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“Nossa maior fragueza esta em desistir.
O caminho mais certo de vencer € tentar mais uma vez”’
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RESUMO

Os Roedores representam a maior ordem de mamiferos e uma distribuicdo extensa.
Neste grupo, a classificacdo taxondmica € geralmente baseada em estudos morfolégicos.
Devido as semelhancgas entre as espécies, Proechimys pode ser identificada com maior
precisdo utilizando outras técnicas para alem da morfologia externa. Este estudo teve
como objetivo contribuir com a descricdo da variagdo genética intra e interespecifica
existente entre as populacdes de Proechimys na regido geografica que abrange os
dominios sudeste da Amaz6nia, norte do Cerrado até areas de transicdo com a Caatinga.
Os animais analisados foram coletados com auxilio de armadilhas do tipo Tomahowk e
Sherman, entre as bacias hidrograficas do Tapajos e Parnaiba. Para analise citogenética
foi feita a coloracdo com Giemsa e o bandeamento G, C e NOR. Na analise molecular
foi utilizado marcador molecular da regido mitocondrial do gene citocromo b. A
descricdo dos blocos cariotipicos de Proechimys roberti foram melhorados na area leste
de sua distribuicdo. Foram observados cinco linhagens evolutivas diferentes para a area
de estudo, evidenciando a alta diversidade desta regido.

Palavras-chaves: Echimyidae, citogenética, DNA mitocondrial.



ABSTRACT

Rodents represent the largest order of mammals and an extensive distribution. In this
group, the taxonomic classification is usually based on morphological studies. Due to
the similarities among the species Proechimys can be identified more accurately by
using techniques other than the external morphology. This study aimed to contribute to
the description of the intra and inter-existing genetic variation among populations of
Proechimys in the geographic region covering the southeast areas of the Amazon,
northern Cerrado to transition areas with the Caatinga. Animals analyzed were collected
with the help of the Tomahowk and Sherman traps, between the river Tapajos and
Parnaiba. Cytogenetic analysis was done with Giemsa staining and G, C and NOR
banding. Molecular analysis used molecular marker of mitochondrial cytochrome b
gene. The description of karyotypic blocks of Proechimys roberti had been improved in
the east area of its distribution. We observed five different evolutionary lineages for the
study area, showing the high diversity of this region.

Keywords: Echimyidae, Cytogenetics, Mitochondrial DNA.
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APRESENTACAO

Os roedores possuem uma ampla distribuicdo em todo 0 mundo e a maior parte
das suas espécies é classificada taxonomicamente através de caracteres morfoldgicos.
Como para este grupo € comum que as espécies de um mesmo género apresentem
poucas variacOes fenotipicas, é importante o uso de outras técnicas, como por exemplo,
analises citogenéticas e moleculares. Estas podem identificar espécies cripticas, bem
como ajudar a compreender a diversidade intra-especifica existente. Enquadram-se
nessa probleméatica os ratos do género Proechimys que sdo abundantes na regido
Neotropical.

A regido geografica compreendida entre a bacia do Rio Tapajés e a do Rio
Parnaiba sofre influencias de trés biomas diferentes: a Amazénia o Cerrado e a
Caatinga. Para essa area € indicada a ocorréncia de P. goeldi, P. roberti e P. cuvieri
(BONVICINO et al., 2008; PATTON & LEITE 2015). Esta regido é banhada ainda
pelos Rios Xingu, Araguaia, Tocantins, entre outros. Alguns desses cursos d’agua tem
sido indicados como barreiras geograficas entre as populagdes de Proechimys (LEITE
& ROGERS 2013).

Neste estudo utilizamos dados citogenéticos e sequéncias do DNA mitocondrial
do gene citocromo b de Proechimys do Maranhdo, Pard, Tocantins e area de fronteira
com o Piaui, buscando compreender a distribuicdo da diversidade genética para as
espécies do género nesta regido.

