamento genético
analisando-se diversidade genética entre diversas espécies. Em especial para o gene Sry
investigou-se a estrutura primaria da proteina e sua estrutura terciaria, como uso de programas
especificos para modelagem tridimensional. Também empregou-se técnicas de PCR em tempo
real para se estimar o niumero de copias desses genes no genoma de A. montensis. Sequencias
do gene citocromo b foram usadas para se inferir uma filogenia do género e por mapeamento de
carater filogenético mapeou-se a origem das fémeas XY dentro de Akodon. Os resultados
encontrados apontam que apenas populacdo de Iguape apresenta sinais de expansdo
populacional recente, devido a possivel gargalo populacional, que pode ter feito com que as

fémeas XY subissem de frequéncia nessa populagdo. Além disso, demostrou-se que essas



fémeas surgiram a cerca de 15 mil anos atras. A integridade do gene Sry foi confirmada por
todas as metodologias empregadas, incluindo a modelagem tridimensional das proteinas, esse
gene demonstrou-se espécie especifico, mas ndo houve diferengas entre machos e fémeas XY
nesse gene para A. montensis. Por problemas com anelamento de iniciadores devido a falta de
informagdes disponiveis na literatura, somente o exon2 de Dax-1 pode ser analisado. As
analises feitas para esse gene também indicam que ndo ha diferengas entre machos e fémeas
XY nessa espécie que possa ser a causa da reversdo sexual. Como PCR em tempo real pode-se
inferir que ndo ha diferengas entre o nimero de copias do gene Sry entre machos e fémeas XY.
A filogenia obtida corrobora filogenias anteriores propostas para o género Akodon e o
mapeamento do carater reversdo sexual nessa filogenia indica que essa caracteristica tem
multiplas origens dentro do género. Assim pode-se concluir que ndo sdo mutagdes exon 2 de
Dax-1, ou alteragdes do gene Sry, ou em sua proteina que levam a reversdo sexual, mas que
outros genes da cascata da sexual devam ser determinantes para o caso de fémeas XY em A.

montensis.



ABSTRACT

The first case of sex reversal in Akodon was reported in 1967 and since then nine news cases
were reported. Many authors believe that these XY females are the result of problems in the
Sry gene. For sexual reversion in 4. montenis it was suggested that maybe some gene that
participates on sexual determinant events in X chromosome would be changed. In 4. montensis
Sry gene was detected but its structure, number of copies and functionality was not tested. A
curious fact is that only one population (Iguape) has XY females record. Thus it is necessary to
investigate what happened in this population the cause the origin or the maintenance of XY
females in Iguape. The present study aimed to investigate the role of genes linked to sex
determination in sexual reversion for A. montensis, verifying their integrity, copies number and
functionality. We also studied demographic structure and phylogenetics patterns to verify
bottle necks signals and if there is a common origin for sexual reversion in Akodon. We
extracted DNA from 94 individuals from A. montensis and also used DNA for at least 6 species
from Akodon genera. It was tested growth neutrality deviation, mismatch distribution,
nucleotide and haplotype diversity, gene flow, number of migrants per generation using the
control region of mitochondrial DNA. We also investigated the presence and structural
integrity of Dax-1 and Sry. In Sry case we investigated the primary and tertiary protein
structure using specific 3D modelling programs. Cytochrome b was employed to reconstruct
Akodon phylogeny that were used to trace if XY sexual reversed females has one common
origin. The results indicates that Iguape population shows signs for a recent population
expansion due the possible bottleneck event. Furthermore, these XY females seems to be
originated in this population over 15 hundred years. The integrity of Sry was demonstrated and
this gene seems to be a species specific marker. There were no differences between Sry gene
and protein from males and XY females. Due lack of information available in literature it was
not possible to draw specific primers for Dax-1 amplification and only the exon2 could be
analyzed. The analysis form exon 2 also indicated no differences between XY males and
females in this species. Real-time PCR can be inferred that there is no difference between the
number of copies of the Sry gene between males and females XY.A. The phylogeny tree
obtained corroborates previous phylogenies proposed for the genus Akodon and mapping
character sex reversal in this phylogeny indicates that this characteristic has multiple origins
within the genera. So we concluded that it were not mutations on exon 2 of Dax- 1 or changes
in the Sry gene, or a protein that lead to sex reversal and other genes from sexual cascade

should be decisive for the case of XY females A. montensis



I.INTRODUCAO

I.1. O CASO DE REVERSAO SEXUAL EM AKODON MONTENSIS

No ano de 2000, Fagundes e colaboradores relataram o primeiro e unico caso de reversao
sexual de fémeas XY na espécie Akodon montensis. Nesse trabalho, os autores além das
analises convencionais da citogenética, fizeram hibridacdo in situ fluorescente de uma sonda
gerada por microdissec¢do do cromossomo Y de um macho normal em fémeas XY e
detectaram a transloca¢do de um cromossomo Y inteiro ou parcial na regido pericentromérica
do cromossomo X das fémeas XY, além da presenga do cromossomo Y inteiro independente do
X translocado (X*). Na ocasido, os autores confirmaram a presenca do gene Sry nessas fémeas
por meio da deteccdo de um fragmento produto da amplificacdo in vitro pela reagdo em cadeia

pela polimerase (PCR).

Fagundes e colaboradores também analisaram cortes histologicos dos ovarios, ovidutos e
uteros das fémeas X*Y e verificaram foliculos primarios em diferentes estagios de maturacao.
Dessa forma os autores sugeriram que essas fémeas eram sexualmente maduras e férteis. Como
as cinco fémeas X*Y eram adultas e foram coletadas em periodos do ano distintos (de margo a
junho de 1994), foi sugerido que ndo se tratavam de individuos de uma unica ninhada, o que
sugeriu que a reversao sexual em 4. montensis nao se tratava de um evento tinico nessa espécie.
Os autores sugeriram que o gene Sry (pelo menos a copia do cromossomo Y independente)
estaria intacto e funcional; que o evento de translocacdo entre os cromossomos X € Y poderia
ter afetado algum gene ligado ao cromossomo X, que poderia atuar na cadeia de determinagao

sexual.

Ainda nesse trabalho os autores propuseram um modelo que explicasse a origem da
reversdo sexual de fémeas XY em A. montensis. Para os autores a explicagdo mais provavel ¢
que a translocag@o entre os cromossomos X e Y deve ter ocorrido na linhagem de células
germinativas de um macho XY normal, gerando gametas em mosaico, espermatozoides
portadores de um cromossomo Y normal, outros portadores de cromossomo X normal e ainda
espermatozoides portadores do cromossomo X translocado (t (X; Y)). O gameta contendo o
cromossomo t(X; Y) pode ter fertilizado ovdcitos normais originando proles femininas
portadoras de cromossomos X normais ¢ X t(X; Y). As fémeas portadoras da translocacdo

seriam doadoras de cromossomos X t(X; Y) para a proxima geracdo. Apos o cruzamento de



fémeas portadoras com machos normais, os individuos formados portadores de cromossomo X
t (X; Y) e do Y normal se desenvolveriam em fémeas ao invés de machos. Considerando as
morfologias encontradas para os cromossomos X (acrocéntrico e subtelocéntrico) de e
assumindo que a translocagdo t (X; Y) estava presente em todas as cinco fémeas com reversao
sexual XY investigadas, os autores propuseram que as cinco fémeas XY de A. montensis
surgiram de acasalamentos diferentes, sendo que o cromossomo Y dessas fémeas seria herdado
de um macho normal e a formas do cromossomo X com a translocagdo foram herdados de
fémeas diferentes. Dessa forma, o cromossomo Xt (X; Y) deve ter ocorrido mais de uma vez

nos machos da populagdo de Iguape, Sao Paulo.

I.2. ENCONTRANDO O GENE DETERMINANTE DO SEXO

Na maioria dos mamiferos, incluindo seres humanos, os processos de determinacdo e
diferenciacdo sexual estdo intimamente ligados a presenga do cromossomo Y (FORD et al
1959, De MELLO et al. 2005). O principal evento da diferenciagdo sexual ¢ a especializagdo
das gonadas, que ¢ desencadeada por uma cascata de eventos que coordenam a expressdo de
genes especificos, um dependente do outro. As demais diferengas entre os sexos sdo resultantes

de agdes hormonais coordenadas pelas proprias gonadas diferenciadas (JOST et al. 1979).

As estruturas embrionarias que dao origem as gonadas (cristas genitais) tém o potencial
de se desenvolver tanto como ovario ou testiculo e sob a influéncia de uma combinacdo de
genes especificos determinam o caminho de desenvolvimento para um determinado tipo
(CAPEL, 2000). No processo de formacdo das goOnadas, varios disturbios genéticos e
fisiolégicos do desenvolvimento do sexo podem ocorrer (EGGERS e SINCLAIR 2012), de
modo que o desenvolvimento dos ovarios e dos testiculos segue caminhos especificos que
parecem ser antagoOnicos, sob a atuacdo de varios genes em uma cascata de determinacdo do

S€XO.

A busca por um gene que explicasse o mecanismo de determinagdo sexual em
mamiferos durou cerca de 30 anos e, embora conhecido atualmente, os mecanismos genéticos

da determinagdo sexual sdo complexos e pouco compreendidos (PALMER et al. 1989).

O gene Zinc Finger Y-linked, ou ZFY, foi o primeiro gene proclamado como fator
determinador de testiculos, codificando uma proteina do tipo “dedo de zinco”, localizado no
cromossomo Y e que parece atuar como fator de transcrigdo, e era exclusivo de machos (PAGE

et al. 1987). Porém, bem cedo essa proposta comecou a perder for¢ca ao se descobrir que o gene



ZFY estava localizado no autossomo 1 e 7 em marsupiais (Macropus eugenii) tanto em machos
como em fémeas (SINCLAIR et al. 1988), sugerindo que esse gene ndo tenha o papel de

determinador do testiculo.

Um estudo posterior que contribuiu para a derrocada do ZFY foi publicado em 1989 por
Palmer e colaboradores, no qual descrevem a ocorréncia de 14 homens que nao possuiam
qualquer coépia do cromossomo Y ou do gene ZFY, mas somente dois cromossomos X, €
mesmo assim apresentavam os testiculos normais (PALMER et al. 1989). Nesse estudo, os
cromossomos sexuais de homens XX e mulheres XY foram analisados por mapeamento de
delecdo e verificou-se que a regido onde o fator determinador testicular se encontraria seria

proximo a regido pseudoautossémica do cromossomo Y normal.

Com base nesse trabalho, Sinclair e colaboradores (1990) apresentaram um estudo de
mapeamento de sequéncias especificas no braco curto do cromossomo Y de humanos
portadores de alteracdes estruturais nesse cromossomo (homens XX e mulheres XY). Nesse
estudo os autores usaram técnicas de Southern blotting e hibridagdo de uma sonda de
cromossomo Y em vdrias espécies de mamiferos (humanos, chimpanzés, coelhos, porcos,
cavalos, cabras, tigres) e descobriram que havia uma regido de homologia em todos os
cromossomos analisados. Ainda nesse estudo, os autores com uso de mapeamento restritivo e
meiodtico, identificaram uma regido de 35 kilobases (kb), adjacente a regido pseudoautossomica,
que contém um gene funcional que codifica uma proteina com dominio do tipo high mobility
group (HMG) e apontaram esse novo gene encontrado como o candidato a fator de
determinador testicular, sendo assim chamado de sexing-determining region on the Y

chromosome, ou SRY.

Uma copia homologa do gene SRY humano (Sry) foi encontrada em ratos (KOOPMAN
1995) e em pelo menos 50 espécies de Eutéria incluindo primatas, cetaceos, roedores, equinos,
bovinos e suinos (NAGAI 2001, GRAVES 2002, NISHIDA et al. 2003). Esses achados
refor¢aram a proposta de Sinclair (1990) de que o gene responsavel pela determinag@o do sexo
em mamiferos seria o SRY, ligado ao cromossomo Y, iniciando um ciclo com varios estudos
com o proposito de entender o0 modo e o tempo de a¢do desse gene no desenvolvimento do

testiculo.



I. 3. MODO DE ACAO DOS GENES DA CASCATA DE EVENTOS DA DETERMINACAO DO SEXO

O gene SRY atinge o nivel maximo de expressdo em torno da 6* semana de
desenvolvimento fetal humano, coincidindo com o inicio da diferenciagdo das gonadas em

testiculos (GUBBAY et al. 1990).

Berta et al. (1990) comprovaram o papel biologico do SRY na determinagao testicular.
Os autores investigaram casos de reversdo sexual com fémeas XY em humanos e ao analisarem
a sequéncia do gene SRY nessas fémeas XY identificaram uma mutacao do tipo transi¢do (de
guanina para adenina) que alterava o aminoacido metionina da posi¢do para isoleucina, levando
a uma alteragdo do sitio de ligagdo da proteina do gene SRY com a molécula de DNA. Berta et
al. (1990) atribuiram essa mutacdo como responsavel pela reversdo sexual, confirmando a

importancia desse gene na determinagdo do sexo.

Estudos posteriores ja apontam que o controle da gonadogénese em mamiferos (mais
especificamente em humanos) é um processo muito complexo, podendo haver um numero
indefinido de genes autossomicos ou ligados ao X que atuam antes e depois da diferenciacdo da
gonada em testiculo (MACLAUGHLIN e DONAHOE 2004). Meeks et al. (2003)
demonstraram que o gene Dax-1 (dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical
region, on chromosome X, gene 1) seria efetivamente necessario para a diferenciagdo testicular,
pois se observou o desenvolvimento de fémeas em camundongos XY com o gene Dax-1

inativado.

Sutou et al. (2001) estudaram o rato de espinho japonés (7okudaia) e encontraram que
machos de 7. osimensis ndo apresentam o cromossomo Y, tendo somente um cromossomo X
(machos XO) e propuseram um modelo de determinagdo sexual independente de Sry, no qual
genes ligados ao cromossomo X estariam envolvidos em um novo mecanismo de determinagéo

sexual, destacando a necessidade do mapeamento do cromossomo X.

Em um estudo recente, Eggers e Sinclair (2012) revisaram o conhecimento atual sobre o
desenvolvimento das gonadas de humanos e camundongos e como alteragdes nessa complexa
rede de desenvolvimento de gonadas poderiam resultar em desordens do desenvolvimento do
sexo. Além disso, os autores também discutiram sobre os genes que atuam diretamente no
desenvolvimento das gonadas de embrides de camundongos ¢ afirmaram que a expressdo do
gene Sry em camundongos machos XY seria caracterizada por periodos intercalados de alta e

baixa sintese, atingindo o pico maximo no 10° dia embrionario. Os autores afirmaram também
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que em humanos machos XY a expressdo do gene SRY ¢ progressiva e continua, atingindo o
pico maximo de expressdo na 6* semana. Observaram também que tanto em humanos como em
camundongos a expressdo do gene Sry regula/ativa a expressdao do gene Sry-related HMG box
9 (Sox9).

Em camundongos, o Sox9 estimula a sintese da proteina codificada pelo gene
autossémico Fibroblast growth factor 9 (Fgf9), que conjuntamente num mecanismo de
feedback positivo, ativam a supressdo do gene autossdmico Wingless-type MMTV integration
site family member 4 (Wnt4), inibindo os ductos Miillerianos a se diferenciarem em ovarios, e

estimulando o desenvolvimento do testiculo (Figura 1).

Em fémeas XX, com a auséncia do gene Sry, os genes Sox9 e Fgf9 néo sdo ativados, e os
genes Rspol (R-spondin 1), com funcdo similar a Wnt4, e o proprio gene Wnt4 sdo expressos
em altos niveis. Seus produtos vao estabilizar a proteina citoplasmatica B-cadenina, que ¢
enviada ao nucleo e se liga a fatores de transcri¢do (FT) iniciando a transcri¢do de outros genes
alvos. Wnt4 e B-cadenina inibem o feedback positivo de Sox9 e Fgf9, permitindo assim que o
caminho para desenvolvimento de ovario seja mantido (MAATOUK et al. 2008, SUTTON et
al. 2011).

Eggers e Sinclair (2012) também discutiram sobre os genes que atuam na bi
potencialidade das gonadas, como o Nr5A1 (Nuclear receptor subfamily 0 group A member 1),
que apresenta um papel importante no desenvolvimento das gonadas e das adrenais. Esse gene,
ao ser expresso, ativa o gene Sry. Embrides machos de ratos que ndo expressam o gene Nr5Al
ndo iniciam a diferenciagdo do sexo, promovendo uma completa reversdo sexual de machos
XY em fémeas. Esses autores também discutiram o papel de genes envolvidos no mecanismo
de determinacgdo de testiculos como Gata4 (Gata binding domain 4), que expresso na gonada bi
potente regula a expressdo de uma série de genes como o Sox9, que tem um elevado nivel de
expressdo apoOs a expressdo de Sry, o que sugere que o gene Sox9 seja um alvo direto ou

indireto da proteina do gene Sry.
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Figura 1. Esquema ilustrativo sobre interacdo dos diversos genes envolvidos na cascata de determinagdo sexual
em mamiferos (adaptado de MELO et al. 2005, EGGERS e SINCLAIR 2012). Setas continuas indicam ativag@o,
linhas com barras indicam bloqueio supressdo. Para as siglas, veja lista de abreviagdes.

I.4. O FENOMENO DA REVERSAO SEXUAL

O fendmeno da reversdo sexual foi registrado em varios grupos de mamiferos, tendo
sido relatado em populacdes naturais de primatas (FREDGA 1983), humanos (MCELREAVY
et al. 1993) e de roedores (BURGOS et al. 1988, HOEKSTRA ¢ EDWARDS 2000, BIANCHI
2002), estando geralmente vinculado a muta¢gdes do Sry (MCELREAVY et al. 1993).

Pesquisas recentes apontam que o nivel de expressdo de Sry ¢ critico para a
determinagdo sexual e que ¢ altamente sensivel a expressdo de outros genes envolvidos na
cascata de eventos da determina¢do do sexo, tanto autossomicos (Sox9) quanto ligados a
cromossomo X (Dax-1 e Sox3) (WALLIS et al. 2008). Entretanto, existem outros genes

associados a cascata de determinacdo sexual que também levam a reversao do sexo.

Em humanos, duplicacdes de SOX9 levaram ao desenvolvimento de fémeas XX com
testiculos (EGGERS e SINCLAIR 2012), enquanto delecdes de 1,5 Mb, por exemplo, podem
resultar em individuos com cariotipo 46, XY com fenotipo feminino completo (POP et al.
2004). Em ratos, o processo ¢ contrario, quando ha perda de uma copia de SOX9 em fémeas

XX ocorre reversao sexual com formagao de machos (EGGERS e SINCLAIR 2012).



Outro registro de gene envolvido em casos de reversao sexual ¢ o DAX-1. Duplica¢des
nesse gene em humanos geram individuos XY com fen6tipo de fémeas. Entretanto, machos que
possuem o gene DAX-1 inativado por mutagdes provocadas experimentalmente também
apresentam reversdao sexual. Isso indica que DAX-1 pode atuar tanto contra como a favor do

desenvolvimento testicular (EGGERS e SINCLAIR 2012).

Além do conhecimento basico de interesse cientifico, a determinagdo do sexo em
mamiferos também ¢ de interesse biomédico. Em humanos, aproximadamente uma em cada
1.000 criancas apresentam anomalias genitais ou em suas gonadas (POLANI 1981). Além
disso, muitos dos conhecidos genes envolvidos na determinacdo do sexual também estdo
envolvidos em processos patoldgicos como a tumorigénese adrenal primaria e tém papel

essencial no desenvolvimento normal dos 6rgaos e gonadas.

Alguns pesquisadores usam a reversdo sexual em ratos como um modelo para o estudo
de determinacdo sexual em diversos mamiferos. O desenvolvimento de modelos em ratos pode
ajudar a explicar a reversdo sexual em humanos, como a reversdo XY do sexo feminino e

hermafroditas XY, que carregam um gene SRY aparentemente normal.
I. 5. EVOLUCAO DOS GENES DA CADEIA DE DETERMINANTE DO SEXO SRY E DAX-1

Acredita-se que o gene Sry tenha divergido de uma copia ancestral do gene autossomico
Sox3 (FOSTER ¢ GRAVES 1999). Em marsupiais, a reversdo sexual gerando fémeas XY ja foi
associada a um truncamento do gene ancestral Sox3 (SUDBECK et al. 1996, FOSTER e
GRAVES 1999).

Foster e Graves (1994) verificaram uma grande semelhanga entre a regido do dominio
HMG dos genes Sry e Sox3 e sugeriram que o gene Sry seria um alelo novo na determinagao
de machos e comum apenas aos placentarios, originado por uma mutacdo no gene Sox3 ha
cerca de 166-148 milhdes de anos atras (m.a.a.). Segundo Graves (1995), marsupiais e eutérios
divergiram entre si ha 130-150 m.a.a. Um mapeamento comparativo do cromossomo X e dos
genes associados a esse cromossomo entre eutérios, marsupiais ¢ monotremados, indicou que
os genes localizados no brago longo, bem como a regido pericentromérica do cromossomo X de
humanos que inclui oito genes (GLA, PLP, F8, F9, RCP, P3, GDX, G6PD), estdo localizados
no cromossomo X de todos os mamiferos (WATSON et al. 1990). Segundo Pask et al. (1997)
essa regido conservada, equivalente ao pequeno cromossomo X de marsupiais, foi indicada
como sendo a minima regido do cromossomo X e seria correspondente ao cromossomo X

ancestral a todos os mamiferos. Por outro lado, a por¢do do braco curto do cromossomo X
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humano foi mapeada como autossémica em marsupiais ¢ monotremados, o que implicaria que

esta regido teria sido recentemente adicionada a linhagem de eutérios.

No estudo de Pask et al. (1997) essa regido recentemente adicionada foi mapeada no
cromossomo 5 da espécie de marsupial Macropus eugenii. Segundo esses autores, esse achado
sugere que o gene Dax-1 seria originalmente autossomico e teria sido adicionado ao
cromossomo X de eutérios a 80-130 m.a.a. e que provavelmente esse gene também teria sido
autossdmico no ancestral de mamiferos, descartando a possibilidade de que o gene Dax-1 fosse
um vestigio de um mecanismo de determinagdo sexual por compensagdo de dose controlada

por algum gene ligado ao cromossomo X no potencial ancestral de mamiferos.

Wallis e colaboradores (2008) afirmaram que a origem do gene Sry coincide com a
estimativa da divergéncia entre monotremados e placentarios e corroboraram a ideia de que o
surgimento desse alelo poderia estar relacionado com a separagdo dos mamiferos nessas
subclasses. Sato et al. (2010) usaram ferramentas de bioinformatica e compararam dados de
proteina e regides nao traduzidas do gene Sry e concluiram que provavelmente o gene Sry
surgiu de uma fusdo da regido HMG de Sox3 com um outro gene ligado ao cromossomo X, o

DGCRS (DiGeorge syndrome critical region, gene §8).

I. 6. REVERSAO SEXUAL NO GENERO AKODON

O primeiro caso de reversao sexual dentro do género foi relatado por Bianchi e Contreras
(1967) e revelou que foram encontradas fémeas de A. azarae da Argentina cujo caridtipo
apresentava um par de cromossomos sexuais com morfologia e padrdo de heterocromatina
indistinguiveis dos encontrados em machos (BIANCHI e CONTRERAS 1967, BIANCHI et al.

1968). Desde entao, uma série de relatos de reversao sexual foram descritos na literatura.

A reversdo sexual gerando fémeas XY ja foi descrita para nove espécies do género
Akodon: A. azarae, A. boliviensis, A. kofordi, A. mollis, A. montensis, A. puer, A. subfuscus, A.
torques e A. varius (BIANCHI e CONTRERAS, 1967, BIANCHI et al. 1971, 1993;
LIZARRALDE et al. 1982, LOBATO et al. 1982, VITULLO et al. 1986, FAGUNDES et al.
2000, HOEKSTRA ¢ EDWARDS 2000).

Em A. azarae, o cromossomo X possui um centromero subterminal e o cromossomo Y
possui um centromero terminal, sendo que o bragco longo do cromossomo Y possui mesmo

tamanho ¢ morfologia do brago curto do cromossomo X (BIANCHI et al. 2002). Bianchi e
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Contreras (1967) ao analisarem dez fémeas de 4. azarae identificaram seis fémeas com
cromossomos sexuais semelhantes ao encontrados em machos XY da mesma espécie. Ao
analisarem a composicdo de heterocromatica dos cromossomos sexuais das fémeas com
cariotipo semelhante a machos XY, concluiram que elas possuiam cariétipo com um
cromossomo acrocéntrico médio X normal, e outro cromossomo X com dele¢do no braco
longo, que foi chamado pelos autores de “x”, um cromossomo acrocéntrico pequeno. Os
autores propuseram que se tratava de um caso extremo de compensagdo de dose na qual o
"

cromossomos “x”, além da delecdo no brago longo, também teriam sofrido a inativagdo do

brago curto (BIANCHI ¢ CONTRERAS 1967).

Lobato et al. (1982) investigaram casos de reversdo sexual em A. mollis coletadas no
Equador e identificaram fémeas com cariotipo indistinguiveis dos machos da espécie,
apresentando como par sexual um cromossomo X acrocéntrico médio € outro cromossomo
semelhante ao cromossomo Y, um acrocéntrico pequeno. Os autores, fazendo comparacgoes
entre cromossomos sexuais corados por banda C e G, das fémeas XX normais, machos XY e as
fémeas com caridtipo semelhante ao dos machos, concluiram por homologia que as essas
fémeas tinham um cromossomo Y verdadeiro em seu caridtipo, ou seja, apresentavam par
sexual heteromorfico com um cromossomo X € um cromossomo Y. Assim, nesse estudo, os
autores concluiram que em A. mollis, o caso de reversdo sexual de fémeas, ndo se tratava de
uma delecdo no cromossomo “x” com um mecanismo de compensa¢do de dosagem, mas sim
de um cromossomo Y. Vale destacar que a morfologia dos cromossomos “x” ¢ Y ndo diferem

em tamanho.

A presenga de um cromossomo Y nas fémeas com reversdo sexual no género foi
corroborado por Bianchi et al. (1992) quando foram encontradas multiplas copias do gene Zfy
(Y-linked zinc finger gene) até entdo conhecido como gene exclusivo do cromossomo Y nos

machos, e nas fémeas variantes (XY) e ndo em fémeas normais XX.

Para a maioria dos pesquisadores esse evento de reversdo sexual ¢ resultado de uma
mutagdo no cromossomo Y, causando a inabilidade funcional da determinagdo sexual
masculina (LIZARRALDE et al. 1982, VITULLO et al. 1986, BIANCHI et al. 1993;
ESPINOSA e VITULLO 1996). Mais precisamente, muitos autores atribuem reversdo sexual
em fémeas XY a uma mutagdo que impede a expressdo correta do gene Sry (BIANCHI 2002,
HOEKSTRA e EDWARDS 2000, HOEKSTRA ¢ HOEKSTRA 2001).
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Em contrapartida, dois casos de reversdo sexual em Akodon sugerem alteragdes ou
mutagoes ligadas ao cromossomo X. Ortiz e colaboradores (1998) analisaram 83 individuos da
provincia de Cordoba na Argentina, dos quais 32 eram fémeas com o par sexual heteromorfico,
possuindo caridtipo XY. Nesse mesmo trabalho os autores observaram trés padroes de
distribuicdo da heterocromatina no cromossomo X em A. azarae e sugeriram que devido a uma
delecdo da heterocromatina presente somente nos cromossomos X de fémeas XY, essa mutagdo
seria o fator desencadeador da reversdo sexual. Em 2009, Ortiz e colaboradores capturam em
Cordoba na Argentina, outros 50 individuos de 4. azarae e os cruzaram em laboratério com 16
cruzamentos por duas geracdes. Desses cruzamentos foram estudados padrdes de bandeamento
C que confirmaram o que havia sido proposto em 1998, a existéncia de trés padrdes de
distribui¢do de heterocromatina no cromossomo X. Dessa forma, Ortiz e colaboradores (2009)
concluiram que sempre o filhote macho oriundo do cruzamento de fémeas XY com machos
normais herdavam o cromossomo X de seus pais ¢ o cromossomo Y de suas mdes. De acordo
com os autores, esse resultado confirma a hipotese de que a causa da reversao sexual de fémeas
XY em A. azarae estd em uma mutagdo no cromossomo X, descartando assim que uma

mutagdo no cromossomo Y seria a causa principal do fendmeno de reversdo sexual em questao.

Outro estudo com A. montensis desenvolvido por Fagundes et al. (2000) utilizaram a
hibrida¢ao in situ fluorescente com uma sonda Y-especifica e identificaram uma mutagdo que
envolvia a fusdo de um cromossomo Y inteiro ou parcial na regido proximal do cromossomo X,
além das fémeas XY carregarem outro cromossomo Y normal independente da espécie. Os
autores ao observarem as duas copias do cromossomo Y no cariotipo dessas fémeas (uma copia
isolada e outra fundida no cromossomo X acrocéntrico) e apds confirmagdo de amplificagdo
por PCR sugerem que o gene Sry esteja presente e intacto e propuseram que o mecanismo da
reversdo sexual envolveria outros genes de uma cascata de eventos, nos quais genes
possivelmente ligados ao cromossomo X teriam sido afetados pela quebra cromossomica
decorrente do rearranjo no cromossomo X. Entretanto, até aquele momento, em nenhum dos

estudos foi investigada a integridade de estrutura ou fungao do gene Sry.

Mais recentemente, Sanchez et al. (2010) compararam a estrutura primaria do gene Sry e
da proteina relacionada e ndo verificaram diferencas significativas entre machos e fémeas com
reversdo sexual de 4. azarae e A. boliviensis. Foram relatadas algumas alteracdes na sequéncia

de aminoacidos da proteina, mas ndo houve um estudo da estabilidade quimica da molécula.
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O caso de reversdo sexual em fémeas XY de Akodon montensis pode servir como modelo
para se entender outros casos de reversdo sexual de mamiferos que persistem nas populacdes

bem como elucidar questdes sobre o papel dos genes ligados a determinagao sexual.

1.7. INFLUENCIA DA HISTORIA DEMOGRAFICA

Segundo Schwartz et al. (2010) inimeros fatores bioticos e abioticos podem atuar sobre
parametros demograficos que determinam e influenciam o tamanho populacional e suas
flutuacdes. A apesar de se saber bastante sobre influéncia temporal e de fatores abioticos sobre
a varia¢do demografica de populagdes, os efeitos de variagdes genéticas dentro de populagdes
sdo pouco conhecidos. Entender a variagdo genética populacional ¢ importante, pois a interagdo
entre parametros demograficos e fatores genéticos permite se investigar taxas e riscos de

extingdo e flutuacdes genéticas temporais em populacdes naturais.