O trabalho organiza-se em trés capitulos. No primeiro apresentamos uma
introducdo baseada na revisdo dos trabalhos ja desenvolvidos para o género Proechimys.
O segundo capitulo é composto por uma nota cientifica onde investigamos a diversidade
cariotipica na regido leste da distribuicdo de Proechimys roberti. O terceiro capitulo é
composto de um artigo sobre a diversidade do gene mitocondrial citocromo b em

individuos de Proechimys coletados entre as bacias do Rio Tapajés e Paranaiba.
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INTRODUCAO
1. ORDEM RODENTIA

Os roedores representam 42% da diversidade de mamiferos de todo mundo,
sendo a maior ordem desta classe. Comprendem 2.277 espécies distribuidas em 481
géneros e 33 familias (CARLETON & MUSSER, 2005). Apresentam uma ampla
distribuicdo sendo praticamente cosmopolitas, habitam muitos biomas, exceto a
Antértida. Foram introduzidos nas ilhas oceénicas e na Nova Zelandia. Possuem um
diversificado leque de adaptacdes para a locomogéo: cursorial, natagéo, fossorial, saltar
e deslizar (EISENBERG & REDFORD, 1999; MERRITT, 2010). No Brasil séo
encontrados 71 géneros e 235 espécies da ordem (OLIVEIRA & BONVICINO, 2011).

A caracteristica diagnostica dos roedores € um Gnico par de incisivos superiores
e inferiores com um grande espaco chamado diastema e auséncia de caninos. Padroes
pré-molares e molares de culspides sdo diversos e sdo indicadores de relagBes
filogenéticas e adaptacOes para estratégias de alimentacdo (EISENBERG & REDFORD,
1999; FELDHAMER et al., 2007). Sdo geralmente herbivoros ou onivoros dependendo
da época e disponibilidade de alimentos (FELDHAMER et al., 2007).

Devido ao grande numero de espécies de roedores, o grau de adaptabilidade,
diversidade e as tendéncias evolutivas convergentes, ndo é surpreendente que relacdes
sistematicas de muitas familias e subfamilias se tornam complexas, resultando em uma
série de subordem, superfamilia e subfamilia. Apesar dessa ampla distribuicdo e
diversidade, no entanto, apresentam algumas caracteristicas morfoldgicas gerais
uniformes (FELDHAMER et al., 2007).

1.2 GENERO PROECHIMYS

O género Proechimys € composto por animais de tamanho médio a grande, com
comprimento da cauda menor ou aproximadamente igual ao do corpo. A cauda é
frequentemente ausente devido a facilidade com que se rompe (BONVICINO et al.,
2008). Sua coloracdo e castanha com o ventre branco e com pelos guarda escuros.

Possuem também pelos aristiformes e a cauda tem pelos curtos é usualmente bicolores,
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escura acima e clara abaixo. As orelhas sdo relativamente largas e longas. As patas sdo
claras, com tufos ungueais claros (BOVICINO et al., 2008; REIS et al., 2011). As
fémeas apresentam trés pares de mamas (REIS et al., 2011) com atividade reprodutiva
durante todo o ano, mais intesamente de julho a novembro e de janeiro a marco
(PATTON et al., 2000).

S&o encontrados em areas florestais da Amazonia e mata de galeria, cerradao e
floresta semidecidua no Cerrado (BONVICINO et al., 2008). Conhecidos como ratos de
espinhos, sdo os mais abundantes das florestas Neotropicais (PATTON et al., 2000)
onde sdo considerados excelentes dispersores de sementes (FORGET, 1991). Reis et al.
(2011) cita pelo menos 16 espécies do género com ocorréncia no Brasil, ja Bonvicino et
al. (2008) cita 15 espécies para a mesma regido (Fig. 1) e recentemente em uma revisdo

Patton & Leite (2015) descreve 14 espécies com ocorréncia no Brasil.

P. quadruplicatus

P. hoplomyoides

P echinothrix 22

F. longicaudatus

Figural. Distribuicéo das espécies de Proechimys no Brasil. Fonte: Bonvicino et al., 2008.
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1.3 TAXONOMIA EM PROECHIMYS

As primeiras caracterizacdes taxonomicas se baseavam apenas em caracteristicas
morfologicas. Atualmente ferramentas moleculares tém sido amplamente utilizadas,
principalmente para a caracterizagéo de espécies cripticas.

Para o género Proechimys, Moojen (1948) descreveu através de caracteres
morfologicos dois subgéneros: Proechimys e Trinomys. O subgénero Proechimys
incluiria P. goeldii, P. semispinous, P. longicaudatus e P. guyanensis e 0 subgénero
Trinomys P. dimidiatus, P. inheringi, P. setosus, P. albispinus. Todas as espécies seriam
divididas em subespécies com excecdo de P. dimidiatus, num total de 30 espécies para o
Brasil.