Para Myers (2000) muitos organismos estdo entrando em estagios iniciais de extin¢do
tendo como unica causa desse processo, a ocupacdo de areas naturais pela espécie humana.
Além disso, a perda e a fragmentacdo do habitat podem levar a redugdo do fluxo génico em
populagdes pequenas e fragmentadas, que acabam ficando isoladas entre si. Como
consequéncia desse isolamento, ocorre um declinio da diversidade genética e até mesmo perda

total dessa diversidade pelo aumento de endocruzamento dentro dos fragmentos

A perda da diversidade genética e o aumento do endocruzamento reduzem a capacidade

de reproducdo bem como a sobrevivéncia de muitas espécies selvagens (FRANHKAM et al.

2010)

De acordo com Battista (2001) a fragmentacdo do habitat pode ser uma das causas
principais da perda de diversidade biologica, e reduzir ndo somente o numero total da area
geografica da ocorréncia de uma espécie, bem como causar um isolamento entre populagdes
que anteriormente mantinham fluxo génico, alterando assim suas trajetorias evolutivas e até
mesmo seu tempo de vida. Em curto prazo, os efeitos da fragmentagdo, levam a perda da
heterozigozidade, o que pode causar diminui¢do do valor adaptativo ¢ diminuir a viabilidade
das populacdes remanescentes. Em longo prazo, a reducdo na riqueza de alelos limita a
capacidade das espécies de responderem a mudangas nas pressdes seletivas (FRANHKAM et
al. 2010).
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A fragmentagdo leva um efeito tdo severo que muitas populagdes alteram até mesmo
seu equilibrio de razdo sexual. Mudancas na razdo sexual comumente estdo associadas a fatores
ecologicos e pode ser afetada por agdes antropicas e por reducdo do tamanho populacional
(FRANKHAM et al. 2010), reducdo que pode ser causada pela fragmentacdo do habitat. Fisher
(1930) ja havia postulado que a selecdo natural favorece a produgdo de individuos do sexo que
por um motivo qualquer tenha se tornado mais raro, tendendo sempre a restabelecer a razio
sexual de 1:1. Existem relatos de fémeas que seguiram uma tendéncia de desviar a razao sexual
de sua prole para fémeas quando ndo se encontravam em condi¢cdes ambientais favoraveis
(TRIVERS e WILLARD 1973), e que com a atuacdo da sele¢do natural durante a historia
evolutiva, as espécies com desequilibrio da razdo sexual tenderiam a restabelecer esse

equilibrio privilegiando o sexo menos abundante.

A alteracdo da razdo sexual devido a fragmentacdo do habitat e a falta de recursos
também foi identificada em populagdes de Micoreus demerarae num estudo de populagdes

desse marsupial em fragmentos da Mata Atlantica (FERNANDEZ et al. 2003).

Uma tendéncia a desvio da razdo sexual da prole também foi proposta para uma
populacdo de 4. montensis do municipio de Iguape no estado de Sao Paulo. Nessa populacao,
Fagundes et al. (2000) identificaram cinco fémeas XY e predisseram um modelo de reproducgao
dessas fémeas XY com machos normais no qual fémeas XY geram uma prole com desvio da
razdo sexual, tendo dois filhotes fémeas para um filhote macho, aumentando assim o numero de

fémeas na populagao.

Ha evidéncias de que fémeas XY férteis de 4. azarae (BIANCHI 2002), 4. boliviensis
(HOEKSTRA e HOEKSTRA 2001) e Microtus mandarinus (ZHU et al. 2003) estdo sendo
mantidas na populagdo. Segundo Hoekstra e Hoekstra (2001), por modelos matematicos
sugerem que a acdo conjunta de selecdo natural e segregacdo meidtica seria suficientes para
explicar a manutengdo de 10% de fémeas XY em 4. azarae.

Tanto Fagundes et al. (2000) quanto Hoekstra (2003) sugerem em seu estudos que a razao
sexual da prole de 4. montensis em Iguape (Brasil) e A. azarae (Buenos Aires — Argentina) e A.
boliviensis (Puno — Peru), respectivamente, apresentam prole alterada, com geracdo de duas
fémeas para um macho. Os autores afirmaram que outros estudos precisam ser feitos para
verificar se existem outras for¢as evolutivas que atuam na manutengdo das fémeas XY em alta

frequéncia em outras espécies do género Akodon. O motivo pelo qual essas fémeas XY sdo
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mantidas na populacdo e o porqué ¢ registrado somente em algumas populac¢des ainda ndo foi
elucidado.

Padrdes contemporaneos de diversidade genética e distribuicdo geografica de um
organismo refletem um legado histérico como, por exemplo, a fragmentacdo ocorrida no
Pleistoceno e as mudangas demograficas pelas quais essa populacdo passou (expansdo de area
geografica e populacional e evento de gargalo) associadas a fatores recentes (fragmentagdo

associada a fatores antropicos e isolamento). (ALDENHOVEN et al. 2010)

Técnicas de biologia molecular, com uso de marcadores genéticos com diferentes modos
de heranca e taxas evolutivas, tém sido amplamente empregadas para se inferir padrdes de
dispersdo, fluxo génico e na identificagdo de migrantes em populacdes geneticamente
estruturadas (PRUGNOLLE e DE MEEUS 2002). Marcadores moleculares estdo sendo
empregados para se inferir sobre importantes eventos demograficos como eventos de gargalo
populacional e taxas de migrantes (CORNUET e LUIKART 1996) O crescimento do uso de
ferramentas genéticas pode levar a um avango no conhecimento sobre comportamentos de
dispersdo e fluxo génico em mamiferos, bem como ajudar na conservacdo de populagdes que

ocupam areas fragmentadas (ESTES-ZUMPF et al., 2014).

Um dos fatores que influenciam parametros demograficos de uma populacdo sdo os
processos de fragmentacdo do habitat, que pode ser devido & acdo antrdpica ou variagdes na
composi¢do vegetal que ocorrem naturalmente. A fragmentacdo por acdo antropica do bioma
Mata Atlantica (local onde ocorre A. montensis) tende a comprometer a diversidade bioldgica
deste ambiente, pois muitas de suas espécies endémicas estdo ameagadas de extingdo devido a
destruicdo de seus habitats originais e pelo isolamento espacial resultante deste processo
(BERGALLO et al. 2000).

Esse tipo de fragmentagdo também atinge o Cerrado, outro bioma de ocorréncia de A.
montensis. O Cerrado é considerado a maior, mais rica e provavelmente a mais ameagada
regido de savanas tropicais do mundo (SILVA e BATES 2002) sendo um dos biomas que mais
sofreu com a agdo antropica. Nos ultimos 25 anos, o Cerrado vem sofrendo agdo direta da

expansao da agricultura.

1.8. IMPORTANCIA DO ESTUDO DA ESTRUTURA DE UMA PROTEINA

Até recentemente a diversidade de moléculas foi estimada baseada exclusivamente na

sequéncia do DNA (genomica). Porém, alteracdes no codigo genético ndo necessariamente
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estdo associadas com alteracdo de funcdo de uma proteina. A ciéncia mais recentemente em
ascensdo, a protedmica, caracteriza o conjunto de proteinas de um organismo baseada na
estrutura tridimensional da proteina e dos sitios de ligacdo com outros fatores associados a sua
funcionalidade. Mesmo a modelagem tridimensional com pouca resolug¢do pode ser util para a
biologia porque alguns aspectos da fungdo proteica, por vezes, s6 podem ser previstos a partir

das caracteristicas de um modelo (MARTI-RENOM et al. 2000).

Outra notavel caracteristica da modelagem tridimensional ¢ que segundo Marti-Renom et
al. (2000), as estruturas 3D de proteinas de uma familia sdo mais conservadas do que as suas
sequéncias. Marti-Renom e colaboradores (2000) afirmam que o potencial dos projetos de
sequenciamento do genoma somente serdo completamente concluidos quando as fungdes das
proteinas atribuidas ao genoma forem compreendidas. Ainda de acordo com esses autores, a
modelagem comparativa ird desempenhar um importante papel na integracdo de informagdes

sequéncia gendomica com bancos de dados decorrentes de gendmica funcional e estrutural.

Na busca de marcadores moleculares que ajudem no tratamento e diagnostico de varias
doencas humanas, diversos estudos tém investigado alteracdes nos genes, seus transcritos e
produtos proteicos. No estudo com animais, as investigagdes protedmicas se restringem a
producdo e parasitologia (STRZEZEK et al. 2005) que, de certa forma, envolvem diretamente

questdes humanas.

Analises de estrutura tridimensional de proteinas em espécies animais sem interesse
comercial ndo estdo disponiveis em bancos de dados mundiais de estrutura macromolecular
proteica. Entretanto, € sabido que se € possivel transpor os conhecimentos de fisiologia animal
para a humana (FAGUNDES e TAHA 2004). O modelo animal ¢ usado virtualmente em varios
campos da pesquisa bioldgica nos dias de hoje, inclusive quando se trata de casos de reversdo

sexual.

Segundo Bianchi (2002) é possivel que possivel que os mecanismos de reversdo sexual no
género Akodon possam ser comuns a outros mamiferos elucidando sobre o papel dos genes
envolvidos na cascata de determinagdo sexual. Dessa forma o desenvolvimento de modelos em
ratos pode ajudar a explicar a reversdo sexual em humanos, como a reversdo XY do sexo
feminino e hermafroditas XY que carregam um gene SRY aparentemente normal (ALBRECHT

e EICHER, 1997).

Independente do modelo, a identificagdo das proteinas afetadas por muta¢des ou transgenias

pode fornecer valiosas informagdes sobre os processos bioquimicos que sdo alterados no
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metabolismo desses individuos, derivados tanto dos efeitos pleiotropicos quanto dos
decorrentes das perturbacdes genéticas propriamente ditas (GSTAIGER e AEBERSOLD
2009).

Desde a sua descoberta o gene Sry ¢ tido como o principal fator determinador do sexo
masculino. O gene Sry € um gene de um unico exon (GRAVES 2002), sem a presenca de
introns, que codifica uma regido de aproximadamente 80 aminoacidos que foi associada a um
dominio HMG-box, devido a homologia dessa regido com as proteinas de alta mobilidade que

atuam como fatores que influenciam a arquitetura da cromatina (GRAVES 2001).

Por meio da regido HMG-box, o Sry se liga diretamente a molécula de DNA (KOOPMAN
1995), promovendo, possivelmente, associagdo com elementos regulatorios e formando um
complexo que controla a atividade de outros genes (GRAVES 2002). E encontrado de forma
ortdloga em todos os cromossomos Y de mamiferos eutério e metatérios com algumas
excegoes, por exemplo, em lemingues (JUST et al. 1995) e roedores do Japdo do género

Tokudaia (JUST et al. 1995).

O gene SRY pertence a familia de genes SOX, formada por mais de 20 genes
extremamente conservados em todas as espécies animais (GRAVES 2002), que apresentam
funcdo de ativadores e repressores de processos transcricdo. Entretanto, mesmo ja se
conhecendo o gene Sry por 20 anos, detalhes do sitio de interacdo génica com outros fatores

como o Sfl, que ¢ primordial na bi potencialidade das gonadas, ainda sdo desconhecidos.

Alguns estudos ja apontam que o controle da gonadogénese em humanos ¢ um processo
muito complexo, podendo haver um nimero indefinido de genes autossémicos ou ligados ao X
que atuam antes e depois na determinacdo testicular (MACLAUGHLIN e DONAHOE 2004) e
ndo somente o gene Sry. Sutou et al. (2001) sugeriram que dois genes ligados ao X parecem
atuar na determinacdo sexual. Recentemente, demonstrou-se que DAX-1 ¢ efetivamente
necessario para a diferenciagdo testicular, pois se observa a reversdo sexual em camundongos

XY com DAX-1 inativado (MEEKS et al. 2003).

O gene DAX-1 esta localizado na regido Xp21. 3 do cromossomo X de humanos, regiao
dosagem-sensivel critica a reversdo sexual e hipoplasia adrenal congénita, e codifica um
membro 6rfao incomum da superfamilia de receptores hormonais nucleares (CALLIARI et al.
2007), desempenhando um papel importante no desenvolvimento da glandula supra renal e do

sistema reprodutor humano (ZANARIA et al. 1994).
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Em humanos, DAX-1 codifica uma proteina com 470 aminoacidos, com repeticdes N
terminais ao invés do dominio de ligacdo com a molécula de DNA dedo de zinco, que ¢ comum
a todos os outros membros da superfamilia de receptores nucleares (SUZUKI et al. 2002).
Além disso, parece atuar como supressor contra Sfl (atua na bi potencialidade das gonadas)
(CRAWFORD et al. 1998).

O gene DAX-1 foi isolado pela primeira vez num estudo de humanos com hipoplasia
adrenal congénita ligada ao cromossomo X (ZANARIA et al. 1994). Sua expressao ¢ detectada
no 10,5° dia do desenvolvimento do embrido, na crista urogenital primordial (SWAIN et al.
1996) e de forma subsequente aparece no hipotalamo, cortex das adrenais e nas gonadas (
SWAIN et al. 1996, ZANARIA et al., 1994). Homens com mutagdes nesse gene apresentam
hipofun¢do das adrenais no nascimento e deficiéncia de gonadotrofina na puberdade e a
duplicacdo desse gene leva a uma reversao sexual macho-fémea (FRANHKAM et al. 2010). A
expressdo deficiente de Dax-1 em camundongos machos causaram infertilidade e uma
diminuic@o dos testiculos (YU et al., 1998) afirmaram que altos niveis de expressdao de Dax-1,
devido a um elevado niimero de cdpias, e o gene Sry intacto, resultou fémeas XY no roedor

transgénico do género Poschiavinus.

19



II. OBJETIVOS E METAS

Diante desse cendrio, o presente estudo se propds a adicionar informagdes para a melhor

compreensdo do mecanismo de reversdo sexual de 4. montensis. Nesse sentido, investigar o

papel dos genes ligados a determinacdo do sexo e dos processos que envolvem esses genes,

tomando como base um organismo modelo como fémeas XY de Akodon montensis, verificando

a integridade/funcionalidade de alguns genes ligados ao sexo bem como seu ntimero de copias

e estruturacdo genética e demografica das populagdes de A. montensis, assim como verificar se

historicamente os nove casos de reversdo sexual no género Akodon possuem uma origem

comum. Assim, foram propostas algumas hipdteses a serem testadas:

I1.1. HIPOTESES

A)

B)

®)

D)

E)

"As fémeas XY de Akodon montensis ocorrem em populacdes com tracos de desvios
demograficos", com a predi¢do de que a populacdo de Iguape de A. montensis com
fémeas XY exibe tragos de ocorréncia de gargalo populacional seguido de expansio
abrupta, comparado a outras populagdes da espécie.

"A reversdo sexual em A. montensis ndo ¢ produto de auséncia e ou deficiéncia do
gene Sry", com a seguinte predi¢do: o gene Sry esta presente e integro em fémeas
X*Y

“A reversdo sexual em A. montensis ¢ devido a problemas na estrutura ou fungdo de
um gene ligado ao cromossomo X que atua na cascata de eventos de determinacdo do
sexo, o gene Dax-1”, com a seguinte predi¢do: o gene Dax-1 estd presente e alterado
em fémeas X*Y.

“Em A. montensis, o nimero de copias do gene Sry ¢é duplicado, corroborando a
proposta prévia de que ha duplicata do gene SRY, uma intacta no cromossomo Y e
outra no cromossomo X’ com a predicdo de que machos apresentam uma copia do
gene Sry e as fémeas XY apresentam mais de uma copia.

“A origem da reversdo sexual no género Akodon ndo € inica, uma vez hé propostas
de diferentes alteracdes em cromossomos X ¢ Y promovendo a reversdo sexual em
Akodon”, com a predi¢do de que o mapeamento desse carater evolutivo mostrara uma

maior probabilidade de origens multiplas.
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I1.2. METAS

A) Verificar os niveis de diversidade genética intrapopulacional, se a populacdo de Akodon
montensis onde ocorrem as fémeas XY apresenta sinais de gargalo populacional seguido
de expansdo abrupta e estimar o periodo de origem das fémeas XY na populacio de
Iguape.

B) Verificar a presenca e integridade estrutural do gene Sry e Dax-1 em machos, fémeas e
fémeas XY de Akodon montensis e comparar a diversidade de  sequéncias
intraespecifica com a de outras espécies do género Akodon.

C) Analisar a estrutura funcional (HMG-box) e ndo funcional das proteinas originadas
pelas sequéncias do gene Sry de fémeas XY e machos.

D) Verificar o numero de copias dos genes Sry e Dax-1 presentes no genoma de machos,
fémeas e fémeas XY de 4. montensis.

E) Mapear se as fémeas XY relatadas no género Akodon tem origem comum.
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III. METODOLOGIA

II1.1. EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir de amostras de figado ou musculo submetidas
ao protocolo de extracdo total segundo Bruford et al. (1992). A qualidade e a quantidade de
DNA obtido foi analisada depois submetido a eletroforese em gel de agarose 1% e comparado
com marcador molecular Low Ladder Mass (Invitrogen, Inc.) O extrato também foi

quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific Inc.).

III.2. VERIFICAR OS NiVEIS DE DIVERSIDADE GENETICA INTRAPOPULACIONAL, SE A
POPULACAO DE AKODON MONTENSIS ONDE OCORREM AS FEMEAS XY APRESENTA SINAIS DE
GARGALO POPULACIONAL SEGUIDO DE EXPANSAO ABRUPTA E ESTIMAR O PERIODO DE

ORIGEM DAS FEMEAS XY NA POPULACAO DE IGUAPE

II1.2.1. AMOSTRA

A amostra consiste de 94 individuos de 4. montensis coletados em onze localidades
(Figura 2, Apéndice 1), sendo duas no Paraguai (Itaptia, n=6 ¢ Camindeyu, n=5) e seis no
Brasil (Sao Paulo, SP (Iguape), n=31, sendo 5 fémeas XY; Rio Grande do Sul, RS (Maquiné),
n=16; Mato Grosso do Sul, MS (Dourados), n=8; Parana, PR (Iguacu), n=5; Minas Gerais
(Luminarias, Belo Horizonte ¢ Brumadinho), MG, n=14 ¢ Rio de Janeiro, RJ (Sumidouro e

Nova Friburgo), n=10).

Os tecidos provenientes de SP, RS e MG foram coletados pelo Laboratorio de Genética
Animal (LGA) local onde foram feitos a maior parte dos experimentos desse trabalho. Os
tecidos do Paraguai foram doados pelo professor Dr. Guillermo D’Elia, os provenientes do MS
e PR foram doados pela colecdo de tecidos da Universidade Federal do Espirito Santo, quem
tem curadora a professora Dra. Leonora Pires Costa. As amostras oriundas do RJ foram
emprestadas pela Colecdo de Tecidos e Suspensdo da Fundagdo Oswaldo Cruz, que tem como

curadora a Dra. Cibele Rodrigues Bonvicino.
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Figura 2. Mapa com as onze localidades dos 94 individuos de 4. montensis empregados nesse estudo. Pontos:
Minas Gerais (MG): 1- Belo Horizonte , 2 - Brumadinho, 3 — Luminarias; Rio de Janeiro (RJ): 4 — Nova Friburgo,
5 — Sumidouro; Sao Paulo (SP): 6 — Iguape; Mato Grosso do Sul (MS): 7- Dourados; Rio Grande do Sul (RS):8-
Maquiné; Paraguai (PAR): 9 - Itapaa, 10 — Camindeyu; Parana (PR): 11 - Iguagu.

23



II1.2.2. AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

A amplifica¢@o do fragmento de 1300 pb da regido controle do DNA mitocondrial (D-
loop) foi realizada via Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando-se os primers 1251 e
C2 (HOEKSTRA ¢ EDWARDS 2000), em volume total de 25uL, contendo 50 ng de DNA, 3.0
mM MgCl,, 0.2 mM de cada dNTPs, 0.5 uM de cada primer, 0.3 unidades de Platinum Taq
DNA Polimerase (Invitrogen) e 1x de solucdo tampdo. A temperatura de anelamento utilizada
foi de 53°C e os demais parametros seguiram o protocolo padrdo (HOEKSTRA e EDWARDS
2000). O tamanho do fragmento dos produtos de PCR foi verificado por gel de agarose 2%
baseando-se no marcador de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen, Inc.). Os produtos de PCR
foram purificados através de método enzimatico de ExoSap (WERLE et al. 1994), ¢
quantificados utilizando eletroforese em gel de agarose 2% e marcador molecular Low Ladder

Mass (Invitrogen, Inc.).

Os produtos de PCR foram sequénciados utilizando-se os mesmos primers empregados

na PCR em um sequénciador automatico ABI 377 (Applied Biosystems) nos dois sentidos.

I11.2.3. ESTATISTICAS

O programa MEGA 4.0 (TAMURA et al. 2007) foi utilizado para alinhar as sequéncias
de DNA quanto para se calcular a divergéncia génica entre as sequéncias. O alinhamento das
sequéncias foi realizado manualmente, concomitante a corre¢do das sequéncias. A analise de
similaridade da regido alvo foi realizada no GenBank (http://ncbi.nclm.nih.gov) utilizando a
ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Para a verificacdo do grau de
saturagdo das bases nucleotidicas dentro das sequéncias de DNA estudadas foi usado o
programa DAMBE de Xia e Xie (2001). Os haplotipos foram estimados pelo programa DnaSP
(ROZAS et al. 2003).

Andlises interpopulacionais foram feitas utilizando os algoritmos implementados no
pacote estatistico do programa ARLEQUIN 3.1. (EXCOFFIER et al. 2005). A diferenciacdo
genética entre as populacdes foi avaliada a partir dos calculos de diferenca par-a-par entre as
sequéncias (estatistica-®), utilizando-se o modelo de Kimura 2-pardmetros, sem corre¢do de
gama e testada com 10.000 permutagdes no programa MEGA 4.0 (TAMURA et al. 2007). O

numero de migrantes por geragdo (Nm) para cada par de populagdes foi estimado assumindo
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que a taxa de mutacdo foi insignificante através da formula Nm= (1-®st) /2dst, para genomas
haploides (SLATKIN e MADDISON 1989). A andlise hierarquica da variagdo genética entre e
dentro dos grupos de populagdes foi feita a partir da analise de varidncia molecular (AMOVA),
utilizando-se indices de fixagdo para se avaliar a proporg¢do de variacdo dentro das populagdes e
entre as populacdes. O teste de Mantel foi realizado para avaliar a correlagdo entre divergéncia

genética e distancia geografica.

Os parametros intrapopulacionais também foram calculados no ARLEQUIN versao 3.1:
numero de hapldtipos, frequéncia dos haplétipos, diversidade haplotipica (Hd) e diversidade
nucleotidica (dn) dentro de cada populacdo. Os dados foram considerados significativos quando

os valores de P foram inferiores a 0,05 (P<0,05).

A histéria demografica das populacdes (ROGERS e HARPENDING 1992;
HARPENDING et al. 1998) foi analisada a partir de dados da distribuicdo mismatch, calculada
no programa ARLEQUIN versdo 3.1 (EXCOFFIER et al. 2005). A soma do desvio dos
quadrados (SSD) foi utilizada para verificar o desvio entre as curvas observada e esperada da
distribuicao de mismatch dentro do modelo de expansdo populacional. Em relacdo aos padroes
de curva dos graficos de mismacth, quando unimodais indicam expansdo populacional e
quando multimodais indicam que a populacdo se encontra em equilibrio (ROGERS e
HARPENDING 1992). O tempo relativo desde a expansdo de cada populagdo foi calculado
usando-se Tex,=1/2u, T ¢ fornecido pelo programa ARLEQUIN como fator de estimativa de
tempo de expansdo, u é o numero de substituigdes por geracdo na regido estudada. O valor de u
foi obtido pela formula u = u L, onde i € a taxa de mutacdo por nucleotideo por geragdo e L € o
numero de pares de base da sequéncia analisada. Para o célculo do tempo passado desde a
expansio foi utilizada a taxa descrita por Prager et al. (1993) de 20% x 10° anos para a regido
controle de Mus musculus. Foram realizados também os testes de neutralidade D de Tajima
(TAJIMA 1989) e F de Fu (FU 1997), os quais sugerem ocorréncia de expansdo populacional
recente quando observados valores negativos de significancia (FU 1997, SCHNEIDER e
EXCOFFIER 1999) usando o programa DNAsp 5.0.

Para estabelecer a relacdo hierarquica entre os haplotipos foi feita uma rede de
haplotipos, por parcimdnia estatistica através do programa TCS (CLEMENT et al. 1993), que
gera um cladograma intraespecifico. Esse programa retira as sequéncias redundantes e constroi
o cladograma conectando os clados separados por uma unica diferenca. No caso de dois

haplotipos diferirem em uma ou mais bases, o programa TCS assume um haplotipo
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intermediario “virtual”, que representa haplotipo hipotético (inexistente ou ndo amostrado).
Com o mesmo propésito foi feita uma rede de haplétipos utilizando o programa NETWORK
4.1 (ROHL 2000; http://www.fluxus-engineering.com), baseada na implementacdo do
algoritmo median-joining, o qual gera uma arvore (minimum spanning tree) ¢ adiciona os
intermediarios ausentes usando o algoritmo de maxima parcimonia de Farris (BANDELT,

FORSTER e ROHL 1999).

Com o intuito de se analisar o arranjo filogenético entre os haplotipos investigados
foram empregados analises de Inferéncia Bayesiana (IB) e Maxima Verossimilhanga (MV).
Para IB foi utilizado o programa MrBayes v.3.1.2 (HUELSENBECK e RONQUIST 2001) com
30.000.000 de geragdes, As analises de MV foram realizadas pela plataforma online PhyML
testados por 1000 replicagdes de bootstrap. Os modelos de substituicdo nucleotidica
apropriados para os métodos de MV e IB, foram determinados a partir do programa jModelTest
0.1 (POSADA 2008).Amostras provenientes do GenBank, uma amostra de A.boliviensis
(acesso AF296262.1) e uma de A. azarae (acesso AF296260.1) foram usadas como grupo

externo.

A fim de se verificar a dindmica das fémeas XY dentro da populacdo de Iguape e se
estimar a origem dessas fémeas na populagdo em questdo, bem como se ela interfere nos
resultados encontrados para a dinamica demografica os testes de distribuicdo mismatch, a soma
do desvio dos quadrados (SSD) bem como testes de neutralidade D de Tajima e F de Fu, foram
refeitas simulando-se trés cenarios distintos considerando-se para essa populagdo: machos e
fémeas XX (cenario 1); somente fémeas XY (cenario 2) e somente fémeas normais (cenario 3),
como feito em Hoekstra (2003) e somente machos (cenario 4). Também foi gerado um arranjo
filogenético por agrupamento de vizinhos ¢ ML para se verificar a relacdo entre os haplotipos
de regido controle do DNA mitocondrial de fémeas XX e XY. Nessas analises foram
empregadas somente fémeas XX e fémeas XY, com 15 amostras de SP (dessas, cinco sdo
fémeas XY), quatro amostras de MS, duas de PR e seis amostras do RS. Foi utilizada uma
sequéncia de Akodon boliviensis (Genebank acesso AF296262.1.) como grupo externo. Se
houver um unico hapldtipo ancestral de uma fémea XY que estiver se espalhado para a
populacdo, as fémeas XY provavelmente estardo espalhadas por toda a arvore gerada. E se as
fémeas XY tiverem uma origem relativamente recente, € esperado que a arvore tivesse ramos
relativamente curtos com pouca estrutura interior. Também foi calculado a data estimada em

que ocorreu o aparecimento da primeira fémea XY na populacdo de Iguape. Para isso foi-se
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empregado a média de diferenga par-a-par (em porcentagem) entre os haplotipos das fémeas

XY usando a taxa evolutiva sugerida por Prager et al. (1993).

II1.3. VERIFICAR A PRESENCA E INTEGRIDADE ESTRUTURAL DO GENE SRY E DAX-1 EM
MACHOS, FEMEAS E FEMEAS XY DE AKODON MONTENSIS E COMPARAR A DIVERSIDADE DE

SEQUENCIAS INTRAESPECIFICA COM A DE OUTRAS ESPECIES DO GENERO AKODON

II1.3.1. AMOSTRA

A primeira etapa dessa meta consistiu em se verificar se além dos machos e fémeas XY
haveria alguma fémea de 4. montensis de qualquer outra populacdo que seria positiva para
amplificacdo do gene Sry. Sendo assim, foi feita amplificagdo por PCR do gene Sry de 94
individuos de A. montensis disponiveis para esse estudo. O produto de PCR foi analisado em
gel de agarose e observou-se que somente machos e as cinco fémeas XY (exclusiva de Iguape)
amplificaram. Nenhuma das fémeas empregadas teve amplificacdo positiva, isso demonstra que

de todas as populagdes amostradas, somente a populacao de Iguape apresenta fémeas XY.

Para analise da estrutura do gene Sry, foram utilizados DNAs de 76 individuos, sendo
20 de Akodon montensis, 28 individuos de Akodon cursor, 10 individuos de A. lindberghi, trés
de A. paranaensis, cinco de A. mystax, 10 de A. serrensis Para a analise da estrutura do gene
Dax-1 foram utilizados DNA de 25 individuos de Akodon montensis, trés de A. cursor, cinco de

A. lindberghi e um de A. paranaenses (Apéndice 1).

Na amostra de 4. montensis, tanto para o gene Sry como Dax-1, cinco individuos sdo

fémeas XY, sendo que todas as amostras mencionadas nesse topico sdo provenientes do LGA.

II1.3.2. AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

Foram amplificados por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) fragmentos de 733
pares de base (pb), que incluem todo o gene Sry (576 pb) e a regido flanqueadora 5' com 73 pb

¢ aregido 3' com 84 pb.

Para a amplificacdo do gene Dax-1 foram desenhados quatro primers especificos, dois
para o exon 1 e seis primers para o exon dois. Esses iniciadores foram desenhados a partir da
sequéncia completa do genoma de Mus musculus, disponivel no Mouse Genome Informatics

(numero de acesso MGI OTTMUSGO00000017945) e no Genbank de Homo sapiens (nimero de
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acesso 223972646), utilizando-se o programa GENE RUNNER v.301 (Hastings Software, Inc.,
Hastings, NY). Para o exon 1 ainda foi testado outro par de primers, descrito por Calliari et al
(2007) A reagdo de PCR para a amplificagdo de Dax-1 foi realizada em volume total de

25ulcom o perfil e primers descritos na tabela 1.

Apo6s a amplificacdo, os tamanhos dos fragmentos e a purificagdo dos produtos de PCR
seguiram o protocolo descrito no item II[.2.2. Os produtos de PCR foram sequénciados
utilizando-se os mesmos primers empregados na PCR em um sequénciador automatico ABI
377 (Applied Biosystems). O sequenciamento foi realizado nas duas dire¢des para se ter maior

confiabilidade da sequéncia.

A conferencia dos eletroferogramas gerados no sequenciamento do produto de PCR
bem como o alinhamento dos mesmos seguiram a metodologia padrao do laboratorio, descritos
no item III.2. A analise de similaridade com o gene Sry e Dax-1 foi realizada no GenBank

(http://ncbi.nclm.nih.gov) utilizando a ferramenta BLASTN 2.2.2 com os parametros pré-

determinados (ALTSCHUL et al. 1997) utilizando para comparacdo a sequéncia de A.
boliviensis (nimero de acesso FN547815), 4. azarae (mimero de acesso FN547812) e A.
dolores (nimero de acesso FN547818) (para o gene Sry) e Mus musculus (nimero de acesso

NMO007430.4) para o gene Dax-1.

Tabela 1. Descrigdo das concentragdes, do perfil e do tamanho do fragmento obtido na amplificagdo da regido
controle do DNA mitocondrial (D-loop) e dos genes Sry e Dax-1.

Gene/regido D-loop Sry Dax-1

Tamanho fragmento 1500 pb 832pb

primer forward 1281' SRY-AK-F3* IF’
DAX - E1F*
DAX1-E2F°

primer reverse 2! SRY-AK-R1? IR’
DAX-EIR’
DAXI1-E2R’

Perfil da PCR

Temperatura annealing 53°C 53°C 62°C

Numero de ciclos 35 30 33

Reaciao de PCR

Volume total 25 25 25

MgCl, (mM) 3.0mM 3.0 mM 3.0 mM

Taq Platinum 0.3ul 0.3ul 0.3ul

(Invitrogen)

Quantidade de DNA 50ng 50ng 50ng

'Hoekstra E Edwards (2000); Sanchez et al. (2010); °Calliari et al. (2007); °‘DAX-EIF:
5’GCTGCTCTGTGGCCTGGGG 3’ (presente estudo); DAX1-E2F 5’ GCCTGCAGTGCGTGAAAT 3’ (presente
estudo), °DAX-EIR 5 GGTCTCCYGCCGCCTGGTGG 3’ (presente  estudo); 'DAXI1-E2R
5'CARCCAGTATGGAGCAGAGGG 3’(presente estudo)
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I11.3.3. ESTATISTICAS

As sequéncias foram alinhadas utilizando-se o programa MEGA 4.0 (TAMURA et al.
2007), programa que também foi empregado para se calcular a divergéncia genética entre as
sequéncias. A analise de similaridade da regido alvo foi realizada no GenBank
(http://ncbi.nclm.nih.gov) utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool). Para a verificacdo do grau de saturacdo das bases nucleotidicas dentro das sequéncias de

DNA estudadas foi usado o programa DAMBE de Xia e Xie (2001).

Parametros haplotipicos foram calculados no DnaSP versdo 4.5: nimero de haplotipos,
frequéncia dos haplotipos, diversidade haplotipica (Hd) e diversidade nucleotidica (dn) dentro
de cada espécie. Os dados foram considerados significativos quando os valores de P foram

inferiores a 0,05 (P<0,05).

IT1.4. ANALISAR A ESTRUTURA FUNCIONAL (HMG-BOX) E NAO FUNCIONAL DAS PROTEINAS

ORIGINADAS PELAS SEQUENCIAS DO GENE SRY DE FEMEAS XY E MACHOS

111.4.1. AMOSTRA

Para realizar as modelagens dos dominios de ligagdo da proteina Sry ao DNA das
sequéncias de aminoacidos observadas, foram usadas sequéncias de DNA de 76 individuos,
sendo 20 de Akodon montensis, 28 individuos de Akodon cursor, 10 individuos de A.
lindberghi, trés de A. paranaensis, cinco de A. mystax, 10 de A. serrensis (Apéndice 1) e trés
amostras, uma de 4. azarae (GenBank — acesso FN547812.1) , uma de A. boliviensis (GenBank
— acesso FN547815.1) e uma de 4. dolores (GenBank — acesso FN547818.1) provenientes do
Genbank. Nao se foi possivel isolar a estrutura primaria do gene Dax-1 devido ao fato de s6 se

ter conseguido isolar o exon 2 desse gene.

I11.4.2. TRADUCAO DO DNA EM PROTEINA E MODELAGEM DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL

DA PROTEINA

Depois de alinhadas as sequéncias de nucleotideos foram analisadas no programa
DnaSP versdao 4.5 a fim de se descobrir quais eram os haplotipos das sequéncias existentes.
Uma sequéncia representante de cada haplotipo foi escolhida para as andlises de modelagem.

Para se traduzir a sequéncia de aminoacidos da proteina foi empregado o programa EXPASY
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na plataforma SIB (Swiss Institute of Bioinformatics). O alinhamento multiplo dos aminoacidos
foi feito pelo ClustalW no PBIL (Pole Biolnformatics Lyonnais Network). De posse da
sequéncia primaria outra analise em buscas de homologia entre as sequéncias foi realizada, e

somente as sequéncias de aminoacidos que diferenciaram entre si foram modeladas.

Foi adotada a abordagem de modelagem molecular por homologia implementada no
programa MODELLER 9 v7 (SALI e BLUNDELL 1993). Dos fragmentos obtidos do gene Sry
(ver item II1.2.2), foi gerado o modelo 3D da por¢do HMG-box da proteina que participa de
interacdes com a dupla fita do DNA baseada na por¢ao HMG-box da proteina SRY (Codigo de
acesso PDB1J46 e PDB1J47) de humano usada como molde e no pressuposto de que para
sequéncias acima de 80 aminoacidos, um grau de identidade superior a 25% indica que as
estruturas tridimensionais sdo semelhantes, desde que apresentem também similaridades
funcionais (SANTOS 2002). Os dominios HMG-box s3o macromoléculas que se associam ao

DNA, que também foi modelado passando pelas mesmas etapas de avaliagdes que as proteinas.

Foram gerados modelos para cada sequéncia da proteina Sry de cada espécie. A
modelagem por homologia ¢ baseada na comparagdo de padrdes estruturais conservados em
proteinas com estruturas primarias similares. Nestes casos a homologia entre proteinas pode
estar relacionada a estruturas e fungdes similares que foram conservadas evolutivamente A
comparagdo de modelos tridimensionais obtidos por modelagem molecular com a estrutura
obtida por cristalografia de raios X tem indicado uma significativa confiabilidade nos modelos

gerados (HILLISCH et al. 2004).

As estruturas geradas foram otimizadas para se aproximar de forma confidvel de uma
estrutura estavel real, encontrando-se o minimo de energia mais proximo em relacdo a
geometria de partida (SANT’ANNA 2002), empregando mecanica molecular para calcular a
energia do sistema, ignorando a presenga dos elétrons (CARVALHO et al. 2003). Os modelos
gerados nesse estudo foram submetidos a uma avaliagdo de energia (pontuacdo DOPE),
implementada no programa MODELLER 9v7 para a sele¢do das melhores estruturas. Além da
avaliagdo de energia, a confiabilidade da estrutura gerada também deve ser testada. Segundo
Santos (2002), a distribui¢@o dos angulos torcionais phi (@) e psi (V) da cadeia principal sdo

indicadores da qualidade esterioquimica da proteina.

Os angulos phi (®) e psi (V) referem-se a rotagdes de duas unidades rigidas dos
peptideos em torno do carbono alfa (Ca), sendo @, o dngulo de tor¢do da ligagdo Ca-N e ¥ o

angulo de torgdo resultante da ligagdo Ca-CO (carbono da carbonila) (BRANDEN e TOOZE
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1991). A maioria das combinagdes entre os angulos de tor¢do sdo favoraveis devido a
ocorréncia de colisdes estéricas entre atomos nao ligados em diferentes cadeias ou dentro de
um mesmo residuo (e.g. grupamento R). O grafico de Ramachandran ¢ uma ferramenta que
mostra a distribuicdo das combinagdes entre todos os angulos @ ¢ ¥ que uma proteina pode
apresentar. Caso a proteina apresente residuos de aminodcidos com problemas esterioquimicos,
estes estdo em regides desfavoraveis no grafico. Assim, para a andlise dos modelos gerados
nesse estudo foram gerados os graficos de Ramachandran para analisar o enovelamento e

qualidade estéreo-quimica, por meio do programa PROCHECK (LASKOWSKI et al. 1993).

A andlise da interacdo proteina-DNA foi realizada com o programa LIGPLOT
(WALLACE et al. 1995) visando obter indicios sobre o modo de associacdo destas
macromoléculas e a influéncia das mutagdes presentes nas sequéncias na interagdo com o

DNA. As figuras foram geradas com o programa PYMOL (DELANO 2002).

I11.5. VERIFICAR O NUMERO DE COPIAS DOS GENES SRY E DAX-1 PRESENTES EM MACHOS,

FEMEAS E FEMEAS XY DE AKODON MONTENSIS.

II1.5.1. AMOSTRA

Foram utilizados o DNA de 10 machos, cinco fémeas e cinco fémeas X*Y de Akodon

montensis o gene Sry e ainda mais cinco fémeas XX para o gene Dax-1 (Apéndice 1).

II1.5.2. EXTRACAO DE DNA E AMPLIFICACAO POR PCR EM TEMPO REAL

Extracdo com kit. Todo o RNA do produto da extracdo de DNA foi retirado utilizando-
se RNase (100 mg/ml), por 1 hora a 60°C. Posteriormente, a quantidade de DNA da amostra foi

verificada em espectrofotdometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific Inc.).

A andlise do niimero de copias foi realizado pela técnica de qRT-PCR (expressdo
relativa) com o equipamento 7.300 Real Time PCR Systems (Applied Biosystems, Warrington,
Reino Unido). O perfil de cada reacdo esta descrito na tabela 2. Todos os primers empregados
foram desenhados pelo presente estudo, utilizando-se o programa utilizando-se o programa
GENE RUNNER v.301 (Hastings Software, Inc., Hastings, NY). Utilizou-se o SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido) como sistema de detecgdo
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do DNA. As reagdes de amplificacdo foram realizadas com dois pares de primers, um par para

cada um dos dois genes alvo Sry e Dax-1.

As seguintes condi¢cdes foram empregadas na reagdo: etapa 1 (10 minutos a 95°C — 1
ciclo) para ativagdo da DNA polimerase; etapa 2 (15 segundos a 95°C / 1 minuto a 60°C — 50
ciclos) para anelamentos dos primers e extensdo dos transcritos. A etapa 3 (15 segundos a 95°C
/ 30 segundos a 30°C / 15 segundos a 95°C — 1 ciclo) foi adicionada para a obtencdo da curva

de dissociacdo, a fim de confirmar a amplificacao especifica das reacdes.

O numero de ciclos requeridos para o sinal de fluorescéncia ultrapassar limiar (Cycle
threshold — Ct), bem como a curva de dissociacdo (melting curve) para a verificagdo da
especificidade da reagdo, auséncia de contaminag@o e auséncia de dimeros de primers foram
analisados pelo programa StepOne Sofiware (Applied biosystems versdo 2.1). Considerando
que em mamiferos s6 ha uma copia de Dax-1 em machos, esse gene foi usado como gene de

referencia para estimar o numero de copias do gene Sry .

A eficiencia de cada primer foi testada pelo método de diluicdo seriada. O valor da
eficiencia foi calculado pela seguinte formula: E= {10~(-1/a)}, onde a é o valor slope entre
cada concentracdo conhecida de DNA utilizada na curva padrdo (primer com eficiéncia de
100% apresentam slope de -3,22). Valores de eficiéncia entre 90 e 110% foram considerados,
utilizando-se a seguinte formula para o calculo da expressdo relativa, 22T onde AACT =

{(CT tratado — CT contro]e) - (CT tratado-referencia — CT controle-referencia)} .

Os experimentos foram realizados em triplicatas. As andlises quantitativas dos produtos
do PCR foram feitas utilizando-se o programa Genescan 672 (PE Applied-Biosystems) e

comparando-se o pico gerado pelo DNA controle com o pico gerado para as outras amostras.
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Tabela 2. Descri¢do das concentragdes, do perfil e dos primers empregados na rea¢ao de amplificagdo por uso de
PCR em tempo real.

Gene/regido Sry sequéncia do primer Exon 2 do sequéncia do primer
Dax-1

Tamanho fragmento 100 pb 100 pb

primer forward SryRTF 5’GCCTTACAGCCACAGAA  Dax2RTF  5’GCCTGCAGTGCGT3’

TATC3’
primer reverse SryRTR 5’GCCCATCTATGCCCCTT3’ Dax2RTR  5’CTGATCTGGTACTC
TCTCTG3’

Perfil da PCR

Temperatura annealing 60°C 60°C

Numero de ciclos 40 40

Reac¢do de PCR

Volume total 20ul 20ul

SYBR GREEN 10ul 10ul

Primer F/R (10uM) 0.26/0.39ul 0.3ul

Quantidade de DNA 50ng 50ng

II1.6. MAPEAR SE AS FEMEAS XY RELATADAS NO GENERO AKODON TEM ORIGEM COMUM

I11.6.1. AMOSTRA

Das sequéncias de 31 espécies do género Akodon utilizadas para gerar uma filogenia,
cinco (A. montensis, A. mystax, A. cursor, A. paranaensis e A. lindberghi) sdo amostras do
LGA. As demais foram obtidas no Genbank (Apéndice 4). Foram escolhidas uma sequéncia de
cada espécie que possuem sua classificagdo taxonOmica confirmada recentemente
(ALVARATO-SERRANO e D’ELIA 2013, BRAUN et al. 2010, SMITH e PATTON 2007)
para que ndo houvesse diivida quanto a filogenia empregada. Totalizando-se 33 sequéncias do

gene mitocondrial citocromo b (801 pb), 31 de Akodon e duas de Necromys.

I11.6.2. ESTATISTICAS

Para se entender como pode ter ocorrido a evolugdo das fémeas XY dentro do género
Akodon foi gerada uma arvore filogenética a partir de analise de Maxima Verossimilhanga
gerada no programa MEGA 5.05 (TAMURA et al. 2011). O melhor modelo de substitui¢do
nucleotidica para MV e IB, foi determinado a partir do programa jModelTest 0.1 (POSADA
2008). A topologia encontrada foi inserida no programa Mesquite versdo 2.75, desenvolvido

por Maddison e Maddison (1992).
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Para mapear a ocorréncia de fémea XY nas espécies analisadas, o carater registro de
ocorréncia (1) e auséncia do registro (0) foi codificado numa matriz binaria (WIENS, 1999).
Nessa matriz também foi registrado a hipotese apontada para a explicacdo da reversdo sexual
de cada espécie. A matriz foi inserida no programa Mesquite versdo 2.75. Nesse programa foi
estabelecida uma relagdo entre a topologia de resultante da MV e a matriz binaria. O modelo de
probabilidade adotado para o mapeamento foi o “one parameter Markov k-state” (LEWIS
2001), pois considera a mesma probabilidade de mudanga entre os estados de caracteres. A
partir deste modelo, foram calculadas as probabilidades para cada possivel estado ancestral

(PEA) para o carater analisado.
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IV. RESULTADOS

IV.1. VERIFICAR SE A POPULACAO DE AKODON MONTENSIS ONDE OCORREM AS FEMEAS XY
APRESENTA SINAIS DE GARGALO POPULACIONAL SEGUIDO DE EXPANSAO ABRUPTA E ESTIMAR

O PERIODO DE ORIGEM DAS FEMEAS XY NA POPULACAO DE IGUAPE.

IV.1.1. ANALISES INTRA E INTERPOPULACIONAIS

A andlise de 1300 pb da regido D-loop de 94 individuos de 4. montensis revelou 325
sitios variaveis, definindo 79 haplétipos (Tabela 3), com frequéncia das bases igual a A=30,7%,
C=25,2%, G=13,9% e T=30,2%. Nao houve saturacdo nas sequéncias amostradas. A
diversidade haplotipica global foi alta (A/=0,9904) e a diversidade nucleotidica global também
foi alta (dn= 0,02201). Cada um dos 79 haplotipos se mostrou populacio-especifico, ndo sendo
compartilhado entre as populagdes. Para todas as populacdes, os indices de diversidade

haplotipica foram altos, variando de #=0,8 a 1,0.

A divergéncia genética interpopulacional foi elevada, variando de 0,7% entre Itapua
(ITA-PR) x Iguacu (PR) a 3,2% entre Maquiné (RS) x Luminarias/ Belo Horizonte (MG)
(Tabela 4). A divergéncia genética intrapopulacional foi baixa variando de 0,3% para Iguacu
(PR), 0,4% para Sumidouro/Nova Friburgo (RJ), 0.7% para Iguape (SP), 0.8% para Itaptia
(ITA), 1,0 % para Camindeyu (CAM-PR) 1.3% para Dourados (MS) inverter, 2,1% para a
Luminarias/Belo Horizonte (MG) e 2.2% para Maquiné (RS).

A andlise da divergéncia interpopulacional mostrou valores de ®st significativos para
todas as populagdes, com alta divergéncia, ®st variando de 0,03 nas populagdes de ITA e CAN
a 0,977 RJ e PR. Os valores de nimero de migrantes (Nm) confirmam os achados de ®st,
mostrando valores inferiores a 1 (Tabela 3), indicando fluxo génico restrito entre as

populagdes, exceto entre as populagdes do Paraguai (CAN e ITA).

As analises de variancia molecular demonstraram que a maior porcentagem de variagdo
estd entre as populacdes (91,22%) do que dentro das populagdes (8,77%), confirmando a

diferenciagdo entre as populacdes indicando uma estruturagdo geografica entre elas (Tabela 5).
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O teste de Mantel foi ndo significativo (p= 0,1666), assim ndo se pode estabelecer relagdo

entre a distdncia genética entre as populagdes com a distidncia geografica.

IV.1.2. TESTANDO A EXPANSAO DA POPULACAO DE IGUAPE/SP

O valor SSD (Tabela 3) da distribuigdo de mismatch foi ndo significativo para todas as
populagdes, exceto para PR indicando que o modo pelo qual as populacdes expandiram segue
um padrdo segundo a curva de distribui¢do de mismatch esperada, e ndo a observada (Figura
3). As populagdes RS, MS e MG mostraram sinais de equilibrio populacional, com os
respectivos valores de © de 33.6; 77,2 e 18,2 (Tabela 3). A populacdo PR foi a tnica que
apresentou um desvio significativo do teste da soma dos desvios dos quadrados (SSD) da
distribuicdo mismatch, com apresentacdo da curva observada em formato bimodal (Figura 3.e),
indicando que esta populacdo encontra-se em equilibrio demografico, com valor de t=9,4

(Tabela 3).

A populagdo de Iguape/SP (Figura 3.a) apresentou curva de distribuicdo esperada
unimodal, o que indica que essa populacdo mostra sinais de expansdo populacional (1=2,6;

Tabela 3).

As estatisticas de D de Tajima e Fs de Fu tentam relacionar os dados observados com a
teoria neutra de evolugdo molecular. Tanto os valores de D de Tajima, quanto o F de Fu
(Tabela 3) foram ndo significativos para as populacdes de RS, MG, MS e PR, mas
significativos para a populagdo de SP, com valores negativos, indicando expansdo

populacional.

O tempo decorrido desde a ultima expansdo calculado para cada populagio, segundo
Texp=1/2u, sendo o valor de u = p L (onde p ¢ a taxa de mutagdo por nucleotideo por geracado ¢
L é o numero de pares de base da sequéncia analisada) mostrou em geral sinais de expansao
muito antiga para todas as populagdes, acima de 12,5 mil anos (Tabela 6). A populacdo de

Iguape/SP, por outro lado, mostrou um periodo de expansdo recente, datado de 4,8 mil anos
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Tabela 3. Numero de individuos (n), de haploétipos (nH) e de sitios polimoérficos por populagdo (nSP), diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (dn), soma de desvios dos

quadrados (SSD) indice de tempo de expansdo (t) , valores dos testes D de Tajima e Fs de Fu de Akodon montensis.

Populagdes Map' N nH nSP Hd dn SSD* (P-valor) T D (P-valor) Fs. (P-valor)

Sao Paulo (SP), total 0 31 24 107 0.9398 0.00800 0.00214 (0.970) 2.6 -2.4908 (p<0.01) -3.90856 (p<0.02)
Sdo Paulo SP, excluindo fémeas XY - 26 20 113 0.9354 0.01105 0.00255 (0.970) 3.7 -1.87369 (p<0.01) -3.37114 (p<0.02)
Sao Paulo SP, somente fémeas XY - 5 5 12 1.0000 0.00440 0.06739 (0.470) 1.65 -1.21472 (p>0.01) -1.10765 (p>0.01)
Sao Paulo SP, somente fémeas XX - 10 10 109 1.0000 0.02561 0.02097 (0.790)  9.18 -1.61907 (p>0.05) -1,71329 (p>0.10)
Sao Paulo SP, somente machos 16 12 53 0.9167 0.00635  0.02409 (0.640) 6.58 -2.33080 (p<0.01) -3,33934 (p<0.02)
Minas Gerais (MG) 1,2,3 14 12 113 0.9780 0.02055 0.02126 (0.600) 6.5 -1.28507 (p>0.10) -1.85990 (p>0.10)
Mato Grosso do Sul (MS) 4 8 7 131 0.9643 0.01392 0.04516 (0.190)  77.2 -1.25482 (p>0.10) -1.01355 (p>0.10)

Parana (PR) 5 5 3 12 0.8000 0.00544 0.20915 (0.000) 9.4 0.65175 (p>0.10) 2.942 (p>0.10)

Rio Grande do Sul (RS) 6 16 15 138 0.9917 0.02327 0.2141 (0.320) 33.6 -0.97624 (p>0.10) -2.1730 (p>0.10)
Rio de Janeiro (RJ) 7 10 9 23 0.9780 0.00776  0.03075 (0.470) 10.6 0.51979 (p>0.10) -2.22868 (p>0.10)
Canindeyu (CAN) 8 5 5 31 1.0000 0.01159  0.07330 (0.340) 9.3 -0.24137 (p>0.10) 0.12722 (p>0.10)
Itapua (ITA) 9 6 6 26 1.0000 0.00811 0.03186 (0.870) 11.4 -0.73130 (p>0.10) -0.94672 (p>0.10)
Total 94

"' veja localizagio no mapa (Figura 2). Em negrito valores significativos de p.

Tabela 4. Valores de divergéncia genética interpopulacional (abaixo); numero migrantes por geragdo entre as populagdes e ®st (acima).

RS SP MS PR MG RJ CAN ITA

RS 0.473/0.513 0.816/0.380 0.034/0.937 0.039/0.926 0.031/0.940 0.036/0.931 0.034/0.936

SP 0.026 0.982/0.337 0.019/0.963 0.026/0.950 0.018/0.964 0.020/0.960 0.019/0.962
MS 0.029 0.017 0.051/0.906 0.050/0.908 0.043/0.921 0.056/0.898 0.050/0.908

PR 0.024 0.010 0.011 0.033/0.938 0.018/0.977 0.015/0.969 0.013/0.975
MG 0.032 0.022 0.026 0.021 0.475/0.513 0.874/0.363 0.803/0.383

RJ 0.027 0.023 0.029 0.019 0.028 0.275/0.644 0.220/0.694
CAN 0.027 0.014 0.013 0.008 0.024 0.021 12.588/0.03
ITA 0.026 0.013 0.012 0.007 0.025 0.021 0.009

Valores de st Em negrito. Todos os p-valores foram < 0.05 para todas as populagdes do Brasil, exceto entre as populagdes do Paraguai (CAN e ITA).
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Tabela 5. Valores de analise de Variancia Molecular

Fonte de variacdo Soma dos quadrados Componentes da Porcentagem da
varidncia varidncia

Entre as populagdes 2912.502 108.75259 91.22

Dentro das populagdes 881.331 10.46546 8.78

Total 9223.297 119.21805

Fsr 0.91222 p=0.00000

Tabela 6. Estimativa do tempo decorrido (anos) desde a tltima expansdo populacional de todas as umas das populagdes analisadas. Sendo Tex,= T/2u e u=u L (onde p ¢ a
taxa de mutacdo por nucleotideo por geragdo e L é o numero de pares de base da sequéncia analisada).

Populagdes Tempo decorrido (em anos) desde a
ultima expansao

RS 64.615,3
SP 4.800,0
MS 148.461,5
PR 18.076,9
MG 12.500,0
RJ 20.384,0
CAN 17.884,0
ITA 21.923,0
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Figura 3. Distribuigdo das diferencas nucleotidicas par-a-par entre os individuos de cada populagao (distribuicdo mismatch). Os valores do eixo X indicam o numero de
diferengas entre os haplotipos e o eixo Y a frequéncia dos haplotipos. 3.a SP; 3.b RS; 3.c MS; 3.d MG; 3.e PR; 3.f SP (sem as fémeas XY); 3.g CAN; 3.h ITA; 3.i SP
(somente fémeas XY), 3.j (somente fémeas XX), 3.k (somente machos). Linha continua esperado ¢ linha tracejada observado (continua).
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IV.1.3. RELACAO HIERARQUICA DOS HAPLOTIPOS

Os altos indices de diversidade nucleotidica impediram que os clados gerados pelo TCS
fossem conectados pelo algoritmo de parcimonia estatistica implementado pelo software,
gerando, assim, varias redes que nao puderam ser conectadas (dados ndo mostrados), mesmo
quando o indice de confianga foi reduzido a 90%. A rede de haplotipos gerada pelo
NETWORK (Figura 4) ndo mostrou estruturacdo geografica das populacdes, mas mostrou
agrupamentos de populagdes, como por exemplo um grupo com varias populacdes de Sao
Paulo, outro grupo Brasil — Paraguai (BP) formado por populagdes de Dourados (MS) Iguacu
(PR) no Brasil e Camindeyu (CAN) e Itapta (ITA) no Paraguai, um grupo norte composto
pelas amostras de Luminarias/Belo Horizonte (MG) um quarto grupo, sul-sudeste, que engloba

as amostras de Maquiné (RS) e Sumidouro/Nova Friburgo (RJ).

Figura 4. Rede de haplotipos das amostras de A. montensis gerada pelo programa NETWORK. Em azul
haplétipos da populagdo PR, amarelo SP, cinza MG, rosa CAN, roxo ITA, prata RJ, verde RS e laranja MS.
Vermelhos haplotipos ndo amostrados. Haplotipos mostrados com frequéncia relativa. Os ntimeros indicam os
passos mutacionais.
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As topologias das arvores filogenéticas bayesianas (Figura 4) foram similar a topologia
encontrada MV. O modelo evolutivo determinado pelo programa MODELTEST 3.06 para 1B
foi HKY + G, sendo G=0.48. Para MV foi TNG + G, sendo G=1.07. A monofilia foi
confirmada, entretanto com baixa resolu¢do do relacionamento entre as popula¢des, muito
embora os poucos agrupamentos isolados coincidam com aqueles evidenciados na rede de

haploétipos.

IV1.4. TESTANDO SE O SINAL DA EXPANSAO POPULACIONAL DE IGUAPE ESTA ASSOCIADO A

PRESENCA DAS FEMEAS XY

As analises de diversidade haplotipica, nucleotidica, distribuicdo mismatch, soma dos
desvios dos quadrados e testes de desvio de neutralidade para a populagdo de Iguape/SP foram
refeitas simulando-se quatro cenarios distintos considerando-se para essa populagdo: populagédo
com machos e fémeas XX (cenario 1); populacdo somente com fémeas XY (cenario 2),
populagdo somente com fé€meas normais (cenario 3), e populagdo somente com machos

(cenario 4).

Para o cenario 1 os indices de diversidade haplotipica e nucleotidica se mantiveram
altos (Tabela 4). O numero de singletons ou sitios de nucleotideos que se diferem em uma
unica sequéncia foi alto neste cendrio (84 singletons). Esse nimero de manteve elevado,
mesmo com perturbagdes aleatoria (retiradas de haplotipos desse grupo). O que indica que nado
¢ uma Unica sequéncia (caso de algum imigrante na populagdo) que ¢ responsavel pelo excesso
de singletons. O teste de mismatch ¢ SSD foram ndo significativos, ¢ curva esperada unimodal
indicou sinal de expansdo populacional (Figura 3.f), apresentado assim, um resultado
semelhante ao encontrado na analise da populacdo com todos os individuos. Nesse cenario os
valores de D de Tajima e Fs de Fu também foram negativos e significativos, semelhantes ao

resultado encontrado para a analise da populagdo com todos os individuos.

Para o cendrio 2 os valores de diversidade haplotipica alta, mas uma diversidade
nucleotidica baixa (dn<0,05). Com 11 singletons. Nesse segundo cendrio o teste de mismatch e
SSD foram nao significativos e a curva esperada apresentou-se de forma unimodal, indicando
sinal de expansdo populacional (Figura 3.i). Esse sinal de expansdo populacional indicado pelo
teste de mismatch nao foi apontado pelos testes de D de Tajima e Fs de Fu, onde apesar de se
apresentarem com valores negativos, os mesmos nao foram significativos como no cenario 1 e

no teste com a populagdo completa.
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Figura 5. Filogenia gerada Maxima Verossimilhanga da regido controle do DNA mitocondrial de Akodon
montensis. Os valores nos nos representam 1000 replicagdes de bootstrap.A figura da esquerda associa a rede de
haplétipos com a filogenia e MV.
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No terceiro cenario, onde foram considerados somente as fémeas XX, os valores de
diversidade haplotipica e nucleotidica se mantiveram altos (Tabela 4), o teste de mismacth e
SSD foram nao significativos e a curva esperada apresentou-se de forma unimodal (Figura 3.j)
semelhante aos outros cenarios. Nesse cenario, o conjunto de haplétipos apresentou 63
singletons. Os D de Tajima e Fs de Fu foram negativos, mas ndo significativos, resultado

semelhante ao encontrado para o cenario 2.

O cenario 4, que considerou apenas machos, os valores de diversidade haplotipica
manteve-se alto mas o de diversidade nucleotidica foi baixo (Tabela 4). O teste de mismacth e
SSD foram ndo significativos e a curva esperada apresentou-se de forma unimodal (Figura 3.k)
semelhante aos outros cenarios. Nesse cenario, o conjunto de haplotipos apresentou 48
singletons. Os D de Tajima e Fs de Fu foram negativos, e significativos, resultado semelhante

ao encontrado para o cenario 1.