Com base em caracteres morfolégicos, Patton (1987) descreveu nove grupos de
Proechimys: P.conneli, P. decumanus, P. simonsi, P. goeldii, P. longicaudatus, P.
trinitatus, P. curvieri, P. guyannensis e P. semispinous. Trés dos grupos foram
considerados monotipicos incluindo o grupo decumanus do sudoeste do Equador, o
grupo conneli do noroeste da Colémbia e das areas adjacentes na Venezuela e o grupo
simonsi da Bacia Amazonica Ocidental desde a Colémbia até o Norte da Bolivia. Os
outros grupos seriam politipicos, mas o nimero de espécies em cada grupo seria incerto.

Através de analises morfoldgicas, cromossomicas e moleculares Da Silva (1998)
descreve novas espécies de Proechimys para a regido do Rio Jurua oeste da Amazodnia
(P. echinotrix, P. kulinae, P. pattoni, P. gardneri) e encontrou espécies ja registradas

pra a regido (P. simonsi, P. brevicauda, P. cuvieri, P. steerei).

1.4 ESTUDOS CITOGENETICOS NO GENERO PROECHIMYS

A citogenética € uma ferramenta 0til para estudo taxondmico no género
Proechimys e os dados de bandeamento mostram-se indispensaveis, pois € possivel
identificar populagdes geneticamente distintas a partir dessas informagdes, iniciando
assim estudos sistematicos mais aprofundados (ELER, 2007).

Varios estudos realizados com o género tem demonstrado grande variabilidade

cariotipica, porém quanto dessa diversidade cariotipica esta a associada a variabilidade
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interespecifica ou intraespecifica permanece indeterminado (SILVA, 2008). Apesar
disso, nota-se que ao menos uma caracteristica vem mantendo-se estavel: a presenca de
apenas um par cromossomo portador da NOR, caracteristica da familia Echimyidae
(RIBEIRO, 2006).

A evolucdo cromossdmica dentro do género Proechimys é discutida favorecendo
a hipdtese de um cariétipo ancestral com poucos cromossomos, um processo de
aumento no numero cromossomico por fissdes céntricas e consequentemente um
aumento do numero diploide ao longo da evolucdo (AGUILERA et al., 1995).

Dentre os estudos que utilizaram a citogenética para avaliar as variagdes
cariotipicas interespecificas e intraespecificas e para descricdo de espécies em
populagdes de Proechimys destacam-se alguns a seguir.

Através de analises citogenéticas e morfoldgicas, Amaral et al. (2013) propoe
que os individuos do genero Proechimys da regido do Mato Grosso com cariotipo de
2n=17 para machos e 2n=16 para fémeas pertencem a uma nova espécie ou a uma
especie conhecida que deve ser reavaliada.

Para a regido da Amazonia foram encontrados dois caridtipos 2n=28 e NF=46 e
2n=46 e NF=50 associados respectivamente a Proechimys cuvieri e P. guyannensis
(SILVA et al., 2012).

Machado et al. (2005), analisando Proechimys coletados em 12 localidades da
floresta tropical da Amazobnia Brasileira e do Cerrado detectou nove entidades
carioldgicas: quatro cariomorfos diferentes com 2n = 30, trés com 2n = 28, um com 2n
=15 e um com 2n = 44. Observou ainda uma variabilidade notavel do nimero diploide,
morfologia cromossomica e padrdes de bandas. Separou os cariomorfos observados da
seguinte forma: Proechimys gr goeldii com 2n = 15 e NF = 16 (Mato Grosso);
Proechimys longicaudatus cariomorfo A com 2n = 28 e NF = 48 (Rondb6nia e Mato
Grosso); Proechimys longicaudatus cariomorfo B com 2n = 28 e NF = 50 (Mato
Grosso); Proechimys longicaudatus cariomorfo C com 2n = 28 e NF = 50 (Goiés);
Proechimys roberti cariomorfo D com 2n = 30 e NF = 56 (Piaui e Tocantins),
Proechimys roberti cariomorfo E com 2n = 30 e NF = 56 (Mato Grosso); Proechimys
roberti cariomorfo F com 2n = 30 e NF = 56 (Mato Grosso). Proechimys gr
longicaudatus cariomorfo G com 2n = 30 e NF = 52 (Mato Grosso) e Proechimys sp.
com 2n = 44 e NF = 52(Amazonas).

Eler et al. (2012) fez uma analise comparativa em espécies do género

Proechimys coletados em vérios locais da bacia do rio Madeira (Amazonas, Brasil) e
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vale do rio Jari (Para, Brasil). E dividiu os individuos em trés grupos com base em
nameros diploides e fundamental: 2n = 28, NF = 46 (P. cuvieri e P. gr longicaudatus.),
2n = 38, NF =52 (Proechimys gr guyannensis.) e 2n = 40, NF = 54 (P. gardneri).

Na regido do Tocantins foi encontrado Proechimys roberti com cariotipo 2n=30
e NF=54 com o mesmo cari6tipo dos exemplares do Para e Distrito Federal, indicando
que essa espécie ndo tem uma distribuicdo restrita a Goias e Minas Gerais, ocorrendo
desde o leste do Amazonas, Para, Tocantins até o Distrito Federal (LIMA, 2001).

1.5 MARCADORES MOLECULARES EM ESTUDOS POPULACIONAIS

A partir do final da década de 70 surgiram metodologias capazes de decifrar as
seqliéncias de DNA. Posteriormente, com a implantacdo da técnica da PCR (Reagéo em
Cadeia da Polimerase) somando ao emprego dos métodos de eletroforese, os
geneticistas passaram a dispor de um potente arsenal tecnoldgico para poder utilizar as
variacOes das sequéncias de DNA do nudcleo ou de organelas como marcadores
informativos do nivel e distribuicdo da biodiversidade (MARQUES, 2003).

A maioria dos estudos de genética da conservacdo confiaram em DNA
mitocondrial (DNAmt), DNA de cloroplastos e loci de microssatélites por serem
seletivamente neutros e altamente variaveis, constituindo assim marcadores genéticos
satisfatorio para andlises a nivel de populagdo (MORITZ, 1994).

O DNA mitocondrial de mamiferos possui uma estrutura circular, fechada com
16.569 pares de bases e 37 genes. Sua heranca é matrilinear, permitindo a identificacdo
de linhagens maternas que contribuiram para a formacdo de diferentes grupos. E
frequentemente utilizado em estudos evolutivos devido a sua alta variabilidade em
seqliéncias nucleotidicas, resultado de alta taxa de mutacdo, maior em todo o DNAmt
do que em segmentos nucleares. Estes atributos fazem com que as analises de suas
seqliéncias sejam utilizados na construcdo das arvores genealdgicas de taxons
(filogenias) e de biomas (filogeografias) (PEREIRA, 2000; AVISE, 2000; CARVALHO
& RIBEIRO, 2002; MARQUES, 2003).

O DNA mitocondrial foi utilizado para caracterizar duas espécies
morfologicamente semelhantes e simpatricas de roedores terrestres neotropicais do

género Proechimys (Mammalia: Echimyidae). Um fragmento de 1140pb do citocromo b
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e 445pb da regido controle de quatro individuos de P. cuvieri e cinco de P. cayennensis
da Guiana Francesa foram seqlienciados, o que permitiu descrever padrdes intra e
interespecifica de variacdo (STEINER et al., 2000).

Weskler et al. (2001) realizou analise filogenética com citocromo b juntamente
com andlises caridtipicas e encontrou numero diploide 2n=30 e NF=54-55. Neste
trabalho indicou que P. roberti é uma espécie valida do grupo guyannensis e que as
espécies deste grupo ocorrem no leste da Amazodnia, P. oris, é provavelmente um
sindnimo junior de P. roberti.

Bovicino et al. (2005), atraves da analise do citocromo b e cariotipica em
Proechimys quadruplicatus e outras duas espécies de Proechimys da margem norte do
Rio Negro, indicou a ocorréncia de Proechimys sp. A, Proechimys sp. B e P.
guyannensis que se agruparam pelos dados moleculares e/ou cariololégicos indicando
que eles sdo bastante similares e pertencem ao mesmo grupo de espécies, 0 grupo
guyannenis.