Para todos os cenarios o teste de mismatch aponta sinal de expansdo. Entretanto,
somente quando se considerando machos e fémeas XX juntos e machos de forma isolada, ¢ que
D Tajima e Fs de Fu corroboram o sinal de expansdo de forma abrupta. O excesso de singletons
pode ser observado no cenario 1, 3 e 4, e ndo no cendrio 2 (somente fémeas XY). Dessa forma
fica claro que ndo sdo as fémeas XY que causam o sinal de desvio de neutralidade, e que elas

ndo geram um falso positivo para o sinal de expansao abrupta para a populagdo de Iguape.

IV1.5. ESTIMANDO O TEMPO DE SURGIMENTO DE FEMEAS XY NA POPULACAO DE IGUAPE

Segundo Hoekstra (2003) as fémeas XY ao se cruzarem geram mais filhotes fémeas do
que machos, assim, o surgimento dessas fémeas na populacdo tende a apagar as formas
variantes do DNA mitocondrial existentes enquanto que o haplotipo das fémeas XY se
dissemina pela populacdo. Sendo assim € possivel se estimar por relogio molecular o tempo de
surgimento dos hapldtipos exclusivos das fémeas XY na populagdo. Assim, para se estimar o
tempo de surgimento dos haplotipos exclusivos das fémeas XY na populagdo utiliza-se a

varia¢do nucleotidica das sequéncias do DNA mitocondrial da regido controle dessas fémeas.

Para isso empregou-se a média de diferenca par-a-par (em porcentagem) entre os
haplétipos das fémeas XY (0,3%) e a taxa evolutiva sugerida por Prager et al. (1993) de 20%
por milhdes de anos, resultando na data estimada para o aparecimento da primeira fémea XY na

populacdo de Iguape de cerca de 15,000 anos.
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O arranjo filogenético por agrupamento de vizinhos (NJ) e MV para se verificar a
relacdo entre os haplotipos de regido controle do DNA mitocondrial de fémeas XX e XY
mostraram com ramificagdes relativamente curtas, formando na maioria dos casos politomias
basais com outras fémeas XX. O melhor modelo evolutivo encontrado para a analise de ML foi

HKY + G, com valor de gama de 0,63. Tanto na topologia de NJ e MV (Figura 6).
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Figura 6. Filogenia por ML da regido controle do DNA mitocondrial de sequéncias de A. montensis. As OTUs
indicadas por setas sdo referentes as fémeas XY. As demais OTUs sdo referentes as fémeas XX. Foi utilizado
A.boliviensis como grupo externo. Os valores de bootstrap (500 replicagdes) estdo amostrados nos nds da
topologia
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IV.2.VERIFICAR A PRESENCA E INTEGRIDADE ESTRUTURAL DO GENE SRY E DAX-1 EM
MACHOS, FEMEAS E FEMEAS XY DE AKODON MONTENSIS E COMPARAR A DIVERSIDADE DE

SEQUENCIAS INTRAESPECIFICA COM A DE OUTRAS ESPECIES DO GENERO AKODON

IV.2.1. PRESENCA E INTEGRIDADE DO SRY

Em todos os individuos de 4. montensis analisados para o gene Sry verificou-se a
presenga do gene, com formacdo de um fragmento com 733 pb, no qual esta incluido todo o
gene Sry e a regido flanqueadora 5' com 73 pb e a regido 3' com 84 pb. 4. cursor apresentou o
menor fragmento com 706 pb. A. paranaensis e A serrensis 819 pb; A. mystax 820 pb; A.

lindberghi 822 pb.

Ao se comparar a sequéncia de bases do Sry verifica-se que a existéncia de sitios
especificos, por exemplo, uma transversdo de timina para guanina na posi¢ao 162 exclusiva de
A. lindberghi, transicdo de adenina e guanina na posicdo 376 que ¢ compartilhada por A.
montensis e A. cursor e duas transversoes (posicdo 394 — A/C, e posicdo 435 - C/G) para A.
cursor. Dois trechos de delecdao que distinguem A. montensis e A. cursor das demais espécies e
entre si. O trecho de esta entre as posi¢cdes 615 ¢ 703, com 88 pb. A delegdo detectada em A.

cursor € maior, com 110pb, iniciando na posi¢ao 596 e terminando na 706 (Apéndice 2).

O quadro de leitura (ORF) também foi variavel. A. boliviensis, A. azare, A. dolores, A.
lindberghi, A. serrensis, A.mystax com 533 nucleotideos (nt), 4. montensis com 586 nt e A.
cursor com 564 nt. Para todas as espécies o de inicio ATG e codon de parada TAA (exceto A.
azarae TAG) Também foram encontradas regides de microssatélites (TC), (Apéndice 2)
iniciadas na mesma posicdo (44) para todas as espécies analisadas, porém com tamanhos
diferenciados. 4. boliviensis (TC)s, A. azare, A. dolores, A. lindberghi, A. montensis, A. cursor,

A. serrensis, A. mystax com (TC)s e A. paranaensis com (TC)y.

IV.2.2.DIVERSIDADE HAPLOTIPICA — SRY

Nao houve compartilhamento de haplotipos do Sry entre as espécies analisadas, embora

se verifique, em alguns casos, compartilhamento interpopulacional.
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Dos 20 individuos de 4. montensis foram obtidos 18 haplotipos (S19-S36), sendo um
deles (S35) compartilhado entre trés individuos de Maquiné/RS. Nao houve compartilhamento

de haplotipos entre machos e fémeas XY, com alto valor de diversidade haplotipica (Tabela 7).

Dos 28 exemplares de Akodon cursor, observou-se cinco hapldtipos (S37-S41), sendo
um deles (S38) compartilhado por individuos da Bahia, Espirito Santo ¢ Rio de Janeiro
(Apéndice 1). Trés exemplares de Akodon mystax apresentaram trés haplotipos (S9, S11-S12),
trés individuos de A. paranaensis dois haplotipos (S4-S5), 10 individuos de A. lindberghi trés
haploétipos (S6-S8) e 12 individuos de A. serrensis com sete haplotipos (S10, S13-S18).

As divergéncias genéticas interpopulacional do gene Sry de A. montensis (Tabela 8),
variaram de 2% (SP x RS) a 4,7% (RS x MS), enquanto que a divergéncia intrapopulacional
variou de 0,7% (RS) a 4,7% (MS). A maior contribui¢do da diversidade genética foi dos
haplotipos dos machos, uma vez que a variagdo genética entre machos e fémeas XY foi de

2,3%, somente entre as fémeas XY foi 1% e somente entre os machos foi 3,2%.

Entre as seis espécies de Akodon verificou-se baixa divergéncia entre A. paranaensis
A. lindberghi (1,2%), chegando a alta divergéncia A. montensis ¢ A. serrensis (7,2%). A
diversidade genética intraespecifica maior foi de 3,0% para A. serrensis ¢ a menor de 0,1% em

A. lindberghi e A. cursor (Tabela 9).

IV.2.3.PRESENCA E INTEGRIDADE - DAX-1

Durante dois anos, foi tentando isolar por meio de PCR o exon 1 de Dax-1. Foram
desenhados dois pares de primers e também foi tentado se amplificar esse gene usando primers
descritos na literatura. No entanto, mesmo se variando concentragdes de todos os reagentes, ¢
das amostras, os perfis do PCR, sempre eram amplificadas multiplas copias desse exon. Isso
evidencia que provavelmente existem pseudogenes de Dax-1 no genoma de A. montensis.
Devido a essa inespecificiadade do PCR nao se foi possivel isolar esse exon. Entretanto o exon

2 foi isolado com sucesso usando-se os primers desenhados nesse trabalho.

Ao se analisar os individuos de 4. montensis a sequéncia de nucleotideos de Dax-1, do
exon 2, obteve-se fragmentos de 429 pares de base (pb), A. lindberghi 425 pb, A. paranaensis,
A. cursor apresentou um fragmento de 424 pb, que por comparag@o por homologia com o Mus

musculus incluem todo o exon 2 do gene Dax-1.
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IV.2.4.DIVERSIDADE HAPLOTIPICA — DAX-1

Das 23 amostras de 4. montensis foram obtidos 18 hapldtipos (Tabela 7), sem
compartilhamento de haplotipos entre amostras de localidades geograficas distintas. Na
populagdo do RS ocorreu um haplotipo comum (Dx17) entre um macho e uma fémea, ¢ na
populacdo de SP houve compartilhamento de haplétipo (Dx9) entre uma fémea XX e uma
fémea XY. Nao houve compartilhamento de hapldtipos entre machos e fémeas XY. Akodon

cursor e A. lindberghi, apresentaram dois haplétipos cada.

As sequéncias analisadas de Daxl-exon2 apresentaram uma pequena divergéncia
genética entre si, evidenciando conservacgdo dentro desse exon. 4. montensis se diferenciou das
demais espécies pela insercdo de uma guanina na posi¢do 12 e 4. cursor por uma transi¢do de

timina para guanina na posicdo 69 (Apéndice 3).

Houve sitios compartilhados entre grupo de espécies, como na posi¢do 66, uma timina
entre A. montensis € A. cursor € nessa mesma posi¢cdo uma transi¢do para citosina em A.
lindberghi e A. cursor (Apéndice 3). Quando foram agrupadas as amostras de A. montensis por
populagdes (Tabela 7) as divergéncias genéticas foram baixas variando de 1,1% (entre as
populagdes de SP e RS) a 1,9% (entre SP ¢ MS). Os valores de divergéncia genética
intrapopulacional foram baixos variando de 0,7% (RS) a 1,1% (SP e MS). Considerando todas
as populagdes, a variacdo genética entre machos e fémeas XY foi de 1,2% e de machos e

fémeas XX foi 1,3%. Entre as fémeas XX e fémeas XY a divergéncia foi de 0,7%.

A divergéncia genética entre as espécies atingiu um minimo de 0,4% entre A.
paranaensis € A. lindberghi e um maximo de 2,6% entre A. montensis e A. lindberghi. A maior
diversidade genética intraespecifica foi de 1,5% para 4. montensis e 0,2% em A. cursor (Tabela

9).
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Tabela 7. Numero de individuos (N), de haplotipos (nH), diversidades haplotipica (Hd) e nucleotidica (dn) de Sry

e Dax-1 exon 2.

Espécie Amostra Local' n nH Haplétipos Hd Dn
Srv
) Total 20 18 S19-S36 0.9842 0.01919
A. montensis fémeas XY SP 5 5 $22-825, 827 1.000 0.00712
machos XY SP/MS/RS 15 13 0.9714 0.02234
A. paranaensis machos XY MS/MG 3 2 S4-S5 0.6667 0.00713
A .lindberghi machos XY ES 10 3 S6-S8 0.3778 0.00101
A. mystax machos XY ES 3 3 S10-S11-S12 1.000 0.01515
A. serrensis machos XY ES/MG 12 7 S9, S13-S18 0.8667 0.01910
A .cursor machos XY BA/ES/R] 28 5 S37-S41 0.2698 0.00268
Dax-1
Total 23 18 Dx1-Dx18 0.9758 0.01603
A. montensis fémeas XY SP 5 4 Dx5, Dx7-Dx9 0.9000 0.00993
machos XY SP/MS/RS 12 10 Dx1, Dx4, Dx10, Dx11-Dx17  0.9697 0.01876
fémeas XX SP 5 5 Dx2, Dx3, Dx6, Dx9, Dx17 1.0000 0.00852
A .paranaensis machos XY MS/MG 1 1 Dx22 1.0000

A. lindberghi machos XY ES 5 2 Dx21,Dx23 0.4000 0.00476
A. cursor machos XY BA/ES/R] 3 2 Dx19, Dx20 0.6667 0.00315

'SP=Si0 Paulo, MS=Mato Grosso do Sul, RS=Rio Grande do Sul, BA=Bahia, ES=Espirito Santo, RJ=Rio de Janeiro, MG=Minas Gerais

Tabela 8. Valores de divergéncia genética interpopulacional (diagonal abaixo) e intrapopulacional (em negrito)
entre machos, fémeas XY e fémeas XX dos genes Sry (diagonal abaixo) e Dax-1 (diagonal acima).

RS! SP? MS? Machos? Machos totais ~ Fémeas* XY Fémeas®
(n=5) (N=20) (N=5) (N =15) (N=30) (N=5) XX (N=3)
RS 0.007/0.007 0.011 0.015 - - 0.008 0.009
SP 0.021 0.011/0.011 0.019 - - - -
MS 0.047 0.039 0.047/0.011 - - 0.016 0.017
Machos - - 0.032/0.019 - 0.008 0.012
Machos totais - - - - 0.012 0.013
Fémeas XY 0.019 0.025 0.008 0.023 0.010/0.010 0.007
Fémeas XX* - - - - - 0.008

"Maquiné, Rio Grande do Sul,; “Iguape, Sdo Paulo; ° Dourados, Mato Grosso do Sul. * Todas as fémeas sdo de Iguape, SP.

*somente para Dax-1
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Tabela 9. Valores de divergéncia genética interespecifica (Sry - diagonal abaixo, e Dax-1 diagonal acima) e
intraespecifica (Sry/ Dax-1 em negrito) entre 6 espécies do género Akodon. A.par (4. paranaensis) A.lind (4.
lindberghi), A.mys (4. mystax), A.serr (A. serrensis), A.mon (4. montensis), A.curs (A. cursor).

A.par A.lind A.mys A.serr A.mon A.curs
A.par 0.006 0.004 0.021 0.013
A.lind 0.012 0.001/0.004 0.026 0.018
A.mys 0.027 0.028 0.018
A.serr 0.034 0.046 0.019 0.030
A.mon 0.042 0.047 0.058 0.072 0.020/0.015 0.020
A.curs 0.033 0.038 0.053 0.063 0.030 0.001/0.002

IV. 3. ANALISAR A ESTRUTURA FUNCIONAL (HMG BOX) E NAO FUNCIONAL DAS PROTEINAS

ORIGINADAS PELAS SEQUENCIAS DO GENE SRY DE FEMEAS XY E MACHOS DE A. MONTENSIS

Iv.3.1 TRADUCAO DO DNA EM PROTEINA E MODELAGEM DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL
DA PROTEINA

As sequéncias do gene Sry de nove espécies de Akodon analisadas, seis novas do
presente estudo (4. montensis, A. cursor, A. lindberghi, A. mystax, A. paranaensis, A. serrensis)
e trés obtidas do GenBank (4. azare, A. boliviensis, A. dolores), totalizando 79 individuos,
compartilharam as regides de microssatélites (TC),, as regides N- e C- terminais e o sinal
nuclear de exportacdo (NES). As regides N-terminal KRP-RRK, C-terminal RRAK e o NES
putativo (EISKQLGC-QWKSL) foram idénticas em todas as espécies. Uma porcao de blocos
repetitivos de residuos de glutamina, também conhecido como "dominio rico em Q" (Zhao e

Koopman, 2011) foi compartilhada entre todas as espécies, exceto A. cursor (Figura 7).

A sequéncia de DNA de cada um dos 41 haplotipos espécie-especificos dos 79
individuos foi convertida em sequéncia de aminoacidos (estrutura primaria da proteina),
respeitando-se o codon de inicio ATG e mostrou similaridades na estrutura primaria da
proteina, indicando que, embora distintas na sequéncia de DNA, a maioria das mutagdes que
geraram os hapldtipos representavam mutacdes neutras € ndo alteravam a sequéncia de

aminoacidos.
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Figura 7. Alinhamento multiplo, realizado com Clustal W, das treze sequéncias modeladas e analisadas. A
proteina Sry humana (Cédigo PDB: 1J46) foi utilizada como molde para modelar as proteinas. Apenas a regiao
HMG-box possui estrutura 3D no PDB. Esta regido situa-se entre as posi¢des 69 e 123 deste alinhamento multiplo.
As regides NLS (N e C terminais) e a regido putativa NES estdo sublinhadas em verde. As a hélices estdo
delimitadas pelas caixas.
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Obteve-se 30 sequéncias de aminodcidos distintas (S,1-S,30, Tabela 10), com 54
mutacoes (33 fora e 21 dentro do dominio HMG-box), sendo uma de 4. azarae, A. boliviensis e
A. dolores, duas de A. paranaenses e de A. cursor, tr€s de A. lindberghi, quatro de A. mystax e
de A. serrensis e 12 de A. montensis. Houve compartilhamento de um haplétipos (S,17) entre
machos ¢ fémeas XY de A. montensis, de um haplotipo (S,17) entre ¢ um individuo de A.

cursor (cit 159), sabidamente hibrido, com linhagem paterna de 4. montensis.

A sequéncia de aminoacidos do gene Sry de A. paranaensis, A. lindberghi, A. mystax,
A. serrensis possuem o mesmo tamanho (180 residuos), enquanto A. montensis (204 residuos) e
A. cursor (163 residuos) mostraram diferencas em tamanho devido a presenga de coédons de

parada TAG mais tardio e mais prematuro, respectivamente.

Ao se analisar somente a regido HMG-box (84 residuos), encontrou-se 16 formas
distintas (Sp1-Sp16, Tabela 10). Oito das 16 sdo de A. montensis, com compartilhamento de
haplotipos entre machos e fémeas XY e entre machos de SP e MS. A regido HMG-box de A.
montensis mostrou-se a regido mais conservada. Das oito sequéncias restantes, uma (S;5) €
compartilhada entre A. paranaensis, A. lindberghi, A. mystax, A. serrensis ¢ as demais sdo
exclusivas de 4. mystax (Sp6, Sh7), 4. serrensis (Sp8), 4. cursor (Sy16), A.boliviensis (Spl), A.

azare (Sp2) e A. dolores (Sp3).

Para as analises de modelagem da estrutura tridimensional da proteina do Sry utilizou-
se somente as 16 sequéncias de aminoacidos distintas da regido HMG-box, que gerou 16

modelos distintos na analise por homologia do dominio HMG-box de humanos (Figura 8).

Todos os modelos de todas as espécies analisadas apresentam a estrutura terciaria
conservada formada por trés hélices do tipo alfa (a): al, que se inicia no residuo valina na
posicdo 51 e termina no residuo glutamina na posicdo 63 (Val51-Glu63), a2 (Asn69-Ser82) e
a3 (Glu85-Lys105) (Figura 7).

Os residuos de aminoacidos que participam de ligagdes de hidrogénio com o DNA estéo
localizados nas hélices al, a2, a3 (Figura 7). Comparando as sequéncias das proteinas Sry
pode-se observar algumas peculiaridades quanto aos residuos que participam de interagdes com

a dupla-fita.
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Tabela 10. Numero de sequéncias (n), tamanho e ntimero de haplotipos (nH) da sequéncia de DNA, de aminoacidos e da regido HMG-box do gene Sry de A. montensis, A.
paranaensis, A. lindberghi, A. mystax, A. serrensis e A. cursor.

Sequéncia de DNA Sequéncia de Aminoacidos
Espécie Amostra Gene total Gene Total Regido HMG-box
n Tamanho (pb) nH Haploétipo n Teziln)ho nH Haploétipo n Ta(f;n)ho nH Haploétipo
Total 20 733 18 S19-S6 18 204 12 S,17-S,28 12 84 7 $19-S;h15
A. montensis fé;nias 5 733 5 $22-825, S27 5 204 3 S,17, S,19, 2 84 2 $:9, Sy11
machos 15 733 13 5195‘2582_ 15735626’ 13 204 1 Sslzz)gg 10 84 6 22?258*13105
A. paranaensis machos 3 819 2 S4-S5 2 180 2 As4-AsS 2 84 1 Sp4
A. lindberghi machos 10 822 3 S6-S8 3 180 3 S,6-S.8 3 84 1 Si5
A. mystax machos 5 820 4 S9-S12 4 180 4 S.9-S,12 4 84 3 S15-Sy7
A. serrensis machos 819 7 $9, S13-S18 7 180 6 2:?’3_85*':106’ 4 84 2 S,5, S8
A. cursor machos g 706 5 S37-S41 5 163 3 8,17,5,29-S,30 2 84 1 S,16
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Figura 8. Estrutura terciaria da proteina modelada para a regido HMG-box do gene Sry associada a molécula de
DNA. As hélices a estdo coloridas em azul escuro, as alcas estdo coloridas em verde escuro, ambas representadas
com o tipo Cartoon, ¢ a dupla fita de DNA esta representada com a superficie molecular colorida por tipo de
atomos. A Imagem foi gerada com o programa PyMol (DeLano, 2002). A (cit 160 representante das amostras cit
161, cit200F, cit232F, cit234F, cit283, cit201, cit240, ctal560, ctal562), B (cit165), C (citl66F), D (ctal559), E
(ctal563), F (ctal561), G (Iga411 representante das amostras 1ga316, 1ga317, Iga 18), H (I1ga418), I (ak1358
representante das amostras 1ga659, 1gal1327, 1gal711, 1gal704, 1ga1607, mp313, 1gal456, 1ga1659, 1gal647), J (Iga
1724), K (lgal713), L (Igal387), M (fs0403 representante das amostras hgdb22, 1ga3915, 1gal517), N (4.
boliviensis), O (4 .azare), P (4. dolores).
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Na al verificou-se interacdes com o DNA em duas posi¢des, Arg54 e Arg57 (Figura
9.a). Esses sitios foram comuns a todas as espécies, incluindo fémeas XY e machos de A.
montensis. Apenas uma isoforma encontrada em A. cursor (fs0403) apresentou uma alteragdo
do aminoacido, com o sitio Arg54 alterado de arginina para serina, que nao interagiu com a

molécula de DNA (Figura 9.b).

Na regido da a2 identificou-se trés residuos que interagem com o DNA (Asn69, Ser73 e
Trp80, Figura 9.c) em todas as espécies e fémeas XY e machos de 4. montensis. Trés alteracdes
nas posicdes Ala70lle, Cys78Arg e Lys74Arg foram observadas em trés machos de A.
montensis de MS, porém esses residuos ndo participam de intera¢cdes com o DNA. Uma quarta

alteracdo (Ser73Gly) em um desses machos afeta a interacdo da proteina com o DNA.

Por tltimo, na regido a 3 observou-se que os residuos Lys88 e Arg99 (Figura 9.d) sdo
responsaveis pela interacdo da hélice a 3 com o DNA em todas as espécies, incluindo machos e
fémeas XY de A. montensis, exceto pela sequéncia de um macho (Iga411) de A. montensis de
RS, que apresentou uma mutagdo envolvendo Arg99Thr que parece afetar a interacdo com a
molécula de DNA ja Thr ndo interage com a molécula de DNA. Nessa hélice também se notou
que a sequéncia de fémea XY (cit166) apresentou uma alteracdo de Arg para K, onde ndo ha

alteracdo do sitio de ligagdo da proteina com o DNA.

Considerando as altera¢cdes de aminoacidos observadas em machos ¢ fémeas XY ¢ o
padrio de interferéncia na interacdo com o DNA promovida pela alteracdo sugerimos que
nenhuma das alteragoes encontradas nas fémeas XY estdo relacionadas diretamente com o
processo de reversao sexual de fémeas XY, ja que ndo hd um padrao especifico das fémeas XY

que se destaque dos machos de A. montensis.
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Figura 9. Residuos de AA da porgio al (@), 02 (c), a3 (d) que participam de pontes de hidrogénio com a dupla
fita de DNA. A figura b evidencia uma mutacdo que altera a ligagdo com o DNA, sendo que para confecgdo dessa
figura usou-se cit 160 e fs0403 . Representacdo do tipo Cartoon da cadeia principal da regido HMG-box. Os AA
que participam das interagdes com o DNA estdo representados pelo modelo de palitos e coloridos pelo tipo dos
atomos. A dupla fita de DNA esta representada pelo modelo de palitos e colorida pelo tipo dos atomos (exceto
pelo atomo de carbono que foi colorido em laranja para diferenciar dos atomos de carbono da proteina). A Imagem
foi gerada com o programa PyMol (DeLano, 2002).
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Iv.4. VERIFICAR O NUMERO DE COPIAS DOS GENES SRY E DAX-1 PRESENTES EM MACHOS,

FEMEAS E FEMEAS XY DE AKODON MONTENSIS.

O valor encontrado para a curva de temperatura de melting ndo variou entre os 10
machos e cinco fémeas XY de A. montensis indicando assim pequena variabilidade entre o
gene Sry nessas amostras (Figura 10a).

Nao houve amplificacdo para as fémeas XX (Figura 10b), que foram utilizadas como
controle negativo. Verifica-se que o padrdo de amplificacdo das fémeas XY corresponde ao

observado para os machos (Figura 10c).
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Figura 10. 1. Curva de dissociagdo (melting) do produto de PCR em tempo real das analises de machos ¢ fémeas
XY (25ng/pl com 20ul de reagdo PCR). Um tinico pico pata uma unica temperatura de melting foi obtida.b plot de
amplificagdo do gene Sry das amostras de machos, fémeas e fémeas XY. A curva ascendente representa o pico de
amplificagdo de machos e de fémeas XY com pico de expansdo de 0,001 10,0) a partir do ciclo 22 , enquanto que
nas fémeas XX nao houve pico de amplificagdo (picos entre os valores 0,01 e 0,0001). 11c.plot de amplificagao do
gene Sry das amostras de machos (vermelho e amarelo), e fémeas XY (azul e verde). Pode-se notar os valores de
Ct encontrados para as fémeas XY estdo dentro da variagdo encontrada para os machos.

57



Nao foi possivel definir o nimero de copias do gene Sry, pois se utilizou como
referéncia a quantidade de amplificacdo do gene Dax-1, que € um gene de copia unica, porém
os com curva de dissociagdo com varios picos (Figura 11a) e valores de eficiéncia acima de
3000, fora do desejado entre a faixa de 90 a 110 (Figura 11b). Isso evidencia que o par de
primes empregados para essa analise provavelmente estava anelando no DNA de forma
inespecifica gerando dimeros. Com isso ndo se foi possivel estimar em valores absolutos
quantas copias ha do gene Sry em A. montensis.

Muito embora ndo tenha sido possivel calcular o numero de cépias do Sry pelo qRT-
PCR, ¢ possivel afirmar que ha machos com o mesmo ntimero de copias do gene que as fémeas
XY. Na figura 11 c, observou-se que os valores de Ct de machos variaram, e que a variagdo
encontrada para as fémeas XY encontra-se entre a variacdo dos machos. Assim, ndo ha
evidéncias para afirmar, até o momento, que o numero de copias das fémeas XY ¢ maior do

que machos. E necessario utilizar outro par de primers de gene de copia Unica.
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Figura 11. a Curva de dissociacdo (melting) do
produto de PCR em tempo real das analises de
machos e fémeas XY (25ng/pl com 20ul de reagdo
- PCR) de Dax-1. Multiplos picos temperatura de
melting foram obtidos, sugerindo formagdo de
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Iv.S. MAPEAMENTO DE PRESENCA DE FEMEAS XY EM AKODON COMO CARATER

FILOGENETICO

Para mapear o carater “presenca de fémeas XY foi gerada a filogenia de 31 espécies de
Akodon usando o método da MV. O melhor modelo de substitui¢do nucleotidica foi HKY+I+G,
sendo [=0,58 e G=2,03. A filogenia recuperada retomou os agrupamentos definidos por Smith e
Patton (2007): varius (4. iniscatus, A. dayi, A. toba, A. dolores, A. molinae), boliviensis (4.
kofordi, A. fumeus, A. juniensis, A. boliviensis, A. spegazzini, A. subfuscus, A. lutescens, A.
viridescens), cursor (4. cursor, A. montensis, A. reigi, A. mystax, A. paranaensis, A. lindberghi)
e aerosus (4. aerosus, A. affinis, A. mollis, A. orophilus, A. budini, A. siberiae, A. mimus, A.

albiventer ¢ A. varius).

Verificaram-se algumas distingdes na composicao dos grupos em relagdo aos propostos
por Smith e Patton (2007): a espécie A. viridescens, descrita por Braun et al. (2010) foi incluida
no grupo boliviensis. Outra diferenca foi a inclusdo de. A. lindberghi no grupo cursor e a

localizag@o de A. varius (ndo utilizada nos estudos de Smith e Patton) dentro do grupo aerosus.

O resultado do mapeamento gerado no Mesquite por MV e parcimoOnia aponta que o
carater “presenca de fémeas XY surgiu mais de uma vez dentro do género Akodon (Figura 12).
As nove espécies onde ha registro de casos de reversdo sexual (4. azarae, A. boliviensis, A.
kofordi, A. mollis, A. montensis, A. puer, A. subfuscus, A. torques e A. varius) pertencem a

linhagens distintas.

Embora o carater estivesse amplamente distribuido nos grupos, a analise de cada grupo
permitiu verificar que nem todas as espécies ou linhagens menores dentro de cada grupo
possuem fémeas XY, e que esse cardter se concentra em algumas espécies/linhagens
especificas. Dos quatro grupos de espécies, somente 0 grupo varius ndo apresentou o carater.
Vale destacar que a espécie 4. varius ndo foi recuperada dentro desse grupo varius. No grupo
boliviensis se concentra o maior numero de casos de fémeas XY, com quatro espécies (4.
boliviensis, A. lutescens, A. subfuscus, A. kofordi), em cursor apenas A. montensis possui

registro de ocorréncia e no grupo aerosus ocorrem duas espécies (4. varius, A. torques).

Para fazer uma andlise mais detalhada do tipo/motivo/mutagdo proposta para a
determinacdo de cada caso de reversdo sexual (Tabela 11) indicamos os motivos propostos

pelos autores originais para a determinag@o da reversao sexual na arvore obtida.
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Tabela 11. Lista de espécies tipo/motivo/mutacdo que leva a casos de fémeas com reversdo sexual e os autores
que descobriram tal processo.

Espécie Tipo/Motivo/Mutagio Autor
A. azarae XY* Sry Bianchi e Contreras 1967
A. azarae X*Y (X1,X5,X3) Sry” Ortiz et al. 2009/ Sanchez et al. 2010
A. boliviensis XY* Sry Bianchi et al., 1971
A. boliviensis XY* Sry+ Sanchez et al. 2010
A. varius XY* Sry Bianchi et al. 1971
A. mollis X*Y Lobato et al. 1982
A. lutescens X*Y Vitullo et al. 1986
A. montensis t (X*¥Y) Sry* Fagundes et al. 2000
A. subfuscus XY* Sry Hoekstra e Edwards 2000
A. torques XY* Sry Hoekstra e Edwards 2000
A. kofordi XY* Sry Hoekstra e Edwards 2000

Os casos nos quais se atribui uma mutagdo ou problemas na expressdo do gene Sry
como responsavel pela reversdo sexual (4. varius, A. subfuscus, A. torques, A. kofordi) estdo
distribuidos em dois dos quatro grupos de espécies, grupo boliviensis e aerosus. As propostas
que preveem alteragdes no cromossomo X, com possivel inalteracdo do gene Sry, estdo

presentes em trés grupos: boliviensis (4. lutescens), cursor (A. montensis), aerosus (A. mollis).