Leite & Rogers (2013) encontrou estruturacdo populacional analisando o DNA
mitocondrial em Proechimys roberti na regido norte do Brasil com trés clados
associados as drenagens e 0s eventos tectdnicos ocorridos nessa regido durante o

Pleistoceno.
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Capitulo 2

Proechimys roberti: novos dados para a caracterizacdo da
diversidade intraespecifica

(Nota cientifica que sera submetida ao Boletim da Sociedade
Brasileira de Mastozoologia)
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RESUMO

Proechimys roberti é uma espécie de roedor que apresenta variacao cariotipica dentro
de sua ampla area de ocorréncia. No presente estudo, medidas corporais e dados
cariotipicos foram obtidos de Proechimys roberti coletados ao longo da regido noroeste
de sua ocorréncia, buscando contribuir com a descricdo da variacdo intraespecifica
existente. Os dados citogenéticos possibilitaram o refinamento da descricdo dos limites
de ocorréncia de cada cariomorfo e 0s animais analisados mostram padrdo de tamanho
diferente do relatado pela literatura.

Palavras chave: Echimyidae; Rodentia; Cariotipo; Citogenética; Biometria.

ABSTRACT

Proechimys roberti is a species of rodent that presents variation of karyotypes within its
broad area of occurrence. In the present study measures of body and karyotypes were
obtained from Proechimys roberti collected along the northeast region of its occurrence,
in order to contribute to the description of intraspecific variation. Cytogenetic data
allow to refine the description of the limits of occurrence of each karyotype and animals
show a pattern of size different of the reported in the literature.

Key words: Echimyidae; Rodentia; Kariotype; Cytogenetics; Biometrics.
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NOTA CIENTIFICA

A familia Echimyidae, dos ratos de espinho, é a mais diversificada dos roedores
histricognatos da América do Sul (PATTON et al., 2000; EMMONS, 2005;
VAUGHAN et al., 2011). Nesta familia, o género Proechimys é o mais abundante nas
florestas Neotropicais (PATTON et al.,, 2000). Algumas informacfes quanto a
delimitacdo dos limites geograficos de ocorréncia das espécies de Proechimys bem a
definicdo das especies que compdem o género foram geradas nos Ultimos anos, no
entanto, o conhecimento dessas questdes permanecem ainda incompleto. O numero
atual de espécies descritas para o Brasil varia de 14 a 16 (BONVICINO et al., 2008;
REIS etal., 2011; PATTON & LEITE, 2015).

Devido as dificuldades de identificacdo baseada na morfologia dos animais, a
analise citogenética tem sido validada como ferramenta apropriada para a identificacdo
de populages distintas de Proechimys (MACHADO et al., 2005; SILVA et al., 2012;
ELER et al., 2012; AMARAL et al., 2013; WEKSLER et al. 2001).

O numero diploide para esse género varia de 2n= 15 (MACHADO et al., 2005) a
2n= 62 (BENADO et al., 1979). Para algumas espécies, diferentes formas
cromossémicas sdo encontradas, como exemplo: para, P. cuvieri 2n=28 FN=46-50; P.
guyanennsis 2n=38-46 e FN=50-54, P. longicaudatus 2n=28 FN=48-50; P. brevicauda
2n=28-30 FN=48-50; P. guairae 2n=46-62 FN=72-74; P. urichi 2n=62 FN=88; P.
semispinosus 2n=30 FN=50-56; P. steerei 2n=24 FN=40-42; P. quadruplicatus 2n=28
FN= 42-44; P. gularis 2n= 30 FN=48; P. simonsi 2n=32 FN=58; P. mincae 2n= 48
FN=68; P. oconnelli 2n=32 FN=52; P. canicollis 2n=24 FN=44; P. decumanus 2n=30
FN=54; P. echinothrix 2n=32 FN=60; P. kulinae 2n=34 FN=52; P. gardneri 2n=40
FN=56; P. pattoni 2n=40 FN=56; P. goeldii 2n=24 FN=42 (BENADO et al ., 1979;
REIG et al., 1979; GADNER & EMMONS, 1984; MAIA e LANGGUTH,1993;
BUENO & GOMEZ-LAVERDE, 1993; DA SILVA, 1998; PATTON et al., 2000;
LIMA 2001; MACHADO et al., 2005; RIBEIRO, 2006; ELER et al., 2012; SILVA et
al., 2012).