No caso de 4. azarae atribui-se mutagdo no X e preservagdo do Sry (Ortiz et al. 2009,

Sanchez et al. 2010) ou preservagdo de genes do X e defeito no Sry (Bianchi et al. 2002).
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Figura 12. Mapeamento do carater ancestral da presencia e auséncia de registro de fémeas XY dentro do género Akodon. Os ramos brancos retratam a auséncia de registro
de fémeas XY, e os pretos retratam a presenga. Os valores nos nos indicam probabilidade a posteriori da presenga do carater XY.
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V. DISCUSSAO

V.1. ANALISES INTRA E INTERPOPULACIONAIS EM AKODON MONTENSIS

Os dados mais recentes de genética de populagdes de 4. montensis sdo de Valdez
e D’Elia (2013) que incluiram 86 sequéncias do gene mitocondrial cit b da Argentina,
Paraguai e Brasil. Nesse estudo, embora tenha muitas localidades, o nimero de
individuos por localidade foi inferior a cinco em alguns casos, impossibilitando uma
analise intra e interpopulacional mais ampla. A utilizagdo do DNA mitocondrial € ampla
devido a facilidade de manipulagdo e isolamento, por seu elevado numero de copias por
células, heranca uniparental e taxa de mutacdo relativamente rapida (MEYER et al.

1999, FREELAND 2005).

Entre os genes mitocondriais, além do cit b, a regido hipervariavel ou D-loop ¢ a
que mais acumula mutagdes, apresentando taxas evolutivas entre duas e cinco vezes
mais rapidas que genes que codificam proteinas (MEYER et al. 1999). Por ser apontada
como uma regido ndo codificante, possibilita avaliar a variabilidade genética de
populacdes com menor influencia do processo de selecdo natural. Acredita-se que essa
regido apresenta maior sensibilidade as alteracdes genéticas recentes, sendo mais
eficientes em identificar variabilidade genética entre populacdes de uma espécie

(SACCONE 1994).

Os dados de divergéncia genética interpopulacional com o D-loop em Akodon
montensis indicam valores que variam de 1,1% para SP e PR a até 3,2% para RS e MG.
Esta espécie tem ampla distribui¢do ocorrendo do Paraguai, Argentina e Brasil, tendo
Paraguari no Paraguai como localidade tipo. No Brasil, se distribui pelos estados de Rio
de Janeiro ao Rio Grande do Sul, e em vegetacdo de galeria no leste de Minas Gerais e
Goias (WILSON e REEDER 2005). As amostras analisadas no presente estudo
abrangem duas localidades no Paraguai e de cinco estados em territdrio brasileiro, que
representam 70% dos estados de ocorréncia da espécie no Brasil (WILSON e REEDER
2005) e englobam dois tipos de biomas brasileiros, Mata Atlantica e Cerrado (IBGE
2004).
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Baker e Bradley (2006) haviam proposto que distancia genética de 2% seria tipica
de uma variagdo interpopulacional e que valores acima de 5% indicariam espécies
distintas ou cripticas, baseando-se em estudos com o gene cith de diversos géneros de
roedores e morcegos. Os valores de divergéncia genética de Akodon montensis nio
ultrapassaram os limites sugeridos por Baker e Bradley (2006), mas foram maiores que

2%.

Uma caracteristica marcante em A4. montensis é ser uma espécie com pouca
vagilidade (Jorddo et al. 2010), influenciando na capacidade de dispersao de um
individuo e, consequentemente na estruturagdo genética por causa do isolamento por
distdncia. As popula¢des mais proximas entre si tendem a ser geneticamente mais
similares do que entre as populacdes mais distantes. Porém, padrdes distintos, segundo
pode indicar que os processos demograficos ndo estdo limitados ao padrio de dispersdo

da espécie.

Num cendrio de equilibrio entre mutagdes, migracdes e deriva genética, e para
espécies com movimentos limitados de dispersdo € esperado que a diferenciacdo
genética aumentasse com a distdncia geografica (SLATKIN 1987). Entretanto, nossos
achados mostram pelo teste de Mantel (R=0.8955 e p= 0.1666) que a varia¢do genética
ndo esta relacionada com a variacdo da distancia geografica entre as populagdes. A
maior distancia genética (3,2%) foi verificada entre as populacdes de MG e RS, que
distam entre si 1588 km, enquanto que a distdncia entre MG e Itapua (Paraguai) foi
2,5% com distancia geografica de 1716 km. O valor de ®st foi maior entre as
populacdes de SP e PR, separadas por 276 km quando comparada com SP e MS,
separados por 1.106 km.

Os valores de ®st entre todas as populagdes foi elevado (acima de 0,25)
(FREELAND 2005) e o nimero de migrantes por geracdo, bem reduzido. No presente
estudo, nenhuma das populagdes brasileiras estudadas apresenta mais que 1 migrante
por geracdo. Somados aos valores de ®st e AMOVA, confirma-se um cenario de
estruturacao geografica e isolamento populacional, que ndo corresponde, como sugerido

por Valdez e D’Elia (2013) a um padrao de isolamento por distancia.

Slatkin (1987) sugeriu que um numero de migrantes por geragdo entre as
populacdes igual a um seria suficiente para sobrepor os efeitos da deriva genética.

Entretanto, estudos mais recentes (MILLS e ALLENDORF 1996, VUCETICH e
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WAITE 2000) sugeriram que um nimero de migrantes maior que um ¢ necessario para
a manutencdo da diversidade génica dentro da populacdo ¢ que o um numero de
migrantes entre 3 ¢ 10 € o ideal para a manuteng@o da coesdo entre as populagdes, o que
favoreceria a manutengdo da diversidade génica. Por outro lado a migracdo
homogeneiza as frequéncias alélicas entre populacdes e determina os efeitos relativos da
selecdo e deriva genética. O fluxo génico entre populagdes impede a fixagdo de
adaptacdo local, impedindo assim o processo de especiacio (BARTON e HEWITT
1985). Entretanto, como sugerido pelos mesmos autores, o fluxo génico introduz novos
polimorfismos nas populagdes, aumenta o tamanho efetivo da populagdo e aumenta a

variabilidade genética permitindo que a selegdo atue.

Segundo Avise (2009) para populacdes com pouca capacidade de dispersdo, além
da distdncia geografica, barreiras fisicas como rios ¢ montanhas podem aumentar o
efeito da vagilidade limitada e promover estruturacdo populacional. Algumas dessas
barreiras podem ser semipermeaveis e permitir algum fluxo génico, outras, entretanto,
podem bloquear por completo o fluxo génico por um longo periodo de tempo. Riviéri-
Dobgny et al. (2011) afirmaram que para animais de habito de vida montanhoso (que ¢
o caso de 4. montensis), areas de terras baixas podem constituir barreiras efetivas ao
fluxo génico. Esse tipo de fragmentacdo do habitat tem sido destacado como fator
primario da estruturagdo genética em populacdes de animais selvagens (WILCOVE et

al. 1996).

V.2. TESTANDO A EXPANSAO DA POPULACAO DE IGUAPE/SP

Analises de estruturacdo, histéria demografica e caracteristicas genéticas
populacionais podem fornecer informagdes sobre processos que levaram aos padrdes
observados de variagdo genética entre grupos (EMERSON et al. 2001). Por exemplo,
comparagdes entre indices de diversidades haplotipicas e nucleotidicas podem indicar
alguns eventos demograficos pelos quais uma populagdo sofreu (MARTINEZ et al.
2006).

Dentre as populagdes ou grupo de populagdes de A. montensis destacam-se a
macro-estruturagdo de um grupo formado pelas amostras de Iguape/Sao Paulo (SP),
outro grupo formado por amostras do Parana (PR), Mato Grosso do Sul (MS) e Paraguai

(BP), um grupo norte composto pelas amostras de Minas Gerais (MG) e um quarto
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grupo, sul-sudeste, que engloba as amostras do Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro.

Somente os grupos de SP, BP ¢ MG foram recuperados por Valdez ¢ D’Elia (2013).

Nossos dados revelaram elevados valores de diversidade haplotipica e
nucleotidica. As populacdes de RS, MS, MG, PR, CAN e ITA se apresentam com
estabilidade populacional, corroborando os dados obtidos nas andlises de diversidade
haplotipica. Entretanto, para a populacdo SP os dados de distribuicdo mismatch apontam
expansdo populacional recente, confirmados pelos valores de diversidade haplotipica

elevados (Hd>0.5) e diversidade nucleotidica baixos (dn<0.005).

Segundo Grant e Bowel (1998) populacdes com valores elevados de diversidade
haplotipica (Hd>0,5) e nucleotidica (dn> 0,005), como observado para as demais
populacdes exceto SP, passaram por evento de gargalo populacional seguido de rapido
crescimento demografico, enquanto que populacdes com valores elevados de
diversidade haplotipica e baixos de diversidade nucleotidica podem representar
populacdes com estabilidade populacional e longa histéria evolutiva, ou ainda podem

ter tido contato secundario com outras linhagens.

Ainda, nas andlises das somas dos desvios dos quadrados (SSD) foram
comparados os valores entre o observado e o esperado para testar a hipotese de uma
expansdo gradual, como proposto por Schneider e Excoffier (2000). Essa analise
assume valores maiores para as distribuicdes multimodais, comumente encontrados em
uma populacdo fixa, o que foi encontrado para as populagdes RS, MS, MG ¢ PR. Para a
populacdo de SP, o valor de SSD néo foi significativo, com uma distribui¢do unimodal,
aceitando assim a hipétese de expansdo populacional recente e abrupta. Esses dados sdo
confirmados com os resultados dos testes de neutralidade D Tajima e F de Fu, que

foram negativos apenas para a populacdo de SP.

Quando uma mutacdo ocorre em uma linhagem ancestral, ela aparece como um
sitio polimorfico que separa a amostra em dois grupos: um que apresenta o nucleotideo
ancestral e outro com o nucleotideo mutante. No caso de crescimento exponencial, sera
observado um excesso de sitios mutantes que aparecem em apenas uma sequéncia, ou
seja, estdo na frequéncia 1/n em uma amostra de n sequéncias (WAKELEY e HEY
1997). Tais sitios, denominados singletons (polimorfismos raros na amostra), apesar de
serem exclusivos de um ou poucos individuos, sdo considerados polimorfismos. Valores

ndo diferentes de zero nessa estatistica significam aderéncia a neutralidade.
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Os valores negativos significativamente diferentes de zero indicam uma
prevaléncia de singletons sugerindo que essas populagdes vivenciaram um crescimento
populacional intenso e relativamente recente em sua historia, como observado na
populacdo de SP. Esses valores negativos e diferentes de zero também podem significar
selecdo positiva ou efeito carona. Um sinal de crescimento populacional exponencial
para um determinado grupo ¢é evidéncia de que este ampliou seus limites de distribuigdo

em um tempo recente, como postulam diversas teorias biogeograficas.

Os dados do tempo decorrido desde a expansdo também corroboram que as
populacdes de MS, RS, MG, PR, CAN e ITA estdo em equilibrio ha mais tempo, tendo
se expandido entre 148 e 12 mil anos. A popula¢do de SP, diferentemente das demais,

mostra um sinal de expansao mais recente, com 4,8 mil anos.

As datas de inicio de expansdo das populacdes de MS e RS marcam a transi¢do
Pleistoceno/Holoceno (GLASSER et al. 2008). Essas datas se sobrepdem ao ultimo
maximo glacial e também a um periodo seco na América do Sul (AB’SABER 2000).
Para a populagdes de SP a data de expansdo ¢ menor que 10 mil anos, periodo

correspondente a ultima glaciacdo (BEHLING e LICHTE 1997).

De acordo com Haffer (1969) e Vanzolini e Willians (1970) as variagdes
climaticas que ocorreram durante o Pleistoceno causaram a fragmentacdo das florestas,
formando refugios separados por outros tipos de vegetagdo como savanas, floresta seca,
florestas de lianas e outros tipos intermediarios de vegetacdo de climas sazonalmente
secos, que podem ter funcionado como efetivas barreiras para a dispersdo de plantas e
animais de floresta imida sendo que esse isolamento teria promovido a especiacdo

(HAFFER e PRANCE 2002).

Carnaval e Moritz (2008) analisando dados paleobotanicos, dados de genética
molecular de lagartos e mamiferos e simulagdes de modelagem climatica, afirmaram
que existiram florestas no interior do Brasil onde hoje se encontra o bioma Cerrado, e
que no sul da Mata Atlantica, abaixo do Rio Doce, deve ter ocorrido uma instabilidade
do habitat florestal, indicando que deve ter ocorrido para essa regido, uma contragao
florestal, com expansdo de areas abertas. Esses autores sugeriram a formacgdo de um
longo refugio na Bahia, outro em Pernambuco, além de uma provavel existéncia de uma

regido florestara instavel em Sdo Paulo. Entretanto, os mesmos autores ndo analisaram
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areas com diferentes gradientes altitudinais que podem ter influenciado na auséncia de

areas florestadas mais ao sul da Mata Atlantica.

Esses mesmos autores, citam outros trabalhos, como de Graziontin et al. (2006)
com Bothrops leucurus e Cabanne et al. (2007) com Xyphorhynchus fuscus que também
demonstraram variagdes demograficas consistentes com fragmentacdo florestal do
Pleistoceno em resposta as variagdes climaticas do Quaternario. Behling e Lichte (1997)
propuseram que durante esse periodo houve contracdo das florestas e formagdo de
pastagens, o que pode ter impedido a migracdo dessas populagdes. Ao final desse
periodo, ocorreu a expansao das florestas (BEHLING e LICHTE 1997) possibilitando a

expansdo demografica das populagdes analisadas no presente estudo.

Pela diferencia¢do acentuada das amostras da populagdo de MG podemos sugerir
que o grupo norte, corresponda a uma linhagem que tenha sobrevivido & fragmentacao
da Mata Atlantica num refiigio da Bahia. Essas evidéncias ja foram levantadas por
Valdez e D’Elia (2013) usando uma amostra mais reduzida. As amostras de SP foram as
que mostraram maior coesdo ¢ distingdo entre as demais linhagens, e essa diferenciacdo
genética acentuada pode ser resultado de efeitos do refugio Sao Paulo. Tanto o refugio
da Bahia quanto a possibilidade de refugio em Sdo Paulo corroboram os pressupostos de

Carnal e Moritz (2008).

Os demais achados indicaram um compartilhamento histérico ou contato
secundario recente entre as amostras do RJ e RS. Porém os valores elevados de ®st e
reduzido de niimero de migrantes para esse par de espécies ndo apoiam a ideia de
contato secundario recente, dando apoio a proposta de Valdez e D’Elia (2013) de
existéncia de um refugio Rio Grande do Sul (RGS), adicionada a ela uma ampliagdo
envolvendo o RJ. Os proprios autores afirmaram que ndo saberiam informar sobre
abrangéncia desse refugio, que em seu trabalho limitou-se a amostras do RS. Evidéncias
de conexd@o entre RS e RJ ja foram verificadas em andlises populacionais de outra
espécie de Akodontineo com ocorréncia em dareas de altitude, Thaptomys nigrita

(Colombi, 2014 comunicacao pessoal).

O refagio RGS nio foi sugerido por Carnaval e Moritz (2008), pois esses autores
ndo utilizaram amostras fora das latitudes meridionais da Floresta Atlantica, visto que
defendem que as estratégias de modelagem podem ndo ser precisas para as areas

montanhosas devido a topografia complexa e possivel influéncia adicional de entrada de
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agua através da chuva orografica. No entanto, estudos filogeograficos recentes de
espécies de altitude mais tolerantes a baixas temperaturas e de organismos com
capacidade de dispersdo de baixa (ALVAREZ- PRESAS et al. 2011) também sugerem a

persisténcia de refiigios na por¢do sul da Floresta Atlantica.

Sinais de gargalo seguido de expansdo populacional restringe-se a Iguape/SP

Nossa hipotese ¢ de que somente a populacdo de Iguape, onde ha o registro de
fémeas XY para A. montensis, apresentaria sinais de gargalo populacional seguido de
expansao abrupta. Os dados apontados nesse estudo indicam que apenas a populagdo de
Iguape (SP) apresentou fémeas com presenga do gene Sry entre todas as populagdes
conhecidas. A populacdo de Iguape também foi a unica que apresentou sinais de
expansdo populacional recente. Essas evidéncias apoiam a hipotese inicial de que as
fémeas XY estariam em maior frequéncia nas popula¢des com tragos de desvios

demograficos.

O registro da ocorréncia de fémeas XY para 4. montensis foi feito por Fagundes
et al. (2000) onde encontraram essas fémeas em fases distintas da vida. Por mapeamento
fisico do cromossomo Y no cariétipo puderam concluir que havia um cromossomo Y
normal ¢ um cromossomo X com todo ou parte de um cromossomo Y translocado na
regido proximal do X, sugerindo que essa alteracdo no cromossomo X (X*) seria a
causa de alteracdo em genes ligados a determinacdo do sexo no cromossomo X e
consequentemente da reversao sexual. Além disso, propuseram que as fémeas XY de 4.
montensis produziriam proles na razdo de duas fémeas para um macho. Hoekstra e
Hoekstra (2001) também propuseram um desvio meidtico favorecendo a produgdo de
fémeas XY em A. azarae. Diferentemente do que foi proposto por Fagundes et al.
(2000) esses autores acreditam que o erro esta o cromossomo Y (Y*) e ndo no X. O
desvio meidtico estaria favorecendo uma segregacao preferencial do Y*, aumentando o
numero de individuos XY*, resultando em fémeas XY *. Esse possivel desequilibrio se
torna mais evidente quando a populacdo passou por algum evento demografico extremo,

como um gargalo populacional.

O municipio de Iguape encontra-se na regido costeira de Sdo Paulo. Devido ao

processo historico de ocupagdo, essas areas sofreram pressdes antropicas desde a
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colonizagdo. A riqueza e diversidade da Floresta Atlantica paulista tem sido
amplamente discutida (LEITAO FILHO 1982 ¢ 1994, MANTOVANI 1998) e apontada
com grande diversidade e endemismo (JOLY et al. 1991). Segundo o Consorcio Mata
Atlantica (1992) as areas de planicies litoraneas estdo entre as mais descaracterizadas do

estado de Sao Paulo, em fun¢ao da intensa acdo antropica.

O processo de fragmentagdo de habitats tem levado a formacdo de pequenas
populacdes, que sdo mais suscetiveis a extingdo por processos de aleatoriedade
demografica, ou seja, as variagdes ao acaso nos parametros demograficos. Fernandez et
al. (2003) ao analisarem o marsupial Micoureus demerarae em fragmentos da Mata
Atlantica no estado do Rio de Janeiro de 1995 a 2000 observaram o deslocamento e
variagdes demograficas das populacdes, sexo, idade e estado reprodutivo de cada
individuo coletado. Utilizaram o teste de Wilcoxon (ZAR 1999) para testar se havia um
viés significativo da razdo sexual. Observaram um desvio na razdo sexual, com um
aumento de fémeas nos periodos mais criticos para a populagdo, com um aumento da
fragmentacdo do habitat e a falta de disponibilidade de recursos. A fragmentacdo de
habitat, quer por acdo antropica quer por acdo de processos climaticos, podem de forma
aleatdria, por pressdo seletiva ou por efeito fundador, promover o aumento relativo do

numero de fémeas com reversdo sexual XY em Akodon montensis da populagdo de SP.

Com os parametros populacionais de desvio de neutralidade, distribuicdo
mismacth e ao calcularmos o tempo de T.y, da populacdo de Iguape (SP) em cendrios
distintos podemos perceber que os tragos de expansdo populacional estdo sempre
confirmados, independente da analise. Analisando os valores de estimativa de tempo de
expansdo, pode-se concluir que aparentemente o grupo representado pelas fémeas XY
representa uma linhagem mais recente dentro da populagdo de Iguape (T, fémeas
XY=3.173,00 e Tex, fémeas XX=17.653,8 anos). Utilizando-se da taxa evolutiva de
regido D-loop, também se estima que as fémeas XY, além de estarem se expandindo ha
menos tempo, possuem uma origem com cerca de 15 mil anos na populacdo de Iguape.
Espinosa e Virtulo (1996) afirmaram que os Akodontinae tém em média trés geragdes
de ninhadas por ano e atingem a puberdade por volta dos trés meses de vida. Sendo
assim, pode-se estimar que se passaram 45 x 10° geragdes desde o surgimento dessas

fémeas XY na populagdo de Iguape.

Esse dado ¢ o oposto encontrado por Hoekstra (2003). Segundo a autora, ao

analisar parametros populacionais de desvio de neutralidade para populacdes de A.
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boliviensis e ao se retirar as fémeas XY das analises, os teste de neutralidade ndo foram
significativos para Fs de Fu e D de Tajima, alterando quando as fémeas estdo incluidas
na analise. De forma similar, as populacdes de A. azarae amostradas com fémeas XY
ndo apresentaram desvio para neutralidade, indicando que as fémeas XY dessas
populacdes apresentam uma origem antiga. Usando a mesma taxa evolutiva, Hoekstra
(2003) concluiu que a primeira fémea XY surgiu ha 37.000 anos em A. boliviensis e a
23.550 em A. azarae. Resultado diferente do que foi encontrado no presente estudo para

A. montensis que sugere que as fémeas XY apresentam uma origem mais recente.

A andlise de estimativa de origem das fémeas XY, tanto em A. montensis
(presente estudo) quanto os de A. azarae e A. boliviensis (Hoesktra 2003) baseada na
taxa mutacional da regido D-loop assume que todos os haplotipos amostrados, para cada
espécie, descendem de um tUnico DNA mitocondrial de fémea XY. Entretanto, a
introducdo de novos haplotipos e ou haplotipos divergentes nas populagdes envolvidas,
como por migrantes, ou até mesmo o surgimento de fémeas XY por multiplas vezes
dentro das espécies, pode alterar essas estimativas. Caso isso tenha acontecido, a data

estimada pode estar sendo subestimada.

Nos resultados de filogenia aqui apontados (Figura 6) para se investigar a
origem das fémeas XY em Iguape pode-se notar uma filogenia em estrela. Filogenias
em estrela sdo observadas quando ha um acumulo de divergéncia genética maior que o
esperado para populacdes em estado de estabilidade populacional, indicando assim uma
expansdo populacional recente (SLATKIN e HUDSON 1981). Segundo Hoekstra
(2003) seria de se esperar que caso as fémeas XY tivessem uma origem recente na
populacdo, a distribuicdo dos polimorfismos e uma filogenia em estrela seriam

observados.

A origem mais recente de fémeas XY no grupo cursor pode também explicar
porque somente A. montensis ¢ somente uma populagdo apresenta fémeas XY nesse
grupo. Destaca-se que a origem das fémeas XY (cerca de 15 mil anos) foi anterior ao
ultimo gargalo populacional (cerca de 5 mil anos), associada a um potencial desvio da
razdo sexual favorecendo fémeas proposto por Fagundes et al. (2000), favorecendo ao

surgimento e a manutenc¢do dessas fémeas nessa populagdo.
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V.3. PRESENCA, INTEGRIDADE E DIVERSIDADE DO GENE SRY EM AKODON

Nossos dados indicam a presenca e integridade do gene Sry em todas as espécies
do género Akodon aqui investigadas. Apesar dos valores de divergéncia genética ndo
serem elevados, ndo houve compartilhamento de haplotipos do gene entre espécies
distintas. Por ser um gene nuclear, de copia tinica, ndo sofrendo recombinagdo genética
por estar no cromossomo Y, e diferentemente dos genes mitocondriais por ter origem
paterna, os resultados encontrados nos levam a sugerir que esse gene possa ser

empregado como marcador espécie-especifico em estudos futuros.

Essas divergéncia genéticas nao tdo elevadas foram ainda maiores dos que as
reportadas em estudos com A. azare, A. boliviensis e A. dolores (SANCHEZ et al.
2010). A baixa divergéncia genética observada nesse estudo pode ser devido ao fato da
amostragem utilizada ser baixa (n<5) e restrita a uma localidade (Cordoba, Argentina).
E de se esperar que amostras de uma mesma regido tenha maior fluxo génico entre si,

apresentando assim, maior similaridade genética.

Os valores de divergéncia genética encontrados para o gene Sry quando se
comparou machos e fémeas XY foi inferior ao encontrado entre os machos, indicando
que a fonte de variabilidade desse gene em A. montensis ndo decorre somente da

presenca das fémeas XY.

O gene Sry mostrou uma caracteristica especifica para 4. montensis uma delegao
de 88 pb e em A. cursor com 110 pb. Essas delecdes encontram-se fora da regido HMG-
box, assim como a maioria das alteragdes (33 de 54 mutagdes) entre 4. montensis.
Quando se analisado somente a regido HMG-box nota-se um compartilhamento de
haplotipos entre espécies distintas, demonstrando assim que esse dominio ¢ mais
conservado entre as espécies, mesmo quando se comparando com humanos, sendo
provavelmente a regido mais importante. Essas delegdes mencionadas parecem ndo ter
relagdo com as fémeas XY, ja que em A. montensis ¢ comum a machos e fémeas e em

A. cursor ndo ha registro de casos de reversao sexual.

Varios autores ja haviam descrito que a regido HMG-box atuaria como dominio
funcional desse gene, sendo suficiente para desencadear o processo de determinagdo

sexual que leva ao sexo masculino (Sekido e Lovell-Badge 2009, Graves 2001).

Berta et al. (1990) sequénciaram o gene SRY em fémeas XY e haviam

identificado uma mutag@o que alterava um dos sitios de ligacdo do gene (uma mudanga
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de metionina para isoleucina). Atribuiram essa mutacdo como responsavel pela reversao
sexual, confirmando a importancia desse gene na determinacdo do sexo. O proprio
Sanchez et al (2010) investigando sequéncias de Sry de 4. azarae identificou mutagdes
em uma das sequéncias das fémeas XY, mas o autor ndo soube dizer se essa mutagao

poderia estar influenciando na efetividade da proteina.

No caso de 4. montensis nenhuma das alteragdes observadas no gene SRY
foram exclusivas de fémeas XY, ndo podendo ser atribuidas ao processo de reversdo

sexual.

V.4. PRESENCA, INTEGRIDADE E DIVERSIDADE DO GENE DAX-1 EM AKODON

Os dados aqui demonstrados para a integridade e presenga do gene Dax-1 sdo
inéditos na literatura para casos de roedores neotropicais € um dos poucos para
mamiferos. No GenBank existem somente algumas sequéncias disponiveis para Mus
musculus e Rattus norvegicus, todas feitas por shotgun ou por cDNA, nenhum por
sequenciamento direto. A maioria das informagdes disponiveis sobre Dax-1 se referem a
analises com humanos (ZANARIA et al. 1994, GUO et al. 1996, HABIBY et al. 1996,
NAKAE et al. 1996, CALLIARI et al. 2007) e apesar de ja se terem alguns estudos
investigando sobre a sua fun¢@o e interacdo molecular, bem como os niveis de
expressdo do gene em camundongos (WANG et al. 2001, MEEKS et al. 2003), a

estrutura do gene ainda é pouco esclarecida.

Entretanto a analise da sequéncia de nucleotideos desse gene se faz necessaria,
visto que mutagdes de Dax-1 em humanos resultam em anormalidade funcionais das
cristas esteroidogenicas assim como fenotipos de hipoplasia congénita adrenal e
hipogonadismo hipogonadotrofico (ZANARIA et al. 1994, GUO et al. 1995, HABIBY
et al. 1996, MCCABE 2000).

Em Akodon observamos que a sequéncia do exon 2 de Dax-1 teve tamanho
similar (429 pb) a Mus musculus e maior do que em humanos (245 pb) (GUO et al.
1996). Comparando as sequéncias de machos e fémeas XY de 4. montensis observou-se
que o exon 2 ¢ bastante conservado e que existem sequéncias similares, mas ndo
idénticas. Também ndo houve um compartilhamento entre fémeas XX e fémeas XY, e
apenas duas fémeas XY compartilharam haplotipos entre si. Além disso, o exon 2 de

Dax-1 apresentou um baixo valor de divergéncia genética entre os machos, fémeas XY
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e fémeas XX, confirmando assim a conservacdo desse exon dentro das amostras

analisadas.

Essa semelhanca de sequéncia aconteceu também entre espécies distintas como
A. paranaensis e A. lindberghi que chegaram a compartilhar haplotipos entre si. Mesmo
com essa semelhanga ocorreram algumas pequenas peculiaridades como uma inser¢ao
de Guanina na posi¢do 12 exclusiva de A. montensis (comum entre machos, fémeas e

fémeas XY) e uma transi¢ao de Timina para Citosina na posi¢ao 69 em A. cursor.

Mesmo com baixa divergéncia genética a sequéncia de nucleotideos desse gene
precisa ser investigada. Pois mutagdes descritas para Dax-1 em humanos alteram o
dominio carboxi-terminal de sua proteina e parecem afetar sua capacidade repressora de
transcri¢do. E a maioria dos casos de humanos com hipoplasia congénita adrenal (AHC)
apresentavam mutacdes em Dax-1 que geraram cddons de paradas prematuros levando a

formacao de uma proteina truncada (CALLIARI et al. 2007).

Em outros casos em humanos, segundo Seminara et al. (1999) mutacdes nesse
gene resultavam em varios fenotipos como infertilidade masculina, reversdo sexual e
atraso na puberdade. Essa relacdo intima do gene Dax-1 com determinagdo sexual
também foi sugerida por Fagundes et al. (2000) e Ortiz et al. (2009). Ambos sugeriram
que o papel do cromossomo X na determinagdo sexual ¢ mais relevante do que
usualmente se imagina, e que especificamente o gene Dax-1 poderia estar relacionado
com o0s casos de reversdo sexual com fémeas XY em 4. montensis € A. azarae,

respectivamente.

Uma série de outros estudos relatam casos de determinagdo sexual independente
do cromossomo Y e do gene Sry, como por exemplo casos de fémeas XO e machos XY
em Microtus oregoni (FREDGA, 1983), fémeas e machos com caridtipos idénticos,
sendo ambos XO, no caso de Tokudaia osimensis e Tokudaia tokunoshimensis
(SOULLIER et al. 1998; SUTOU et al. 2001; ARAKAWA et al. 2002), em Ellobius
lutescens (JUST et al. 1995) e ainda casos de machos e fémeas XX em outras duas

espécies de Ellobious, E. tancrei ¢ E. talpinus (JUST et al. 1995).

No caso especifico de Tokudaia, varios autores propuseram que um sistema
XO/XO surgiu para guiar a determinagdo sexual (HONDA et al. 1977, 1978;
KOBAYASHI et al. 2007), no qual o gene Sry localizado no cromossomo Y teria sido
completamente perdido (SUTOU et al. 2001). Kuroiwa et al. (2011) sugeriram que a
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auséncia do Sry em T. osimensis ¢ T. tokunoshimensis indicaria que um novo
mecanismo determinante do sexo deve ter surgido. No mesmo trabalho os autores

apontam o gene CBX2 como candidato a fator determinante do sexo.

Mesmo com evidéncias da importancia do gene Dax-1 na determinagao sexual e
sua possivel relagdo com os casos de reversdo do sexo, os dados obtidos com o exon 2
nos permite apenas afirmar que ndo seria uma mutacao na sequéncia do exon 2 de Dax-
1 a responsavel pela reversao sexual em fémeas XY de A. montensis. Como o gene Dax-
1 é composto por dois exons, para se investigar a funcionalidade de sua proteina, e se ha
alguma mutag@o que torne as sequéncias de machos e fémeas XY divergentes entre si, a
ponto de ser o motivo da reversdo sexual, hd a necessidade de estudos futuros com o

sequenciamento do exon 1.

V.5. HMG-BOX E PORCAO NAO FUNCIONAL DO POLIPEPTIDIO DO SRY EM A.

MONTENSIS
Estrutura HMG

Um dos maiores desafios na atualidade é, a partir de uma sequéncia de DNA
comumente obtida em trabalhos de biologia molecular, identificar variagdes na
sequéncia de DNA e conseguir atribuir a essas variagdes um valor na funcionalidade da
proteina (GIBAS ¢ JAMBECK 2001). Um dos métodos mais tradicionais seria
comparar as sequéncias por similaridade de bases e converté-las em sequéncias de

aminoacidos.

Na era da protedmica, entender a funcionalidade supera a etapa de converter
DNA em aminoacidos. Pois permite se compreender como a estrutura tridimensional de
uma proteina interage com o DNA alvo, e a partir disso, avaliar o potencial de uma

alteracdo de base na sequéncia do gene.

No gene Sry essa interagdo ¢ feita a partir do dominio HMG-box que, no
presente estudo, se demonstrou bastante conservado entre as espécies, sem grandes
mutagdes entre as espécies e com o compartilhamento de haplotipo entre algumas,
incluindo machos e fémeas XY de A. montensis. Os dados dessa regido mostraram que

as variagdes observadas ndo foram exclusivas de sexo ou espécie.
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Mesmo com essas semelhancas algumas variagdes foram encontradas dentro da
regido HMG-box, sendo necessaria uma maior investiga¢do. Alguns autores atribuiram
casos de fémeas XY na espécie humana a mutagdes dentro da regido HMG-box do gene
SRY (Hawkins et al. 1992, Affara et al. 1993). Os autores ainda afirmaram que ao se
comparar a sequéncia de Sry dos pais com as filhas afetadas, ndo se observou nenhuma
dessas mutagdes, sugerindo entdo, que essas alteragdes teriam surgido somente no gene

Sry das filhas.

Além de algumas poucas mutagdes dentro do HMG-box observou-se mutacgdes
fora dessa regido que precisavam ser investigadas, visto que novos estudos demonstram
que as regides fora do dominio HMG-box, como as regides C- ¢ N-terminais ¢ o

dominio Q, também sdo importantes para a expressdo desse gene.

Zhao e Koopman (2012) revisaram diversos artigos que investigaram mutagdes
nas regioes fora dos dominios HMG-box, como as regides C-N terminais ¢ as regides
ricas em Q (encontradas no presente estudo) (DOMENICE et al. 1998, SINCLAIR
1997, SHAHID et al. 2004) e concluiram que mutagdes nos dominios fora do HMG-box
podem afetar a determinagdo sexual em machos ou at¢é mesmo causar disgenese das

gbnadas.

Todas as espécies de Akodon analisadas, assim como em humanos, apresentaram
essas regides altamente conservadas, exceto A. cursor (presente estudo) que assim como

Mus musculus (BOWLES et al. 1999), possuem um dominio Q reduzido.

Como o gene Sry € um fator de transcrigdo, a localizagdo nuclear definida pela
presenga das caudas C- e N-terminal ¢ essencial para atuacdo da sua proteina
(UNDERWOOD et al. 2009). Sua localizacdo ¢ facilitada por regioes de localizagdo
nuclear (NLS), regides de aminoacidos compostas principalmente de residuos R e K que

flanqueiam a regiado HMG-box e apresentam funcio e forma independente dessa regido.

No presente estudo, considerando as muta¢des encontradas dentro e fora da
regiado HMG-box, um macho de A. montensis (cit 161) e uma fémea XY (cit 200)
apresentaram a mesma sequéncia de aminoacidos, dentro e fora da regido HMG-box,
ndo havendo assim, diferencas entre essas regides para machos ¢ fémeas XY de 4.
montensis. Apesar de algumas diferencas de aminoacidos, todas as sequéncias de
aminoacidos encontradas para as proteinas de Sry dos 20 exemplares analisados de 4.

montensis sugerem que a funcionalidade da proteina deve ter sido mantida, com
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interagdes normais das o hélices com a molécula de DNA. Nao houve distingdo de um
padrio entre machos e fémeas XY tanto nas regides N (nNLS calmodulina) e C (cNLS

importina-f}) terminais quanto nos blocos repetitivos de residuos de glutamina.

Para A. montensis e as demais espécies analisadas, bem como A. boliviensis, A.
azarae ¢ A. dolores analisados por Sanchez et al. (2010), a regido N (nNLS) apresentou-
se de forma descontinua formada por dois modulos de aminoacidos em machos e em
fémeas XY. Sudbeck e Scherer (1997) confirmaram que o nNLS, bipartido ou nio,

possui papel fundamental para o desenvolvimento dos testiculos.

A regido C-terminal (HKEKYPNYKYQPHRRAKVPQR) encontrada tanto para
machos e fémeas XY de A. montensis (presente estudo) e para A. boliviensis, A. azarae
e A. dolores (SANCHEZ et al. 2010) atua tanto quanto como um grampo cinético,
conduzindo a proteina de Sry que foi traduzida no citoplasma de volta para o nicleo,
como também parece desempenhar um papel fundamental na duragdo da modulagao do
complexo formado entre a proteina do gene Sry e a molécula de DNA (PHILLIPS et al.
2006).

Segundo Underwood et al. (2009) na maioria das espécies de roedores a regido
C-terminal estd dividia em duas partes, uma regido rica em poliglutamina (dominio Q) e
um dominio de ativagdo que atua como ponte ligando o dominio Q ao HMG-box.
Afirmam também que para mamiferos ndo roedores apenas parte da regido C-terminal
do gene Sry permanece ligada diretamente ao HMG-box sendo o dominio Q € pouco
conservado. Nossos dados mostram 4. cursor apresentou uma redugdo drastica do

dominio Q, diferindo de todas as outras espécies amostradas.

Em camundongos foi demonstrado que o dominio rico em Q é fundamental para
o desenvolvimento dos testiculos e atua como facilitador de interagdes entre proteinas
com os moduladores de transcricdo (MILLER et al. 1995). Em humanos, apesar de nao
haver o dominio rico em Q, a regido C-terminal ligada a HMG-box ¢ que seria a ponte
entre dominio Q ao HMG-box, atuando tanto quanto na ativa¢do da transcricdo por
interacdo com a proteina ST1 (segundo POULAT et al. 1997) como na repressao da
transcricao de outras proteinas como KRAB-O (OH et al. 2006).

Ao se analisar a estrutura tridimensional da proteina de Sry, por modelagem a
regido HMG-box, as trés regides de a-hélices da proteina de Sry de A. montensis foram

conservadas em todas as espécies analisadas. A existéncia de trés regides de a-hélice
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também foi identificada por Werner et al. (1995) que analisaram a proteina Sry em
humanos. De acordo com esses autores as trés o hélices interagem entre si formando
uma estrutura semelhante a um triangulo torcido. Essa estrutura triangular ocorre devido
a interacdo da por¢do N-terminal da a hélice 1 com a regido C-terminal da a3. Essas
estruturas também foram identificadas para as espécies analisadas no presente estudo.
Dessa forma, al e a 3 formariam o corpo do tridngulo e a2 a base. Essa conformagao do
dominio HMG-box facilita a interagdo com a molécula de DNA, e induz uma curvatura

espécie-especifica, classificando assim Sry como um fator de transcri¢ao arquitetonico.

A 02 parece interagir com a curvatura menor da molécula de DNA e as a hélices
1 e 3 atuam como suporte que comprime a molécula de DNA induzindo sua curvatura e

alteracdo de sua angulagdo (UNDERWOOD 2009).

Com base nessas informagdes, mesmo as alteracdes encontradas nas proteinas
tridimensionais entre machos e fémeas XY de A. montensis, ndo alteram os sitios de
ligacdo entre a proteina e o DNA alvo, nem entre as o hélices. Dessa forma ¢ possivel se
afirmar que ndo ¢ uma alteragdo na proteina do gene Sry a causa de reversao sexual em

fémeas XY em A. montensis.

Mecanismos de determinagdo do sexo

Para muitos autores, casos de reversdao sexual em espécies do género Akodon sdo
resultantes de mutagdes no cromossomo Y que causaram alguma inabilidade funcional
na determinagdo do sexo masculino (LIZARRALDE et al. 1982, VITULLO et al. 1986,
BIANCHI et al. 1993, ESPINOSA e VITULLO 1996). Entretanto alguns autores ja

propuseram novos mecanismos de determinag@o sexual independentes do gene Sry.

Ortiz et al. (1998) estudando cromossomo X de A. azarae identificou que o
cromossomo X nessa espécie corresponde a 8% do tamanho do haplotipo das fémeas,
sendo que 38% desses cromossomos correspondem a bandas de heterocromatina.
Através de técnicas de bandeamento C esses autores identificaram trés padrdes de
distribuicdo de heterocromatina para os cromossomos X. Observaram ainda que sempre
o cromossomo X dos machos pertencia aos que eles chamaram de X;, enquanto o
cromossomo X das fémeas XY sempre era do tipo X, ou X3, e as fémeas XX sempre
possuiam pelo menos um X do tipo X;. Dessa forma esses autores atribuiram que

alguma mutagdo no cromossomo X levou ao surgimento de outros dois tipos
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cromossomos X, € que essa mutagdo nesses cromossomos X € que seria responsavel

pela reversdo sexual na espécie em questao.

Ortiz et al. (2009) analisaram 50 animais selvagens da espécie 4. azarae e 95
individuos dessa mesma espécie oriundos de geracdes F1 e F2 de 16 cruzamentos em
laboratorio. Com essas analises puderam corroborar o que haviam encontrado em 1998,
uma correlagdo entre os trés tipos de cromossomo X e os casos de reversao sexual de
fémeas XY. Observando os cruzamentos e as transmissoes dos tipos dos cromossomos
X para as filhas, os mesmos autores, concluiram que as fémeas com reversao sexual XY
receberam o cromossomo X, ou Xj alterado de suas maes e o cromossomo Y de seus
pais, descartando assim uma mutagdo no cromossomo Y como causa primordial de

fémeas com reversdo sexual XY para A. azarae.

Fagundes et al. (2000) ao investigarem 51 individuos de 4. montensis de
Iguape/SP descobriram ocorréncia de cinco fémeas com reversdo sexual e par sexual do
tipo XY. Os autores utilizaram de técnicas de hibridacdo in situ fluorescente, tendo
como sonda o cromossomo Y de um macho normal, e verificaram que as fémeas XY
possuiam um cromossomo Y normal e um cromossomo X com uma por¢do ou até
mesmo um cromossomo Y inteiro translocado. Esses mesmos autores, por técnicas de
reacdo em cadeia da polimerase, amplificaram e confirmaram a presenca do gene Sry
nessas fémeas XY. Identificaram ainda que essas fémeas ndo tinham alteracdes
morfoldgicas e sua genitalia externa e por analises histologicas dos ovarios de duas
fémeas XY afirmaram que essas fémeas tinham multiplos foliculos ovarianos em
diferentes estagios de desenvolvimento, com caracteristicas tipicas de fémeas
sexualmente maduras. Por esses e outros resultados, Fagundes et al. (2000) concluiram
que uma translocacdo (X; Y) pode ter afetado um gene ligado ao cromossomo X que
participa da determinacdo sexual, bloqueando assim a organogenese testicular nessas

fémeas XY de A. montensis.

Todos os dados observados de diversidade genética, sequéncia de aminoacidos
que compdem a proteina do gene Sry, tanto em sua estrutura primaria como terciaria,
bem como se analisando a proteina como um todo e ndo somente a regido HMG-box,
foram encontrados machos e fémeas XY que apresentam exatamente a mesma proteina
para o gene Sry. Esses dados corroboram o predito por Sanchez et al. (2010) que ao

analisar o gene Sry de A. boliviensis, A. azarae e A. dolores concluiram que na maioria
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dos casos a sequéncia encontrada era exatamente a mesma entre machos e fémeas XY

nas espécies A. boliviensis e A. azarae.

Como dito anteriormente todos os dados encontrados no presente estudo
permitem concluir que ndo ¢ uma mutacdo da estrutura genética e ou proteica do gene

Sry que causa a reversdo sexual em Akodon montensis.

Assim, ¢ necessario se investigar outras proteinas e outros genes envolvidos na
determinacdo sexual. Importante analisar outros fatores que mudam a conformagéo da
molécula de DNA, que atuam na interagdo da proteina do Sry que podem influenciar a
transcrigdo de genes alvos (PONTIGGIA et al. 1994, PHILLIPS et al. 20006) e possiveis
outros genes envolvidos na cascata como proposto por Fagundes e colaboradores em

2000.

V 6. VERIFICAR O NUMERO DE COPIAS DOS GENES SRY E DAX-1 PRESENTES NO

GENOMA DE MACHOS, FEMEAS E FEMEAS XY DE A. MONTENSIS.

Para o gene Sry ja foram encontradas multiplas copias em uma série de espécies
de roedores (NAGAMINE 1994, BULLEJOS et al. 1999), mas em nenhum desses
trabalhos foi possivel determinar qual das copias era funcional e se havia algum

mecanismo de compensacdo de dosagem envolvido.

Um exemplo disso foi o estudo realizado por Bianchi et al. (1993) que
identificaram de 3-6 copias do gene Sry em A. azarae usando técnicas de Southern blot
com sondas de Zfy. Os autores compararam o padrao de digestdo com a hibridac¢ao da
sonda de Zfy para inferir quantas copias existiam. Os autores concluiram que existiam
de 8-10 copias do gene Zfy e de 3-6 copias do gene Sry em A. azarae. Um dos
problemas da técnica empregada ¢ que além de demandar grandes quantidades de DNA
em alta qualidade, a técnica ¢ laboriosa e requer maior tempo em laboratdrio e possui
resolucdo limitada (BEL et al. 2011). Além disso ha dificuldade de se estimar o nimero
de copias, pois a digestdo do DNA com enzimas de restricdo podem gerar fragmentos
de tamanhos variados ndo por nimero de copias distintas do gene, mas por

polimorfismos ou mutag¢des populacionais ou espécie especificas.
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Em nossas analises foi empregada uma técnica mais precisa para a detec¢do do
numero de copias, o uso do PCR em tempo real. Esse tipo de amplificagdo apresenta
muitas vantagens incluindo a ndo manipulagdo pos-amplificagdo (diminuindo assim o
risco de contaminag@o), ¢ mais rapido, a quantidade de DNA necessaria ¢ menor e
possui maior acuracidade na quantificacio (HOEBECK et al 2007). A curva de melting
encontrada evidencia a similaridade entre o gene Sry de machos e fémeas XY, mesmo
quando se ¢ empregado machos de populacdes diferentes do que as das fémeas XY,
demonstrando além da eficiéncia dos primers desenhados pelo presente estudo,

conservagdo do gene Sry.

Podemos afirmar essa similaridade na sequéncia, pois, quando se tem variagao
genética na regido central do produto amplificado ocorre oscilagdes na curva de melting
produzindo mudancas nos picos de fluorescéncia e isso ndo foi observado para o gene
Sry. Além disso, se ha ocorréncia de polimorfismos na sequéncia de nucleotideos
complementares aos primers, os valores de Ct (Thresold cycle value) sdo maiores do
que o esperado devido a um anelamento inespecifico nos ciclos iniciais que gera um
atraso no aumento exponencial da fluorescéncia (BEL et al. 2011), fato que nao foi

observado para o gene Sry.

A eficiéncia da curva de melting e do plot de amplificagdo ndo foram eficientes
no gene Dax-1. Nesse caso ocorreram multiplos picos de fluorescéncia indicando assim
que os primers empregados possuem um anelamento inespecifico. Com isso nado se foi
possivel usar o gene Dax-1 como referencia para se comparar com o gene Sry. Dessa
forma, apenas uma comparacao relativa do nimero de Ct entre machos e fémeas XY
pode ser investigada. Como dito nos resultados, os machos de 4. montensis, de uma
mesma populacdo apresentaram valores de Ct diferentes. Isso indica que o nimero de
copias do gene Sry em machos varia. O mesmo intervalo de variacdo foi encontrado nas
fémeas XY. Assim, considerando que na reagdo em tempo real o perfil de amplificacdo
¢ exponencial e proporcional ao nimero de copia do DNA alvo, mesmo sem poder
afirmar qual o valor absoluto do ntimero de copias de Sry em machos e fémeas XY, ¢

possivel sugerir que ndo ha diferenca no ntimero de copias entre 0s sexos.

Se confirmado, esses achados discordam da proposta de Fagundes et al. (2000)
de que as fémeas XY carregassem mais de uma copia desse gene em relagdo aos

machos. Estudos adicionais sdo necessarios para confirmar essa proposta.
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A dificuldade de quantificagdo do numero de copias do gene Dax-1 foi devido a
auséncia de iniciadores de transcrigdo especifico do gene Dax-1 para o género Akodon
ou outro género irmao descritos na literatura. Os iniciadores desenvolvidos no presente
estudo foram baseados em sequéncias de Mus musculus e ndo foram suficientemente
especificos para amplificar o exon 1. Isso foi evidente pelas oscilagdes dos picos
encontrados na curva de melting da curva de eficiéncia desses primers. Essas oscilagdes
indicam que muitas outras copias do gene de Dax-1 foram amplificadas
concomitantemente. H4 a possibilidade de algumas dessas copias serem, inclusive,
pseudogenes. A existéncia de multiplas copias de Dax-1 em humanos ja foi relatada.
Zanaria et al. (1994) estudando duplicagdes na regido Xp22. 2—p21.2 em humanos e

apontaram DAX-1 como gene sensivel a dosagem como fator de reversdo sexual.

Segundo Bardoni et al. (1994) duplicagdes de 160 kb na regido sensitiva a
dosagem para reversdo sexual (DSS) no cromossomo X de humanos, onde Dax-1 esta
contido, resulta em mulheres com genotipo XY. Swain et al. (1998) ao estudarem
camundongo Poschiavinus transgénico para Dax-1 que possuem multiplas copias do
gene com superexpressdo, apresentaram fémeas XY, mesmo essas fémeas tendo seu
gene Sry intacto. Domenice et al. (2010) investigando humanos com AHC concluiram
que duplicagdo de Dax-1 ¢ a causa da disgenese das gonadas em pacientes com reversao

sexual XY.

No caso de A. montensis todos os individuos testados mostraram multiplas
copias do exon 1 do gene Dax-1, inclusive fémeas normais, indicando que
provavelmente trata-se de um problema metodologico. Dessa forma, se faz necessario
uma confeccdo de novos iniciadores de Dax-1 na tentativa de se descobrir quantas
copias desse gene ha em machos, fémeas e fémeas XY em 4. montensis, a fim de se
averiguar se assim como em Poschiavinus multiplas copias desse gene poderiam ser

responsaveis pela reversdo sexual em fémeas XY.

Vv.7. IDENTIFICANDO A ORIGEM COMUM DA REVERSAO SEXUAL NO GENERO AKODON

A historia da tribo Akodontini comegou a ser escrita em 1871, quando o
pesquisador Felix de Azara descreveu “Rat Cinquiéme”. Desde entdo o debate sobre a
taxonomia e sistematica sobre essa tribo e suas subfamilias ndo parou. Musser e

Carleton (2005) afirmaram que os debates sobre taxonomia e sistematica de
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Sigmodontinae ja passam de um século e em especial na tribo Akodontini que
corresponde a 25% de todas as espécies de Sigmodontine. Grande parte dos problemas
de sistematica dentro dessa tribo recai sobre o género Akodon (JAYAT et al. 2010),
havendo com estudos filogenéticos, por exemplo, a elevagdo de novo género
(Herzhkovitz 1998) de Thaptomys, que antes era considerado uma espécie de Akodon,
descricdo de uma nova tribo Abrotrichini, que engloba algumas espécies do género
(D’ELIA et al. 2007) e a evidencia de que a espécie A. serrensis nao pertence a esse

género (D’ELIA 2003, SMITH e PATTON 2007).

Devido a todos esses problemas sistematicos, somente empregamos nas analises
as amostras do gene mitocondrial citocromo b das espécies de Akodon que ndo possuem
questionamentos quanto sua validade taxonomica (ALVARADO- SERRANO e
D’ELIA 2013). Além disso, algumas espécies recém descritas como 4. oenus (BRAUN
et al. 2000) e A. aliqguantulus (DIAZ et al. 1999) ndo possuem a sequéncia do gene

citocromo b disponivel para acesso ptblico no GenBank.

A filogenia obtida com 31 espécies do género Akodon (Figura 12) corrobora na
maioria dos casos os agrupamentos proposto por Smith e Patton (2007) e evidenciados
por Braun et al. (2010). O grupo varius inicialmente proposto por Myers (1989) incluia
espécies dos Andes e areas de baixadas da Bolivia, Paraguai e Argentina. Myers (1989)
delimitou o grupo varius baseado em similaridades morfologicas entre os tdxons e sua
aparente contigua distribuicdo geografica. A espécie A. varius ndo foi analisada por

Smith e Patton (2007).

O agrupamento entre A. iniscatus, A. dayi, A. toba, A. dolores, A. molinae foi
mantido no presente estudo. Entretanto ao analisarmos a sequéncia do gene em questdo
de A. varius essa espécie ndo se agrupou com o grupo que leva o seu nome. Dessa
forma, assim como Smith e Patton (2007), questiona-se o conceito de grupo varius
baseado em similaridades morfoldgicas e se realmente a espécie 4. varius pertence a
esse grupo. Assim, demanda-se nominar o grupo com outro nome, como grupo
iniscatus, a espécie mais basal do grupo. No presente estudo empregou-se uma Unica
sequéncia de DNA mitocondrial de um banco de dados, a qual se baseia em confianga
na identificacdo da espécie pelo coletor e na sequéncia depositada. Uma possibilidade ¢
de que tenha havido algum erro na identificacdo da amostra e que ela ndo corresponda a
A. varius, entretanto, ha a possibilidade de a espécie A. varius ndo se agrupe dentro

deste grupo.
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O outro grupo encontrado, boliviensis, agrupou todas as espécies sugeridas por
Smith e Patton (2007) com a inclusdo de A. viridences (BRAUN et al. 2010). As
espécies incialmente propostas para o grupo possuem distribuicdo geografica desde o
Peru central, Bolivia e sul da Argentina. 4. viridences tem como localidade tipo San
Luis, Argentina, tendo sua distribuicdo geografica limitada a porg¢des sudeste da
Montanha de Cérdoba, em ecorregido de savana (BRAUN et al. 2010). Sua descrigdo
foi baseada em dados morfoldgicos de 40 espécimes e na comparacao de sequéncias do
gene mitocondrial citocromo b de seis individuos da nova espécie com outras espécies
do género. Tanto os dados de divergéncia genética quanto os dados morfologicos
corroboraram a validacdo da nova espécie. As analises filogenéticas feitas no trabalho
de Braun et al. (2010) ja haviam apontado A. viridences como grupo irmao de A.

boliviensis e A. spegazzini, fato que pode ser confirmado pelo presente estudo.

O grupo cursor foi inicialmente reconhecido por Rieger et al. (1995) e foi
corroborado por Smith e Patton (2007). Nesse trabalho os autores incluiram nesse grupo
seis espécies que ocorrem desde a floresta da costa brasileira, Paraguai, Uruguai e
Argentina, mas afirmaram que o grupo tinha pouca sustentacdo filogenética, sendo
mantido somente nas analises de maxima parciménia com pesos iguais entre transi¢do e
tranversdo e com baixos valores de bootstrap. Ao realizarem analises filogenéticas por
maxima parcimonia, mas com pesos diferentes, ocorria a inclusdo de A. lindberghi e a
formacdo de uma politomia do grupo cursor com o grupo boliviensis. Com a analise
bayesiana ocuparia uma posi¢do basal em relagcdo a esse grupo. Os mesmos autores

sugeriram que a validag@o desse grupo necessitaria de maiores investigagoes.

Geise et al. (2001) usando sequéncias do citocromo b haviam mencionado a
possibilidade de inclusdo de A. lindberghi no grupo cursor. No presente estudo, a
filogenia encontrada apoia a inclusdo de A4. lindberghi dentro do grupo, bem como a de
A. philipmeyersi, sendo duas espécies irmas entre si. Essa relacdo entre 4. lindberghi e
A. philipmeyersi ja havia sido proposta por Pardifias et al. (2005). Sendo assim, sugere-

se que e A. philipmeyersi sejam incluidas no grupo cursor.

O grupo aerosus, além de incluir todas as espécies sugeridas por Smith e Patton
(2007), incluiu A. mimus (THOMAS 1901) e A. varius. Essas espécies habitam a parte
alta de florestas tropicais do sudeste e oeste da encosta dos Andes, sudeste da Bolivia,
Colombia e Peru. A. mimus também ocorre na parte superior na encosta leste dos Andes,

do sudeste do Peru ao leste central da Bolivia (MUSSER ¢ CARLETON 2005). Sua
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posi¢do dentro do género Akodon foi confirmada por Smith e Patton (2007) e numa
analise de agrupamento de vizinhos 4. mimus se mostrou de forma basal a 4. mollis, A.
aerous, A. orophilus e A. siberae, ja evidenciando assim a relagdo encontrada no

presente estudo.

A Unica espécie que se manteve fora de qualquer agrupamento foi 4. azarae, ja
observado previamente por Smith e Patton (2007). A. azarae é uma espécie amplamente
distribuida na parte nordeste e central da Argentina, sudeste do Paraguai, Uruguai e
sudeste do Brasil. No trabalho de Smith e Patton (2007) essa espécie apresentou relagao
com o grupo boliviensis e cursor nas analises de maxima parcimonia e Bayesiana. No
presente estudo, essa espécie se posicionou mais proxima do grupo cursor. Mas como
sugerido por Smith e Patton (2007), novas analises com a inclusdo de outras espécies do

género podem esclarecer o posicionamento filogenético de 4. azarae.

Bull e Bulmer (1981) havia predito que se o mecanismo de determinacdo do
sexo for muito conservado, o carater teria surgido uma Unica vez, em uma unica fémea
XY ancestral. Por outro lado, se a determinagdo sexual do género Akodon fosse mais
varidvel, as fémeas XY poderiam ter evoluido de forma independente dentro das

linhagens.

Com essas premissas, Hoekstra e Edwards (2000) testaram por mapeamento
filogenético se as fémeas XY possuiam ou ndo mais de uma origem. Utilizaram 16
espécies de Akodon, das quais 8 espécies possuiam registro de fémeas XY. As arvores
filogenéticas encontradas por Hoekstra e Edwards (2000) mostraram que as espécies
onde ha ocorréncia de fémeas XY ndo formam um clado monofilético. Os autores
concluiram que a filogenia gerada ndo foi capaz de identificar qual hipotese seria
verdadeira, de origem unica ou origens multiplas, seja pelo método de DELTRAN

(sugeriu origem multiplas) ou pelo método ACCTRAN (Gnica origem).

Esses dados prévios sdo concordantes com nossos achados utilizando 31
espécies de Akodon, das quais nove possuem registro de fémeas XY (Figura 12), todas
conhecidas na literatura. Nao foi encontrado monofilia entre espécies onde ha
ocorréncia dessa reversdo sexual. Isso ja pode ser encarado como uma evidéncia de que
essa caracteristica ndo descende de um ancestral comum entre as nove espécies com

fémeas XY.
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O mapeamento baseado numa filogenia de maxima verossimilhanga foi testado
por maxima parcimonia ¢ maxima verossimilhanga. Nossa analise sugere pelos dois
métodos empregados que as fémeas XY teriam surgido pelo menos seis vezes
independentes dentro do género. Nossos dados concordam com Hoekstra e Edwards

(2000).

Ao se comparar a divergéncia genética e os haplotipos do gene Sry por inteiro de
nove espécies do género Akodon, e ndo somente a regido HMG-box, observa-se que o
gene Sry apresenta-se como um marcador espécie-especifico. Sendo assim, ¢ de se
esperar que as espécies onde ocorra reversao sexual, tenham uma variante especifica,
dando uma falsa impressao que um novo cromossomo Y tenha surgido para cada uma
das espécies com fémeas XY, como sugerido por Hoekstra e Edwards (2000). Parece
natural que encontremos genes SRY distintos para cada espécie, ndo necessariamente
essa divergéncia ser a responsavel pela reversao sexual, pois diferentes cromossomos Y

ou genes SRY também surgiram para machos normais.

Assim, nossos achados apontam que tenham ocorrido multiplas origens de casos
de reversdo sexual, como mostrou o mapeamento desse carater sobre a filogenia do
género Akodon, mas ndo por alteracdes no gene Sry, ou no cromossomo Y, mas
principalmente pelos diversos mecanismos descritos como causa da reversdo sexual
para as espécies afetadas. De qualquer modo, ndo ha um concesso para os motivos da
reversdao sexual no género e até mesmo dentro de algumas espécies (Ortiz et al. 1998,

Fagundes et al. 2000, Hoekstra e Edwards 2000).