Proechimys roberti pertence ao grupo guyannensis (PATTON, 1987), e tem sua

ocorréncia e registrada desde a margem direita do Rio Amazonas, até os limites do
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Cerrado, incluindo areas de transicdo com o bioma Caatinga (Estados do Maranh&o,
Para, Piaui, Tocantins, Mato Grosso, Goids e Distrito Federal (PATTON, 1987;
PATTON & LEITE 2015). Proechimys roberti possui 2n=30 e FN=54-56 com trés
cariomorfos descritos para a espécie (LEAL-MESQUITA, 1991; LIMA, 2001;
WESKLER et al., 2001; GARDNER & EMMONS 1984; MACHADO et al., 2005;
RIBEIRO, 2011).

No presente estudo as medidas corporais e 0s cariotipos foram obtidos de
Proechimys roberti coletados ao longo da regido noroeste de sua ocorréncia, buscando

contribuir com a descricao da variacao intraespecifica existente.

Os animais analisados foram coletados com auxilio de armadilhas do tipo
Tomahowk e Sherman (Autorizacdo IBAMA n°14345-2 e Registro 543545). O material
citogenético e os vouchers sdo mantidos na Colecdo de DNA e Tecidos da Fauna
Maranhense— CoFauMa / UEMA (LICENCA - CEEA/CMV/UEMA n° 14/09)
(Tabelal). Ao todo foram analisados 10 individuos. Os cari6tipos de 9 individuos foram
investigados para Proechimys provenientes do Estado do Maranhdo e Tocantins Fig. 1
(um macho de Capinzal do Norte — MA, trés machos e uma fémea de Bacabal — MA,
um macho de S&o Luis — MA, uma fémea e dois macho de Araguatins — TO). Os
cromossomos mitéticos foram obtidos a partir da medula 6ssea do fémur o material foi
preparado conforme Ford e Hamerton (1956). Para a obtencdo da regido organizadora
do nucléolo (NOR) foi empregada a técnica de Howell e Black (1980) para banda G
utilizou-se o protocolo descrito por Seabright (1971) e para banda C o descrito por
Sumner (1990). As metéfases foram analisadas e capturas através do fotomicroscdpio
(Fotos Microscopes Axio Scope.Al). Para a morfometria, foram realizadas medi¢coes
para 10 animais, com auxilio do paquimetro e balanca, considerando o comprimento
total (CT), comprimento cabega-corpo (CC), comprimento da cauda (CA), pata
posterior com unha (PE), e massa corporal em gramas (MC).

Através das andlises com coloracdo convencional com giemsa obtivemos o
namero diploide de 2n= 30 e o nimero fundamental igual a 54 para os espécimes sem
variacdo dos autossomos entre os individuos. Este cariotipo inclui 13 pares de
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos e 1 par subtelocéntrico (par de nimero
13), sendo o par de numero 14 composto de cromossdomos bastante pequenos. O

cromossomo X é um metacéntrico e 0 Y é um submetacentrico pequeno (Fig 2). A
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banda G mostrou grandes blocos heterocromaticos na maioria dos cromossomos,
incluindo o par sexual (Fig 3). No bandeamento C observou-se a regido
heterocromatina em regifes telomericas nos bracgos 2,3,4, 6 e 7 0 cromossomo X e Y

mostraram-se heterocromaticos.

Ny oo
1 ) a N

)

>

i  § 'Y A% 1 s

7 8 9 10 11 12
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. ra - » - " . .

13 14 9 XY

Figura 2. Cari6tipo com coloracdo convencional por Giemsa de Proechimys roberti (macho) coletado na
regido de Sao Luis-MA. Par cromossdmico de numero nove mostrando a marcacéo para NOR.

.£ 10 um

.