Existem registros de casos de reversdo sexual em varios grupos de mamiferos
(BURGOS et al. 1988, HOEKSTRA ¢ EDWARDS 2000, BIANCHI 2002). Entretanto
para a grande parte dos animais afetados a reversao sexual ¢ prejudicial. Em humanos,
fémeas XY sdo inférteis e apresentam disgenese gonadal, também chamada de sindrome
de Swyers (MCELREAVEY et al. 1993). Essas fémeas possuem estruturas Mullerianas
normais, mas atrofia dos ovarios que resulta em amenorreia primaria e infertilidade. Ja
em Mus musculus as fémeas XY sdo sub-férteis tenho ninhadas reduzidas ou nenhuma
ninhada (EICHER et al. 1982). Por isso um dos questionamentos que persiste ¢ como
essas fémeas XY poderiam surgir repetidamente no género Akodon e se manter nas
populacdes. Fagundes et al. (2000) identificaram que fémeas XY eram férteis e
propuseram um mecanismo em que essas fémeas XY geram uma prole com desvio da

razdo sexual, tendo dois filhotes fémeas para um filhote macho, aumentando assim o
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nimero de fémeas na populagdo. Hoekstra ¢ Hoekstra (2001) por modelos matematicos
sugeriram, que a agdo conjunta de selecdo natural e segregacdo meidtica seriam
suficientes para explicar a manuten¢do de 10% de fémeas XY em 4. azarae. Os autores
também demostraram que as fémeas XY produzem mais filhotes do que fémeas XX
quando se comparado o mesmo tempo de vida, deixando mais descendentes. Dessa
forma, deixando mais filhotes e produzindo mais fémeas, essas fémeas acabam subindo

de frequéncia na populagdo e estdo sendo mantidas nas espécies do género Akodon.
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VI. CONCLUSAO

Desde quando o primeiro caso de reversdo sexual foi descoberto por Bianchi e
Contreras (1967) muito se debateu sobre os motivos, manutengdo e origem das fémeas
XY nas espécies afetadas. Desde entdo, uma série de mecanismos de determinacdo
sexual foram sendo elucidados, evolvendo principalmente gene da cascata determinante
do sexo mais comumente associados a doengas. E razoavel propor que os mecanismos
de reversdo sexual em Akodon possam ser comuns a outros mamiferos (Bianchi 2002) e
que caracteristicas de reversdo sexual de A. montensis possam servir de modelo pra

estudo da determinagdo sexual em outros mamiferos (Fagundes et al. 2000).

O presente estudo adiciona informag¢des que podem ajudar na compreensdo do
mecanismo de reversdo sexual de 4. montensis. Uma das hipoteses levantadas foi que as
féemeas XY de Akodon montensis ocorrem em populagdes com tragos de desvios
demograficos. Essa hipdtese foi corroborada, demonstrando que dentre todas as
populacdes investigadas somente Iguape encontra-se com desvio de neutralidade e sinal
de gargalo populacional. Como varios autores mencionados no texto, as fémeas XY
tendem a desviar a razdo sexual de sua prole para fémeas, fazendo que com que o
genotipo fémeas XY se dissemine mais pela populagdo. Pressupostos ecoldgicos
defendem que esse desvio tende a ocorrer em populagdes com sinais de estresse de
habitat e possivel gargalo populacional. Essas caracteristicas somadas se tornam as
fémeas XY mais frequentes na populacdo. No presente estudo também pode-se estimar
a origem dessas fémeas XY na populacdo de Iguape, que curiosamente, antecede seu

periodo de expansdo abrupta.

Outro ponto do trabalho retratou genes envolvidos na cascata da determinagéo
sexual. O gene Sry, tido como fator determinador do sexo masculino foi estudado de
diversas formas, e em todas as analises ele se demonstrou presente, integro e funcional.
Fagundes et al. (2000) ja haviam previsto que pelo menos uma copia do Sry estivesse
presente nas fémeas XY, e que ela estaria ativa e funcional, embora ndo tivesse testado
a funcionalidade e integridade do gene. Nosso estudo confirma a integridade em
tamanho, composi¢do, estrutura tridimensional (dado inédito) e interagdo da proteina
com o DNA alvo, além de demostrar que o nimero de copias desse gene nao € diferente
entre machos e fémeas XY. Sendo um gene de um fator de transcricdo a evidencia da

integridade das interacdes com o DNA alvo (promotor do gene sox 9) é essencial para
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acreditar que o gene ndo tem deficiéncia e outro fator deve ser o responsavel pela
reversdo sexual nessa espécie. As isoformas obtidas para A. montensis nao diferem entre
machos e fémeas XY. Nas demais espécies de Akodon com ocorréncia no Brasil, a
diversidade de haplotipos do Sry foi similarmente alta e ndo revelou um padrdo
diferencial para as fémeas XY. A maioria dos casos relatados de reversdo sexual em
Akodon indica que o Sry ¢ o fator que determina a reversdo sexual. Em 4. montensis

trazemos evidencia de que o gene esta intacto.

Dax-1, gene envolvido na cascata da determinag@o sexual em mamiferos também
foi investigado, sendo esse trabalho, pioneiro no uso de sequenciamento direto para se
obter informagdes sobre esse gene em roedores neotropicais. Fagundes et al. (2000) e
Ortiz et al. (2009) haviam sugerido que possiveis alteracdes nesse gene poderiam ser
responsaveis na reversao sexual de Akodon. Devido a falta de dados disponiveis na
literatura, s6 se foi possivel por uso de primers (desenhados pelo presente estudo)
sequenciar o exon 2 desse gene. Por analise de diversidade genética e haplotipica de seis
espécies do género, identificou-se uma alta similaridade de sequencias, demonstrando
que esse exon ¢ bastante conservado. Isso nos leva a concluir que ndo ha mutagdes,
inclusive compartilhadas entre machos, fémeas e fémeas XY nesse exon que possam ser
responsaveis pela reversdo sexual em A. montensis. Entretanto, destacamos a
necessidade de se persistir na investigacdo do gene por inteiro, com inclusdo do exon 1

e um estudo da funcionalidade de sua proteina.

Como ha registros de ocorréncia de fémeas XY para nove espécies de Akodon, foi
investigado se a origem da reversdo sexual no género Akodon seria comum a essas
espécies. A maioria dos casos de reversdo sexual foi descrita por autores distintos, e em
grande parte dos casos, cada autor atribuiu um motivo/causa distinta para a reversao.
Esse fato ja era um possivel indicio de que talvez as origens seriam diferentes. Mas
ainda se fazia a necessidade da conexdo de uma filogenia robusta do género com o
mapeamento do carater reversdo sexual, a fim se entender a relacdo entre a historia
evolutiva do grupo e o surgimento desse carater. Com dados de citocromo b foi possivel
montar uma filogenia condizente com os dados na literatura (Smith e Patton 2007) e se
fazer o mapeamento estimando a probabilidade em cada n6 da filogenia do ancestral
entre as espécies apresentar ou ndo essa caracteristica. Esse resultado sugere multiplas

origens, corroborando um mapeamento inicial feito por Hoekstra e Edwards (2000).
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Por fim, podemos afirmar que todos os dados aqui abordados refletem
peculiaridades sobre populagdes, machos ¢ fémeas XY em A. montensis que podem
ajudar a esclarecer como essas fémeas XY se mantém na populagdo e se elas interferem
na dindmica populacional. Notou-se também que ndo sdo mutacdes, ou problemas na
proteina do gene Sry, como sugerido por varios autores (Bianchi et al. 2002, Hoekstra
2003) que sdo responsaveis pela reversdo sexual nessa espécie. Ainda ndo se pode
descartar que mutagoes em Dax-1 possam ser responsaveis pela reversdo sexual ja que
somente conseguiu-se investigar um dos seus exons. Porém pode-se afirmar que ndo sdo

mutagdes no exon 2 desse gene que sdo responsaveis pela formacao de fémeas XY.

E importante salientar que a cascata de determinacio do sexo envolve a acdo de
varios genes, sendo que um interage diretamente com o outro. Assim, novos estudos
abordando o exon 1 de Dax-1 e investigando os demais genes envolvidos, como Sox 9
que ¢ autossdmico, sdo necessarios para se esclarecer ainda mais como o processo de

reversao sexual em fémeas XY de 4.montensis ocorre.
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VII. APENDICE

Apéndice 1. Lista das espécies, amostras, localidades (municipio, estado e coordenada geografica) e genes empregados no estudo.

Espécie Amostra Localidade Genes

(Municipio/ Estado/Coordenda Geografica)
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A. montensis cit 156 Iguape /SP/ 24°43°S; 47°33°W D-loop

A montensis cit 157 Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W D-loop, Dax-1
A. montensis cit 158 Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W D-loop

A. montensis cit 160 Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W D-loop, Sry

A. montensis cit 161 Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W D-loop, Sry, Dax-1
A. montensis cit 164 Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W D-loop, Dax-1
A. montensis cit 165 Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W D-loop, Sry

A. montensis cit 166 Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W D-loop, Sry, Dax-1
A. montensis cit 168 Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W D-loop

A. montensis cit 179 Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W D-loop, Dax-1
A. montensis cit 181 Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W D-loop, Dax-1
A. montensis cit 12 Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W D-loop

A. montensis cit 200 Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W D-loop, Sry, Dax-1
A. montensis cit 201 Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W D-loop, Sry, Dax-1
A. montensis cit 203 Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W D-loop, Dax-1



1 N N - N N - N N N N N N N N N N N N

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

cit 210

cit 229

cit 230

cit 231

cit 232

cit 233

cit 234

cit 240

cit 241

cit 243

cit 247

cit 254

cit 282

cit 286

cit 307

cit 308

cta 1559

cta 1560

cta 1561

cta 1562

Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W

Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Dourados/MS/ 22°13'15"854°48"21"W
Dourados/MS/ 22°13'15"854°4821"W
Dourados/MS/ 22°13'15"854°48"21"W

Dourados/MS/ 22°13'15"854°48"21"W

109

D-loop

D-loop
D-loop
D-loop, Dax-1
D-loop, Sry, Dax-1
D-loop, Dax-1
D-loop, Sry, Dax-1
D-loop, Sry
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop, Sry, Dax-1
D-loop, Sry, Dax-1
D-loop, Sry, Dax-1

D-loop, Sry, Dax-1
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. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

cta 1563
cta 1566
cta 1580
cta 1585
cta 1589
Ipc 870
Ipc 859
Ipc 863
Ipc 858

Ipc 868
lga 313

Iga 314
Iga 316
lga 317
lga 318
lga 319
1ga 320
1ga 405
1ga 409
lga 411

Iga 412

Dourados/MS/ 22°13'15"854°4821"W
Dourados/MS/ 22°13'15"854°4821"W
Dourados/MS/ 22°13'15"854°4821"W
Dourados/MS/ 22°13'15"854°48"21"W
Dourados/MS/ 22°13'15"854°4821"W
Iguacu/PR/ 25°37'40"S54°27'42"W
Iguacu/PR/ 25°37'40"S54°27'42"W
Iguacu/PR/ 25°37'40"S54°27'42"W
Iguacu/PR/ 25°37'40"S54°27'42"W
Iguacu/PR/ 25°37'40"S54°27'42"W
Maquiné/RS/ 29°40'60S50°10'60W
Maquiné/RS/ 29°40'60S50°10'60W
Maquiné/RS/ 29°40'60S50°10'60W
Maquiné/RS/ 29°40'60S50°10'60W
Maquiné/RS/ 29°40'60S50°10'60W
Maquiné/RS/ 29°40'60S50°10'60W
Maquiné/RS/ 29°40'60S50°10'60W
Maquiné/RS/ 29°40'60S50°10'60W
Maquiné/RS/ 29°40'60S50°10'60W
Maquiné/RS/ 29°40'60S50°10'60W

Maquiné/RS/ 29°40'60S50°10'60W

110

D-loop, Sry, Dax-1
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop

D-loop, Sry, Dax-1
D-loop

D-loop, Sry, Dax-1
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop

D-loop, Sry, Dax-1

D-loop
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. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

lga 414
Iga 415
Iga 418
lga 931
1ga 944
1ga 946
lga 3817
lga 3822
1ga 3824
Iga 3828
lga 3829
1ga 3841
1ga 3843
lga 3848
lga 3849
lga 3851
mp 304
ak 1271
ak 1442
2d 105

gd 120

Maquiné/RS/ 29°40'60S50°10'60W
Maquiné/RS/ 29°40'60S50°10'60W
Maquiné/RS/ 29°40'60S50°10'60W
Maquiné/RS/ 29°40'60S50°10'60W
Maquiné/RS/ 29°40'60S50°10'60W
Maquiné/RS/ 29°40'60S50°10'60W
Luminarias/MG/ 21°30'39"S44°54'10"W
Lumindrias/MG/ 21°30'39"S44°54'10"W
Luminarias/MG/ 21°30'39"S44°54'10"W
Luminarias/MG/ 21°30'39"S44°54'10"W
Lumindrias/MG/ 21°30'39"S44°54'10"W
Luminarias/MG/ 21°30'39"S44°54'10"W
Luminarias/MG/ 21°30'39"S44°54'10"W
Lumindrias/MG/ 21°30'39"S44°54'10"W

Lumindrias/MG/ 21°30'39"S44°54'10"W

Luminarias/MG/ 21°30'39"S44°54'10"W
Brumadinho/MG/ 20°7'6"S44°12'4"W
Belo Horizonte/MG/ 19°48'57"S43°57'15"W

Belo Horizonte/MG/ 19°48'57"S43°57'15"W
Chupa Pou/CAN/24°09.456°S55°42.366°W

Chupa Pou/CAN/24°09.456°S55°42.366°W

111

D-loop
D-loop
D-loop, Sry, Dax-1
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop

D-loop
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A.
A. paranaensis
A. paranaensis

A. paranaensis

A. lindberghi

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

. montensis

montensis

ed 137
ed 195
ed 135
gd 064
gd 158
gd 164
ed 176
egd 214
gd217
Ibce 2005
lbce 2047
Ibce 2049
Ibce2053
lbce 2529
lbce 2524
lbce 2561
Icbe 2007
ak1358
ak1360
lga 659

lga 1327

Chupa Pou/CAN/24°09.456°S55°42.366°W
San Isidro/ITA/26°29.284°S55°53.803° W
Chupa Pou/CAN/24°09.456°S55°42.366°W
Chupa Pou/CAN/24°09.456°S55°42.366°W
San Isidro/ITA/26°29.284°S55°53.803°W
San Isidro/ITA/26°29.284°S55°53.803° W
San Isidro/ITA/26°29.284°S55°53.803°W
San Isidro/ITA/26°29.284°S55°53.803°W
San Isidro/ITA/26°29.284°S55°53.803° W
Nova Fribrugo/RJ/22°16°55”S42°31°52”W
Nova Fribrugo/RJ/22°16°557S42°31°52”W
Nova Fribrugo/RJ/22°16°55”S42°31°52”W
Nova Fribrugo/RJ/22°16°55”S42°31°52”W
Sumidouro/RJ/22°02°59S42°40°29”W
Sumidouro/RJ/22°02°59”S42°40°29”W
Sumidouro/RJ/22°02°59”S42°40°29”W

Nova Fribrugo/RJ/22°16°55”S42°31°52”W

Brumadinho/MG/ 20°7'6"S44°12'4"W
Brumadinho/MG/ 20°7'6"S44°12'4"W

Bodoquena /MS/ 20°35'S56°30"W

Dores do Rio Preto/ES/20°28'48,6"S41°49'45,8"W
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D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop
D-loop

D-loop

Sry
Sry, Dax-1
Sry

Sry
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. lindberghi
. lindberghi
. lindberghi
. lindberghi
. lindberghi
. lindberghi
. lindberghi
. lindberghi
. lindberghi
. lindberghi

. lindberghi

A. mystax

A. mystax

A. mystax

A
A
A
A.
A
A
A

. serrensis

. Serrensis

. serrensis

serrensis

. serrensis

. serrensis

. serrensis

Iga 1330
Iga 1617
Iga 1621
lga 1686
Iga 1704
Iga 1740
lga 1748
lga 1451
Iga 1711
Iga 1715
lga 1716
Iga 1724
Iga 1706
lga 1713
lgal607
lgal725
Iga 1387
mp 313
lga 1411
lga 1457

Iga 1456

Dores do Rio Preto/ES/20°28'48,6"S41°49'45,8"W
Dores do Rio Preto/ES/20°28'48,6"S41°49'45,8"W
Dores do Rio Preto/ES/20°28'48,6"S41°49'45,8"W
Dores do Rio Preto/ES/20°28'48,6"S41°49'45,8"W
Dores do Rio Preto/ES/20°28'48,6"S41°49'45,8"W
Dores do Rio Preto/ES/20°28'48,6"S41°49'45,8"W
Dores do Rio Preto/ES/20°28'48,6"S41°49'45,8"W
Dores do Rio Preto/ES/20°28'48,6"S41°49'45,8"W
Dores do Rio Preto/ES/20°28'48,6"S41°49'45,8"W
Dores do Rio Preto/ES/20°28'48,6"S41°49'45,8"W
Dores do Rio Preto/ES/20°28'48,6"S41°49'45,8"W
Dores do Rio Preto/ES/20°27'25,9"S 41°48'30,4"W
Dores do Rio Preto/ES/20°27'25,9"S 41°48'30,4"W
Dores do Rio Preto/ES/20°27'25,9"S 41°48'30,4"W
Dores do Rio Preto/ES/20°27'25,9"S 41°48'30,4"W
Dores do Rio Preto/ES/20°27'25,9"S 41°48'30,4"W
Dores do Rio Preto/ES/20°28'48,6"S41°49'45,8"W
Minduri/MG/21°40°557S44°36°14”W
Dores do Rio Preto/ES/20°28'48,6"S41°49'45,8"W
Dores do Rio Preto/ES/20°28'48,6"S41°49'45,8"W

Dores do Rio Preto/ES/20°28'48,6"S41°49'45,8"W
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Sry
Sry
Dax-1
Sry
Dax-1
Dax-1
Sry
Sry
Sry, Dax-1
Sry

Sry, Dax-1
Sry

Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry

Sry
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AR A A R A A A A A AR A A A A

. serrensis

. serrensis

. serrensis

. serrensis

serrensis

. cursor

. cursor

cursor

cursor

cursor

cursor

cursor

cursor

cursor

cursor

cursor

cursor

cursor

cursor

. cursor

. cursor

Iga 1659
Iga 1324
Iga 1390
lga 1392
Iga 1647
cit 159
hgbdb 22
cit 219
Iga 3915
fs 1640
lga 1121
1ga 325
rm 205
lga 50
fs 0609
cit 135
1ga 327
cit 259
lga 934
cit 930

Iga 1202

Dores do Rio Preto/ES/20°27'25,9"S 41°48'30,4"W
Dores do Rio Preto/ES/20°27'25,9"S 41°48'30,4"W
Dores do Rio Preto/ES/20°27'25,9"S 41°48'30,4"W
Dores do Rio Preto/ES/20°27'25,9"S 41°48'30,4"W
Dores do Rio Preto/ES/20°27'25,9"S 41°48'30,4"W
Juquitiba/SP/23°55'55"S47°04'04W
Itatiaia/RJ/22°29'29"S44°33'33W
Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Guapimirim/RJ/22°32°137S42°58°55”W
Gorvernador Lindenberghi/ES/19°16'S 40°28'W
Cariacica/ES/ 20°16'S 40°25'W
Una/BA/15°18°S39°04°W
Santa Teresa/ES/ 19°57'S 40°32'W
Guapimirim/RJ/22°32°137S42°58°55”W
Picinguaba/SP/-
Cariacica/ES/ 20°16'S 40°25'W
Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Castelo/ES/ 20°36'S 41°12'W
Una/BA/15°18°S39°04"W

Ibitirama/ES/ 20°29'50"S 41°43'49"W
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Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry, Dax-1
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry

Sry
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. cursor

. cursor

cursor

cursor

cursor

cursor

cursor

cursor

cursor

cursor

cursor

. cursor

. cursor

cit 288

fs 0403
ceg 70

cit 929

cit 786

cit 306

cit 931
lga 1517
hgb 59

1ga 960
aac 06

cit 134

rm 98

Iguape /SP/ 24°43°S47°33°W
Guapimirim/RJ/22°32°13”542°58°55”W
Pinheiral/RJ/22°30'46"S44°00'02W
Una/BA/15°18°S39°04°W
Una/BA/15°18°S39°04"W
Cananéia/SP/25°00°547S47°53°37”"W
Una/BA/15°18°S39°04°W
Aguia Branca/ES/ 18°52'29"S 40°48'50"W
Resende/RJ/22°22°S44°33°W
Domingos Martins/ES/ 20°22'S 40°40'w
Angra dos Reis/RJ/22°53°S44°23°W
Ubatuba/SP/23°26°027S45°04’15”W

Una/BA/15°18°S39°04"W

Sry
Sry, Dax-1
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry
Sry

Dax-1
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Apéndice 2. Alinhamento da sequéncia do gene Sry em oito espécies do género Akodon. Em verde
regido de microssatélites, em amarelo codon de inicializagdo, em vermelho regido HMG, em azul codon
de parada e em lilas possivel sinal de poliadenilagao

A._boL CCTCCTGTTCCCCCACATTTAGTTTCCTTCTCTCACTCCCC-TICTCTICTICTCT - ———-——~ GGTTATAATTTATCCA
A._aza e T e e it e e T e e ee e CT-—=—== i e e e e e e
-« Gt e e e e ettt e T e e L I
ak1358-Apara ——— . LCCCGATT . ACAT . . e e e e e e e et I L
ak1360-Apara -------- C.GTT.CA. .. i e T e e [ [ G 1
1gab59-Apara ----- . .CCGATG. .G...G. .. A. . G....... e T e CTCTCTCT . .o oo e e e
1ga1327-Alind ------ TG. T. . A TTAAGT . . oo i e e e e s T e e [ L O O
1gal330-Alind ----- ATA. .AGTTCA. ......... Ao, e T e e CTCTCTCT . o v e i e e e e e e s
1gal617-Alind ----- ATA. AGTTCA. . ........ Ao e e I CTCTCTCT. .. oo e e i e
lgal686-Alind ------ CAAGAATACAC.GC. .. .CT.C.GCTCT....... e AL, CTCTCTCT. ..... G..... G...
1gal748-Alind ------ TG.T. . A TTALAGT. .. .. i T e CTCTCTCT . .o oo e e e
1gal451-Alind ----- LTACAGTT.TAC. e e e e e e T e e [ L O O
1gal711-Alind ----- LT.CTGG. L LAC. LA L T CTRE CTCTCTCT . . i e e e e e e e G.
1ga1715-Alind ------ . GAATG. .CGTGAAGT.CA.T.G.A. . ... Ao —.GoLL L. C... . CCTCGCTCT .« v i i e e G...
lgal716-Alind ----- B . L I e T e e CTCTCTCT. . oo o s G.G.

19al704-Alind --—-T.AAA.GTT.TA.......... T e e R L
19alb07-Amyst ---—-.ACA.ATT..CGT.. .. ieernnnnnnnn e Coe i eee et CT-—==== i i i i ee e
1gal724-Amyst ----.CCGGAT..ACGG.C...... AL, Al-.. ... GC...G...G....CT-————...... TG. . ... ...
19al706-Amyst ---.T.TACATGA...GA................ e L L
1gal725-Amyst --—-..CCGGTT...CGG. . ..o uuuuunnnnnnn e Coe i eie et CT---—-——...... T oo,
1gal713--Amyst ---. .CA.GTTT..CGG....TC........... e e Co i CT-—-—-———...... TG. ... ....
1gal387-Aserr ---.TGTCCAGAATCAGA. .....covuruunnn. e Coe i iie s CT-—==== i e i i ee e
mp31l3-Aserr ——=.T.ACCGGAT. . . . ... ii i e e [
lgal4il-Aserr ----- CACGTTT. .CGT. it i e i i e e e Coe e CT-——==— i iaes
1gal457-Aserr --CGTGAGAGTTT...GA...... AT........ e Coe i eie et L I
1gal456-Aserr ---ATG.AATGAT.T.GC..... ALLTAL ... A-L ... Cor et CT-—————...... TG. .. ... ..
1gal659-Aserr ----- CCCAGAT . .CGe v et v v e e e e ees e Coniiiieeeea CT-—--——-—-—...... Teoiiinnn
1gal324-Aserr --C.T.CACGAT.ACGG................. e Coeiii e CT-—-—=— i
1gal390-Aserr ----- CCCCTTTT.C.GA.CTA. .. ... ... ... e Coe i eee et CT----——...... T oo,
1gal392-Aserr ---.TGTCCAGAATCAGA. .....uvuunnnnn. e Coe i eie et L I
1gal647-Aserr ----- CC....GATCACGA.TTAG.T...... Al— ... Cor et L
citl60 A e e e e Coeiei et T e e CT------ R
citlel Al . G..... G..... T e CT------ T
citl65s A G...G....... Coeiee e ns T e e CT------ R
Citl66F A e e G..... G..... T e e CT------ T
Ccit200F B e e e e e e I crT---———- J T
cit232F A e e e A e T e e CT------ R
Cit234F A e T e CT------ T
cit283 L e CT---——- B
Cit201F L AL.Goo. .. T e CT------ B
cit240 B e CT------ J T
ctals5%9 ..... L AT TT. . T. G e cT-—-- J T.G
ctal560 T - P AA.T...GT.A.T.T-CC. . ........ CT------ R ¢ TR G..T..
ctal562  ..... L - S T e CT------ B
ctal5e3 ..... Gt ns - o I, CT---—--- e Ga
ctals61l ... ........ T AT T ... T.T-Cooo.. CT-—-- LGALGL Lol
o= V5 e CT------ e G
1ga3le e A e e T--———-- e
Tgadl8 e A e e e CT--———-- e
1ga3l? .. A e e CT--———-- [
1ga318 ... A e e CT-———-- e G
citl59-Acurs  ----- oY I e CT-———-- B
hgbdh22-Acurs ---. ATCC.GTT..A. ... ..o eeennn. e e T--———-- e
Cit219-Acurs TA. . AT.C.GTATCA.......... T....... e T e CT------ B
1ga3915-Acurs ----.C.CGTA.AA. . T.CAC...C....... Coooo.. e CT------ J T
fs1640-Acurs -———.C-.GATT.A_AT.C..... AA e cT-—-- J
Tgall2l-Acurs ---.A. TGA.GTTTCA. ... .uorrvnnennnnn e P CT------ P €
lga325-Acurs  ----—- o e . e CT--———-- e
rm205-Acurs ----.CCGGGTT....T.C..... CTA. . TCTCT....... T e CT------ B
T1ga50-Acurs —LAGG.ACAGTTT. .o e i e e e e R CT--—-—--- eee Go
fs0609-Acurs  ------ CCCGGTTTCAC. . . . oo e e e CT--———--- J
citl35-Acurs  ------- Ll e 1 R e CT------ B
lga327-Acurs  ----- o I I e e CT--———-- e
cit259-Acurs  ----- CCGGGTAT.CATA.GT. . A ... .. ... e e CT------ J T
1ga934-Acurs GGGGGCA. CAGAAGCAGA. GT. .CCAG.GTATCT. .. .... e cT-—-- J
Ccit930-Acurs --—.GG.GGA.GATCA. . ... ..... T...... e e CT--———--- J
lgal202-Acurs ------ L e .. I e T--———-- e
C1t288-Acurs --——.CCAGGAT.. . AG. .. .. ... i e T e CT------ B
fs0403-Acurs  ----- el e e o e P CT------ e G
ceg/0-Acurs --CAT.CCCGATT.TA. . .. i e iia e R CT--———-- eee Ga
cit929-Acurs  ------ CCAGTAT.C. .o e T e CT------ B
cit786-Acurs  ----- CCGGTTT. T.AC. - o e et e e e T e CT------ B
cit306-Acurs == T.TCCTGTTTCAC. . . . o e e e e e a s e T e CT------ B
Cit931-Acurs ————. . CG.AT. A TTA.AGT. . . .. ... .. e CT-—-- J T
1gal517-Acurs ---. A TGA.GTTTCA. ... .. ..., e R CT------ cee G
hgh59-Acurs --GAAGTCC.GTT..AC......... T...... e T e CT------ B
1ga%960-Acurs  ----- CCC.GAAT . . et i eeeeees e e CT--———-- e
aac06-Acurs  ----- CACGGTTT.C. vttt e e i e e S e CT------ e Go
citl3d-aAcurs O AAAACAGAT.CA. L. i e T e CT------ B



A._boL CATGTTCAGCACAT TGAATCATGATTACTATAATTCAGCCT TACAGCCACAGAATATCTTCGCCTCTGGAGAAAAGA
S - T o e e e e e e e e e e e e
o [
Ak135B-APAra ..t e e e, Gttt et e ittt ettt e,
ak1360-APAra .. et e et e e e e e e
QL = T L Vo T U=
L0 =0 0 3 ) 1 T
L0 =0 05 2= 10 1 T
= 0 0 N '
QL = W TN T
L0 = e ) 1 T
L0 = I T e 1 T
L =0 ) e o T e
= 0 N T
= 0 TN T
1gal704-Alind .......... B e e e ettt e e
AL B0 7 —AMY S T . o e e e e e e e e e e e B e e e e e e e
1gal724-amyst .G...... Cooonnn.. B I G..... C.o..... Gevvennn Goevnnnn Coreeee e
L = 0 0L P
QL = T N - o Bttt e et
1gal713--Amyst ..G..... Cae ettt e ettt e e CC...... Gevvrnnn. Govunnn. Coreee i i eeeeee e
1gal387-aAserr ...G....C....C...T..... CG....... Gt ee e et Bt
0 e B Y o
QL = I e N o Bttt e et
QL = I N Bttt e e e
lgal4s56-Aserr ........ G..... C.o..... Govvnnnn Gt e e
L= W Y T Xy - o o Gt e e
QL= 0 e N o Bttt e et
1gal390-Aserr ........ Covvnnnn T.... A .. ..., G..... Coreei i i eeee e e Bttt e e e
L W L B Ny Gt e e
B P W e Xy - o Gt e e
citle0
citlel
citl65s
Cit166F
cit200F
cit232F
Cit234F
cit283
Cit201F
cit240
ctal559
ctal560
ctal562
ctal563
ctal5e6l
T1ga411
lga3le
1gadls
1ga3l7
1ga318
cit159-Acurs
hghdh22-Acurs
cit219-Acurs
1ga3915-Acurs
fs1640-Acurs
Tgall21-Acurs
lga325-Acurs
rm205-Acurs
T1ga50-Acurs
fs0609-Acurs
citl35-Acurs
lga327-Acurs
cit259-Acurs
1ga934-Acurs
cit930-Acurs
lgal202-Acurs
Ccit288-Acurs
fs0403-Acurs
ceg/0-Acurs
cit929-Acurs
cit786-Acurs
cit306-Acurs
cit931-Acurs
Tgal517-Acurs
hgh59-Acurs
Tga960-Acurs
aac0b-Acurs
citl34-Acurs
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A._boL CATGCTTTGGGACTGGCGTCAATCATATAAAGGGCATAGATGGGCACATCAAACGCCCCATGAATGCATTTATGGTGT
A._aza e Al .. Gt e e e e e et
- o
F L B Y - =
F L LT Y - =
o= LR LY o T Vo=
lgal327-alind .....
1gal330-Alind .....
1gal617-Alind .....
lgale86-aAlind .....
lgal748-aAlind .....
1gal451-Alind .....
lgal711-aAlind .....
1gal715-Alind .....
lgal716-Alind .....
lgal704-aAlind .....
1galb07 —AMYS T oottt e
1gal724-Amyst .G...overiinnnnnnnnn
QL 0L -
1gal7 25 - AMYS T o
QL T e T
1gal387-Aserr .
T80 R N - o
QLT N = o
QL 3
19al456-ASerr . ... ..o
QL T TN = o
QL 30 4
10a1390-AS B T it e e e
10a1302- A8 eI ettt it i et
B I 3 o
citl60 C
citlel C
citles C
Cit166F C
cit200F C
cit232F C
Ccit234F .Cae.
cit283 LG

C

C

C

C

C

C

C

C

cit201F
cit240
ctalss9
ctal560
ctals6?2
ctals63
ctal56el
1gad41l ..C...
lga3le  ......
hghdb22-Acurs ..C...
cit219-Acurs .G
1ga3915-Acurs ......
fs1640-Acurs .
Tgall2l-Acurs
Tga325-Acurs
rm205-Acurs

Tga50-Acurs

fs0609-Acurs
citl35-Acurs
T1ga327-Acurs
Ccit259-Acurs
1ga934-Acurs
cit930-Acurs
Tgal202-Acurs
cit288-Acurs
fs0403-Acurs
ceg/0-Acurs

cit929-Acurs
cit786-Acurs
Ccit306-Acurs
cit931-Acurs
Tgal517-Acurs
hgh59-Acurs

19a960-Acurs
aac06-Acurs

citl34-Acurs

alalstalalelaletoletaloletelatatoletalalebalete
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A._boL

A._aza

A._doL
ak1358-Apara
akl360-Apara
Tga659-Apara
1gal327-Alind
T1gal1330-Alind
lgal6l7-Alind
1gal1686-Alind
Tgal748-Alind
Tgal451-Alind
Tgal711-Alind
Tgal715-Alind
Tgal716-Alind
Tgal704-Alind
1gal1607-Amyst
lgal724-Amyst
1gal706-Amyst
lgal725-Amyst

1gal713--Amyst

Tgal387-Aserr
mp313-Aserr
Tgald4ll-Aserr
1galds7-Aserr
Tgal456-Aserr
1gal659-Aserr
Tgal324-Aserr
1gal390-Aserr
1gal392-Aserr
Tgal647-Aserr
citl60

citlel

citles
Citl66F
Ccit200F
cit232F
Cit234F
cit283
cit201F
cit240
ctal559
ctal560
ctal56?
ctals63
ctalsel
Tgadll

1ga3i16

1gadls

lga3lvs

1ga318
citl59-Acurs
hghdb22-Acurs
cit219-Acurs
1ga3915-Acurs
fs1640-Acurs
lgall2l-Acurs
Tga325-Acurs
rm205-Acurs
Tga50-Acurs
fs0609-Acurs
citl35-Acurs
1ga327-Acurs
cit259-Acurs
1ga934-Acurs
cit930-Acurs
Tgal202-Acurs
Cit288-Acurs
fs0403-Acurs
ceg/0-Acurs
cit929-Acurs
cit786-Acurs
cit306-Acurs
cit931-Acurs
1gal517-Acurs
hgh59-Acurs
1ga960-Acurs
aac06-Acurs
citl34-Acurs

GGTCTCGTGGTCAGAGGCGCAAGT TGGCTCTGGAGAATCCCGGCATGCAAAATTCTGAGATCAGCAAGCAACTGGGAT
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A._boL GCCAGTGGAAAAGCCTTACAGAAGCTGACAAAAGGCCA TTTCGAAGAGGCACAGAGACTGAAGAATCTACACAAAG

S -
N Lo
AKL358-APAra e A e
F Lo T T Y o U A e et
B e =TT - - - B e e e e e
1gal327-AlTnd .. A e
19a1330-ATTNd oot e e e e A e et
e =0 0 e o B e e e e e
109alb86-AlTNnd ... A e
1gal748-ATdnd ... e A e
Tgaddsl-Aland ... e e e e B e e e e e
Tgal7ld-Aland ... e A e
1gal715-ATTnd .. A e
e = i T o B e e e e e e
e = 0 o A e e e e e
1gal607-Amyst .......... Bt e e e A e
lgal724-amyst .......... Bttt et ettt e B e e e G.ounn.
Tgal706-Amyst .......... Bttt e e ettt e A e e e e e
1gal725-Amyst .......... Bttt e e A e
1gal713--Amyst .......... Gttt ettt ettt A e
1gal387-Aserr ..

mp313-Aserr
lgald4ll-Aserr
1galds7-Aserr
1gal456-Aserr
1gal659-Aserr
lgal324-Aserr
1gal390-Aserr
1gal392-Aserr
lgal6d7-Aserr
citleo

citlel

citles
citleeF
cit200F
cit232F
Cit234F
cit283
cit201F
cit240
ctal559
ctal560
ctals6?
ctal563
ctal5s6l
1gadll

1ga3le

1ga418

lga3l7

1ga318
citl59-Acurs
hgbdb22-Acurs
cit219-Acurs
1ga3915-Acurs
fs1640-Acurs
lgall2l-Acurs
1ga325-Acurs
rm205-Acurs
Tga50-Acurs
fs0609-Acurs
citl35-Acurs
1ga327-Acurs
cit259-Acurs
1ga934-Acurs
cit930-Acurs
lgal202-Acurs
cit288-Acurs
fs0403-Acurs
ceg/0-Acurs
cit929-Acurs
cit786-Acurs
cit306-Acurs
cit931-Acurs
1gal51l7-Acurs
hgh59-Acurs
1ga%960-Acurs
aac06-Acurs
citl34-Acurs
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A._boL

A._aza

A._doL
ak1358-Apara
akl360-Apara
1ga659-Apara
1gal327-Alind
1gal330-Alind
1gal6l7-Alind
1gal686-Alind
lgal748-Alind
T1gal451-Alind
1gal711-Alind
1gal715-Alind
lgal716-Alind
1gal704-Alind
1gal607-Amyst
1gal724-Amyst
1gal706-Amyst
1gal725-Amyst
1gal713--Amyst
1gal387-Aserr
mp313-Aserr
lgaldll-Aserr
lgal4s57-Aserr
1gal456-Aserr
1gal659-Aserr
lgal324-Aserr
1gal1390-Aserr
1gal392-Aserr
lgaled7/-Aserr
citl60

citl6l

citles
citl66F
cit200F
Cit232F
cit234F
cit283
cit201F
cit240
ctal559
ctalse0
ctal562
ctal563
ctals’6l
1gadll

1ga316

Tgad418

1ga31l7

Tga318
citl59-Acurs
hghdb22-Acurs
cit219-Acurs
Tga3915-Acurs
fs1640-Acurs
Tgall2l-Acurs
Tga325-Acurs
rm205-Acurs
Tga50-Acurs
fs0609-Acurs
citl35-Acurs
Tga327-Acurs
cit259-Acurs
Tga934-Acurs
cit930-Acurs
Tgal202-Acurs
cit288-Acurs
fs0403-Acurs
ceg/0-Acurs
Cit929-Acurs
cit786-Acurs
cit306-Acurs
cit931-Acurs
Tgal517-Acurs
hgh59-Acurs
Tga960-Acurs
aac06-Acurs
citl34-Acurs

%GAAATATCCAAACTATAAGTATCAACCTCACCGGAGAGCTAAAGTGCCACAGAGGACTFACCC TTGCTGCCTGCAG

.................................... T
L C.T..........
e L
L L
L C.T.o...........
e L
e L
B L
e L
e L
B L
L C.T...... ...
e L
B L
L C.T...... ...
e L
L L
L C.T..........

T CTooiiiiiint.
e C.T.... ...
T CTooiiiiiint.
e C.T.... ...
T
GG
T
GG
T
GG
T
GG
T
GG
T
GG
T
GG
T
GG
T
GG
T
GG
T
GG
T
GG
B
GG
G e e
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A._boL ATTCCTCTTCAAAAGGGGAAGAAACCCTGTGCACATTCCTATACACAGAGGACGGGGCTAGGTCTGCCCATTTGTCGT

A._aza B
A._doL T S
akl358-Apara N N A et e e e
ak1360-Apara .. G.....iiiii i L A e e
1gab59-Apara ..G...uuiirerinernnennnnn 8
Tgal327-alind . .G....... ..., Toeeeoo.. Bt e et ettt ettt e e
1gal330-Alind ..G....... i, Toeeeoo.. e e e et et ettt
1gal6l7-aAlind . .G........ ... ... ..... Toooea. .. P
1gal686-Alind ..G.......... .. Tevennn.. Bttt e e ee e eea e et e e
Tgal748-alind ..G....... ... ..o, Toeeeoo.. Bt e et ettt ettt e e
Tgaldsl-Alind ..G..... ..., Toeeeoo.. e e e et et ettt
1gal711-alind . .G........ ... .. ... ..... Toooea. .. P
Tgal715-aAlind ..G.......oi i Tevennn.. Bttt e e ee e eea e et e e
Tgal7i6-aAlind ..G........ ... ... Toeeeoo.. Bt e et ettt ettt e e
Tgal704-Alind . .G...... .. Toeeeoo.. e e e et et ettt
19alb07-AmysSt .. G. .ot P
10al724-Amyst .. G.uerrri i e 8
1gal706-Amyst . .G. .ot N
1gal725-Amyst . .G. oo ei it i N
19al713-—-Amyst .. G. ..o B I A e e
10al387-ASerr .. G..euriireriiernnennnnn 8
mp313-Aserr P S A e e
1galdll-Aserr . .G..oeeeieeiineennnnnnnn N
1gald57-ASerr .. G....eieenii e P
10ald56-ASerr .. G.uereiieriiernnenannn 8
1gales9-Aserr .. .G. ...t N
1gal324-Aserr . .G..eee e nennnnn N
19al390-ASerr .. G....ueeniannannn P
10a1392-ASerr .. G.uerriieriiernnenannn 8
1galed7-Aserr . .G. .o iie e N
citlel LG [ - A e e e
citlel LGl CC..... ..., 7 A e
citl6s LG CCooiain 2 A e
CcitleeF LG CCooninann 2 A e e e
cit200F LG [ - A e e e
Ccit232F LGl CC..... ..., 7 A e
Cit234F LG CCooiain 2 A e
Ccit283 LG CCooninann 2 A e e e
cit201F LG [ - A e e e
cit240 LGl CC..... ..., 7 A e
ctal5s9 LG CCooiain 2 A e
ctal5e0 LG CCooninann 2 A e e e
ctalse? R TR C TR [ - A e e e
ctal563 LGl CC..... ..., 7 A e
ctals6l LGl CCooniann 7 A e
lgadll LG CCooninann AT, e e L
1ga3l6 LGl CCoovinnits AT e e T
1gadl8 LG CCovvinnnns - T
1ga3l7 LGol oL CC... ..., 2 L
1ga318 LGaa oL CC... ..., - T
citl59-Acurs G CCovvennnnn . A e e e e e
hghdh22-Acurs ..G.......... [l oP ) A e e
cit219-Acurs R CC......... - A e
1ga3915-Acurs  ..G.......... [l . A e
fs1640-Acurs G CCovvennnnn . A e e e e e
1gall2l-Acurs ..G.......... [l oP ) A e e
1ga325-Acurs oGl CC......... - A e
rm205-Acurs G CCooiiiit AT e A e
lga50-Acurs N CCovvnnnn ) A e e
fs0609-Acurs G CCovvennnnn - - S
citl35-Acurs oGl CC......... - A e
1ga327-Acurs G [l . A e
cit259-Acurs G CCovvennnnn . A e e e e e
1ga934-Acurs R CCoovnnnnn. ) A e e
cit930-Acurs oGl CC......... - A e
1gal202-Acurs  ..G.......... [l . A e
cit288-Acurs G CCovvennnnn . A e e e e e
fs0403-Acurs G CCovvennnnn 2 A e et e
ceg70-Acurs G CCooiintn AT e A e
cit929-Acurs G CCovvvnnnn. - A e
cit786-Acurs Y CCovvennnnn . - S
cit306-Acurs G CCovvennnnn 2 A e et e
cit931-Acurs oGl CC......... - A e
Tgal517-Acurs ..G.......... CCovvennnn. - - S
hgh59-Acurs N CCovvnnnnn. - A e e
1ga%960-Acurs R CCoovnnnnn. ) A e e
aac06-Acurs G CCoiitn AT e -
citl34-Acurs G CCovvvnnnn. - A e
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A._boL CCAAGAGCCAGCTAAGCTGTTTACAGCCTGTGGACATTCCAACTGAGCACTCGGTACAGCGGCAGCAGCAGCAATAGC

S . Co . A.
- S o A.
akl358-Apara ........... Teeeeean ettt e e e ettt ettt e - A.
ak1360-Apara  ........... Teeeieeee . B et e e e e e - S A.
o= T3 L e B T - j I A e A.
19al327-AlTNnd .o e T Al A.
10a1330-ATTN0 oo e e ettt e T ieeeennn - S A.
Tgalbdl7-AlTnd ... e et e j I - A.
1galb86-AlTNnd .. ... T - A.
Tal748-ATTNd .ot e ettt T ieeeennn A e e i A.
Tgaldsl-Aldnd .. e j A A.
L0 = ) o T ieeeennn - S A.
Tgad7do-AlTnd . e et e j I - A.
1gal716-AlTNnd ... e T - A.
L 0 N Vo T ieeeennn A e e i A.
TgadB07 - AMYS T e e e e e e e e A A.
QL0 B - A.
B0 = 0L N 5 - A.
L B N - S A.
LS T - A.
B B 0 - o Teveeann.. B I - A.
mp313-Aserr . .......... Te e P Al A.
0 0 0 - A.
L B Y o - S A.
TALA00 - AS I ottt ittt e et L T.A...... Tevevnnn. A.
LIS L 0 - A.
L0 B N Y - S A.
B0 = e LT A e A.
081392 - A5 T oot e e e e e e e e e Al A.
B0 N Y o - S A.
ol T ol CT........ Al
af Tl CT........ S s
o 2 CT........ 2 ittt
CIELBEF e CT........ A .
ot o CT........ T ittt
CTE232F i i et CT........ Al
CAE234F e e CT........ S s
L 2 T CT........ 2 ittt
CIE200F e e CT........ A .
CIE240 e e CT........ Al i
Lo o CTooenn... - it
[ = 0 CT........ A
L R CTooon.... - it
= 0 5 3 CT........ Ao
= 0 5 CT........ A
1 T T 5 CT........ Ao immmmm————
L = 5 3 CTooon.... Aceinnnnmmmm—————
T CT........ Ao mmmmmm
15T 1 5 [ - e et
1 = CTooon.... Aceiinnnmmmmm———=
Ly 0 L CT........ - et
hgbdb22-Acurs ... ... ... .. L St
CIT219-ACUPS oot e e i e L
Tga3915-ACUrS oo iiii it i e i 1 1t
fsS1640-ACUrs .. ... et
Tgal121-ACUFS oo it e e e et Lt i
Tga3d25-ACUrs ..o i e i e L St
rm205-ACUPS ..o e e
TgaS0-ACUrS ottt i et 1 1t
fs0609-Acurs ... ... et
CITLI35-ACUPS it i e i iians L
T1ga327-ACUrS .o i e i L St
CIT259-ACUPS ottt e e i e L
T1ga934-ACUrs ..ot i e L St
CIt930-ACUrS ..o et
Tgal202-ACUFS o iee ittt ieeaeennan 1 1t
CIT2B8-ACUINS ot iei it i e ieaeennnen L
fs0403-Acurs ... .. 1
Ceg70-ACUrS ittt it e e e
CIT929-ACUNS .ottt i e e L
CIt786-ACUrS .ottt e i ians L
CIL306-ACUNS it ii i i e i e aees L
CIT931-ACUrS .o i e i e 1
Tgalsl7-ACUrS .ot e e e e i e e e L St
hgh59-Acurs .. ... . ... ... L
Tga960-AcuUrs . .iii e 1 1t
AacC06-ACUrS e e
CIT134-ACUPS i e e i e Lt i
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A._boL AATTTAGCACCAACTGACTTCACCAGTGAACACAGAGCATAGCAGCAGTGCCTCAGCAAAACCACGGGGCAGTGTCAT
A._aza T
- T Te i
L o -V - U T A ...
b LT T - T.. A ...,
o= 3L B Y T 1 o j
o= I 2N Vo N
Tgal330-ATTN0 e e et e et e B [
1Al b7 - AT TN . e e e B I
B0 = N Vo N
B0 = N o B [
1Al a5 -ATTNd . e e e e B I
I = N o N
Tgad7 o -ATTNnd e e e e s T
I = g ) o L I
B0 = 0 o B [
0 B N T.Covvieenn ..
B0 Y T.Coveieenn.
B0 0L N 5 T.Covveeeennn
S B N Y T.Covvieenn ..
1gal713--Amyst ...... S T.Coveieeennn.
Tgal387-Aserr
mp313-Aserr
lgald4ll-Aserr
Tgalds7-Aserr
Tgal456-Aserr
1gal659-Aserr
1gal324-Aserr
T1gal390-Aserr
1gal392-Aserr
1gal647-Aserr
citle0

citlel

citles
Citl66F
cit200F
cit232F
cit234F
cit283
Cit201F
cit240
ctal559
ctal560
ctal562
ctal563
ctal56l
T1ga41l

1ga3lb

1gadld

1ga3l7

1ga318
citl59-Acurs
hghdb22-Acurs
cit219-Acurs
1ga3915-Acurs
fs1640-Acurs
1gall2l-Acurs
lga325-Acurs
rm205-Acurs
T1ga50-Acurs
fs0609-Acurs
citl35-Acurs
1ga327-Acurs
cit259-Acurs
1ga934-Acurs
cit930-Acurs
1gal202-Acurs
Cit288-Acurs
fs0403-Acurs
ceg70-Acurs
cit929-Acurs
cit786-Acurs
cit306-Acurs
cit931-Acurs
1gal517-Acurs
hgbh59-Acurs
1ga%960-Acurs
aac06-Acurs
citl34-Acurs
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A._boL

AACACTGACTCCTGCTGGGAAGAATGTCAATACTCTTG

o

A._aza

A._doL

ak1358-Apara LT..
ak1360-Apara .T..
1gab59-Apara
T1gal327-alind
1gal330-Alind
Tgal617-aAlind
1galb86-Alind
1gal748-alind
Tgal451-Alind
Tgal711-aAlind
lgal715-Alind
1gal716-aAlind
lgal704-Alind

1gal607 -Amyst LT..
lgal724-Amyst ..T..
1gal706-Amyst LT..
lgal725-Amyst ....T..
1gal713--Amyst ....T..
T1gal387-Aserr .T..
mp31l3-Aserr LT
lgald4ll-Aserr A
1gald57-Aserr A
Tgal456-Aserr A
1galb59-Aserr A
1gal324-Aserr A
1gal390-Aserr ..T..
1gal392-Aserr A
lgalb47-Aserr ..T..
citle0 T--
citlel LT--
citle5s T
Citle6F LT--
Ccit200F T
cit232F LT--
Cit234F T
cit283 LT--
Cit201F T
cit240 LT--
ctal559 C...T--
ctal5e60 T--
ctal562 T--
ctal563 T--
ctals6l T
lgadll T-—-
1ga316 LT-—-
lgadls T-—-
1ga317 LT--
1ga31s T-—-
citl59-Acurs LT--
hgbdb22-Acurs ---.T--
cit219-Acurs -——.T--
1ga3915-Acurs ---.T--
fs1640-Acurs -——.T--
lgall21-Acurs ---.T--
lga325-Acurs -—.T--
rm205-Acurs -—=.T--
lga50-Acurs -—.T--
fs0609-Acurs -——.T--
citl35-Acurs -—=.T--
1ga327-Acurs -—=.T--
cit259-Acurs -—=.T--
1ga934-Acurs -—=.T--
cit930-Acurs -—=.T--
lgal202-Acurs ---.T--
cit288-Acurs -———.T--
fs0403-Acurs -—=.T--
ceg/0-Acurs -—=.T--
cit929-Acurs -—=.T--
cit786-Acurs -——.T--
cit306-Acurs -—=.T--
cit931-Acurs -——.T--
1gal517-Acurs ---.T--
hgbh59-Acurs -—=.T--
1ga960-Acurs -—=.T--
aac06-Acurs -—=.T--
citl34-Acurs -———.T--
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A._boL GTTTCATTGAATACTGAGTTTCCTCCTCTCAAATTAAAT TTCTATTGAGT TCAAAAATGAGG
= =

A._doL T L
Ak1358-Apara e e T e e e e .
Aak1360-ApAra ————— . e e e T e e e e .
1gab59-Apara ----- e e e, .
1gal3z27-aAlind ----- e -
1gal330-Alind ----- e -
lgalel7-Alind ----- e -
1gal686-Alind ----- e -
1gal748-aAlind --——- L .
1gal451-Alind --——- L -
1gal711-Alind --——- L -
1gal715-Alind --——- L -
lgai716-aAlind ---——-—-—-————- T -
1gal704-Alind --——- o -
1gale07-Amyst ---——- o Al .—.. ...
lgal724-Amyst --———— o G.- P, Al .—.. ...
1gal706-Amyst ----- e Ao,
1gal725-Amyst ----- e Ao, A
1gal713--Amyst ----—- L Tt et A...-...T
1gal387-Aserr .

mp313-Aserr
lgald411-Aserr
1gal457-Aserr
1gal456-Aserr
1gal659-Aserr
1gal324-Aserr
1ga1390-Aserr
1ga1392-Aserr
1gal647-Aserr
cit160

citlel

citl6s
Cit166F
cit200F
cit?232F
cit234F
cit283
cit201F
cit240
ctal559
ctal560
ctal562
ctal563
ctal56l

Tgadil
lga3le
Tgad18
lga3l7
Tga3lg
citl159-Acurs
hgbdh?22-acurs
cit219-Acurs
Tga3915-Acurs
fs1640-Acurs
Tgall21-acurs
Tga3?25-Acurs
rm205-Acurs
Tga50-Acurs
fs0609-Acurs
citl35-Acurs
Tga3?27-Acurs
cit259-Acurs
Tga934-aAcurs
cit930-Acurs
Tgal202-acurs
Cit288-Acurs
fs0403-Acurs
ceg70-Acurs
cit929-Acurs
Cit786-Acurs
cit306-Acurs
cit931-Acurs
Tgal517-Acurs
hgh59-Acurs
Tga960-Acurs
aac06-Acurs
citl3d-Acurs
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Apéndice 3. Alinhamento da sequéncia do exon 2 do gene Dax-1 em quatro espécies do género Akodon. Em verde insercdo de guanina exclusiva para 4. montensis. Em
amarelo compartilhamento de timina entre A. montensis, A. cursor, A. paranaenses ¢ A. lindberghi. Em vermelho bases nitrogenadas exclusivas de A. paranaensis ¢ A.
lindberghi. Azul bases nitrogenadas exclusivos de A. cursor. Em laranja haplotipo DX9 compartilhado entre fémea XY (cit 166) e fémea. Em rosa haplotipo DX17
compartilhado entre fémea e macho.

CIT157 TGC CTG CRG TGE GCG GRA ATA CAT CCA GAG CCT TCR ATG GAG RAC CCR CCG ATT CCT CAC TGAR TTA CAT CRG GAT GAT
CIT231 € T S € P
CIT179 e eee e.. .d. CGC L.A GR. G-|-
CIT203 fee eee e.. ... CGC oL L.A GR. G-|-
CIT200 e wee s.a .« CGC T.. A.B GA. G..
CIT233 e wee s2a.a ... CGC T.. L.A GA. G..
CIT232 e wae aaa ... CGC T.. L.B GR. G..
CIT166 DN e L.A GR. & F
CIT234 cee eee e.. ... CGCT.. L.A GR. G.-|-
CITT8T e e T L.A GR. EHE
CIT1lel cae wen wwne waa 2T L.B GR. G..
CIT201 ee wen saa .da oGT A.B GA. G.l-
CIT164 ... BA.. .CT .Q. -GC ... . L.A GA. G-
CTR1558 e wae aaa ... CGC T.. CT.T TR G.. G.-
CTR1560 fee eee a.. ... CGCOT.. CT.T TR G.. G_|-
CTR1561 cee eee e.. ... CGCT.. L.A GR. G_|-
CTR1582 e eee a.. ... CGCOT.. L.A GR. G_|-
CTR1563 sae was o wa. ... CGTT.. L.B GR. G..
LGR31E S e A.B GA. L
LGR317 e wee s2aa .aa CGT ... L.A GA. G..
LGA318 .- .. ... . BCGET_ . L.B GR. G..
LGR418 cee eee ... ... CGCT.. L.A GR. G.-|-
LGR411 T =L L.B GR. G.. ...
Fs0403-Acur L © A.B GA. G.l- JC
LGAl1121-Rcur ... ... ... ..— CGT L.A GA. G.l- £
LGRl621-alind ... ... ... ..- CGT L.B GR. Cl.
BK1360-Rpara ... ... ... ..— CGT L.L GR. Cl.
LGAl1740-Apara ... ... ... ..— CGT L.A GR. C|.
LGA1716-21ind ... ... ... ..- CGT L.A GR. C|.
LGR1704-21ind ... ... ... ..- CGT L.B GR. Cl.
LGal1711-alind ... ... ... ..—- CGT ABGA. ... ... ... GC. ...
BM%8-Rcur B ABAGA. ... ... ... G..o oL C
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CIT157 GRRA GAG AGAR GRA CCA GAT CAG ATC TAC TGA ACT GAR CAG TAC CCT TTT CTT GCT GAG ATT CAT CRAR TAG TGA TGT CAT
CcIT231 .C.

CIT179 .C.

CIT203

CIT200

CIT233

CIT232

CIT1l66

CIT234

CIT181

CIT1l6l

CIT201

CIT164
CTA1559
CTA1560
CTR1561
CTR1562
CTR1563
LGA31é

LGA317

LGA318

LGR418

LGR411
Fs50403-Rcur
LGR1121-Acur
LGR1621-Alind
BK1360-RApara
LGA1740-REpara
LGAR1716-Alind
LGR1704-2lind
LGR1711-plind
BM%8-Rcur

9]
=]

=T

3 02 02 02 02 02 0 02 020020 0y 0y 0y 0) 02020200 0) 002000
AR -

EEARNREEaE0ANNN00aD0;
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CIT157
2IT231
ZIT179
ZIT203
CIT200
2IT233
2IT232
ZIT1lé6
ZIT234
CIT181
ZIT16l
ZIT201
ZIT164
CTAR155%
CTR1560
CTR1S6E1
CTR1SE2
CTR1S63
LGA316
LGAR317
LGR31E8
LGR418
LGR411
FS50403-Acur
LGA1121-Rcur

CAC TGA ATT GTT TTT CAG ACC CAT CAT CGG TGC AGT CAG CAT GGA TGA TAT GAT GCT GGA AAT GCT CTG TGC ARA GTT

LGRl621-Alind ...

LK13g0-Apara
LGA1740-Apara

LGAl716-Alind ...
LGA1704-Alind ...
LGA1711-Alind ...

RMSB8-Acur
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CIT157 GTA ARG GCA TGT GGG CTA CTC AAG TGC ATT TTA TTG TAG ATG GAG ARR ATG TTA GCT GTA GGC AGC AGA AGA CTG CCA
CIT231

CIT17%

CIT203

CIT200

CIT233

CIT232

CIT166

CIT234

CIT181

CIT161l

CIT201

CIT164
CTR1559
CTZR1560
CTR1561
CTR1562
CTR1563
LGR31le

LGR31T

LGA31E

LGR418

LGA411
F50403-Acur
LGA1121-Acur
LGA1621-Alind
2K13e0-Rpara
LGR1740-Apara
LGR1716-Alind
LGA1704-Alind
LGA1711-2lind
EMS%E8-Rcur

222

222222333
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CIT157 AAT ACT GTG ARA ACA AAC TTT CTT GTA TTT TTA CAT GCA TAG TAT ATT TCT ATT CRAA TTG ARA AAT ACT T-A GTT ACA
ZIT231 e

ZIT178 e

ZIT203 o

ZIT200 e N L

CIT233 o

ZIT232 e

CIT1€E e 4

ZIT234 e e

ZIT181 e

ZITlel e

2IT201 o

ZIT164 e L L

ZTAR1558 e

CTRL15€0 fee eee wma eae aee e wea maa aae e aaa e eae e aea aaa e wea eee e e aea eee e

ZTR15€El e L e

ZTR1562 e

CTR15E3 e

LGA316 o

LGR317 o

LGAR318 o

LGAR418 e

LGR411 ) A
F50403-Rcur
LGA1121-Acur
LGR1621-Alind ...
aK¥1360-Apara
LGR1740-Apara ...
LGR1716-A1lind ...
LGR1704-Alind ...
e N 4 T e e e
BM98-Acur e

o
=l

T
|
o
]
]

=
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CIT157
CcIT231
CIT179
CIT203
CITZ200
CIT233
CIT232
CIT166
CIT234
CcITl81
CITlel
cIT201
CIT1l64
CTA1559
CTA1560
CTA1561
CTAR1562
CTA1563
LGA31e
LGAR317T
LGA318
LGR418
LGR411
FS0403-Acur
LGall21-Acur
LGAl621-Alind
LK1360-RApara
LGA1740-BApara
LGAl1716-Alind T..
LGA1704-A1ind
LGA1711-A1lind
RMSE-Rcur

GGC AAT GCA RARR RACC CCT CTG CCC
T——
T..

HHE A EEaAa A3

SIS

FEobbb

GGy Gy Gy Gy Gy G
HHE AR EAaAadaAa

TGR
TCA
TGA
TGA
TGR
TG
TGA
TGA
TCR
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Apéndice 4. Lista das espécies empregradas para o mapeamento filogenético, bem como o numero seu nimero de

acesso no GenBank

Espécie

Numero De Acesso

Akodon. cursor

Presente Estudo

Akodon. montensis

Presente Estudo

Akodon. mystax

Presente Estudo

Akodon. lindberghi

Presente Estudo

Akodon. paranaensis

Presente Estudo

Akodon. boliviensis GU189321.1
Akodon. azare EF622507.1
Akodon. kofordi KC841365.1
Akodon mollis U03546.2
Akodon lutescens KC841353.1
Akodon subfuscus KC841377.1
Akodon torques KC841349.1
Akodon varius EU260478.1
Akodon toba U03527.2
Akodon dolores EU260476.1
Akodon fumeus KC841360.1
Akodon aerosus KC841346.1
Akodon molinae AY494839.1
Akodon orophilus KC841335.1
Akodon mimus M35710.2
Akodon juninensis M35698.2
Akodon iniscatus KC841337.1
Akodon siberiae AY273909.1
Akodon philipmyersi AY702967.1
Akodon reigi AY195865.1
Akodon spegazzinii HQ236017.1
Akodon dayi EU260477.1
Akodon albiventer AY341042.1
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Akodon affinis

AY196164.1

Akodon budini

AY605060.1

Akodon viridescens

GU595287.1

Necromys lasiurus

EF531688.1

Necromys obscurus

EF531685.1
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