Figura 3. Banda G fémea da regido de Bacabal-Ma setas indicam o par sexual.
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Os primeiros registros citogenéticos de Proechimys roberti foram feitos por
Gardner e Emmons (1984) e Leal — Mesquita (1991) que descreveram um cari6tipo de
2n=30 e NF=56. Posteriormente Weskler et al., (2001) analisou animais de uma
abrangente area de distribuicdo da espécie no Pard, Tocantins, Maranhdo e Goias,
registrando uma pequena varia¢do no numero fundamental de 54-55 entre os individuos
amostrados. As diferengas ocorreram no par 14 que é composto por Cromossomos
acrocéntricos ou submetacéntricos. Comparando com o0s cari6tipos anteriormente
descritos, este autor conclui ndo haver diferenciacdo cariotipica consideravel ou
relacionada a diferentes populagdes, atribuindo uma Gnica cole¢do cromossoémica para a
espécie. Mais recentemente, porém, Machado et al., (2005) analisaram animais
provenientes de outros pontos de coleta e delimitaram trés blocos cromossémicos com
pequenas variacOes, apresentando diferentes citotipos. Para a regido do Piaui e
Tocantins descreveram o cariomorfo D com o par 13 sendo um subtelocéntrico e o 14
um pequeno metacéntrico. Para o estado do Mato Grosso relataram dois cariomorfos E e
F: no cariomorfo E os pares 13 e 14 sdo subtelocéntricos, ja no cariomofo F o par 13 é

um submetacéntrio e o 14 um subtelocéntrico (Fig.1).

Cariomorfo

Cariomorfo D

Cariomorfo

m

Figura 1. Mapa mostrando a origem dos Proechimys roberti cariotipados no presente estudo (circulos
rosa), por Weksler (2001) (circulos azuis) e por Machado (2005) (circulos vermelhos). Os blocos
cromossomos propostos por Machado (2005) s&o indicados pelas linhas negras e sua expanséo pela linha
vermelha
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O caridtipo descrito no presente estudo é equivalente ao cariomorfo D descrito
por Machado et al. (2005) indicando que esse ndo é restrito a regido sul do Tocantins e
oeste do Piaui ocorrendo também na regido norte do Tocantins até os limites do Estado
do Maranhdo. Nossos dados, assim, complementam a descricdo da diversidade
cariotipica para Proechimys roberti, expandindo para Norte a descricdo da area de

ocorréncia do cariomorfo D descrito por Machado et al. (2005).

A existéncia dos diferentes blocos cromossomicos é atribuida por Machado et al.
(2005) a um efeito vicariante dos Rios Tocantins (Bloco D X Bloco F) e Xingu (Bloco
F X Bloco E). Nesse sentido, os dados aqui apresentados discordam do efeito do Rio
Tocantins como possivel barreira, uma vez que registramos o cariomorfo D em sua

margem esquerda (Fig. 1).

Segundo Yonenaga-Yassuda (1985) é caracteristico da familia Echimyidae a
existéncia de um unico par portador da regido organizadora do nucléolo, contudo
variagdes sdo encontradas no par cromossdmico portador da NOR (MACHADO et al.,
2005; SILVA et al., 2012; ELER et al., 2012). Para os espécimes estudados observamos
a NOR no nono par cromossémico autossémico (Fig. 2), concordando com o relato de
Machado et al. (2005) e Ribeiro (2006). O padréo de bandamneto G foi semelhante ao
encontrado por Lima (2001) com 0s pequenos Cromossomos apresentando pouca
diferenciacdo para essas bandas. Ja para o bandeamento C nossos dados discordam dos
obtidos por Machado et al. (2005) e por Lima (2001). Apenas ha consenso na marcacgao
do cromossomo Y, indicado por nosso estudo e por Lima (2001) e para 0s cromossomos
9,10,11,13 entre Lima (2001) e Machado (2005). Tal observacéo indica a existéncia de
variacdo heterocromatica para os individuos de diferentes regides geograficas, mesmo

dentro do cariomorfo D.

Algumas medidas corporais observadas diferem das descritas por Bonvicino et
al. (2008) que revisaram dados disponiveis para animais depositados em cole¢des
(Tabela 1). Apesar desses autores ndo especificarem a origem geogréfica dos animais
estudados, pode-se acreditar que as diferencas apresentadas se devem a diferenciagéo
morfoldgica geografica, uma vez que os dados biométricos sdo bastante influenciados
por fatores ecoldgicos locais. Dessa forma, para a regido abordada no presente estudo,
0S animais apresentaram-se menores, porem mais pesados, que 0S anteriormente

descritos.
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Tabela 1. Valores médios obtidos para as medidas corporais dos individuos analisados no presente estudo
e para os descritos por Bonviccino et al. (2008). O nimero de individuos amostrados é indicado entre
paréntese e variacdo encontrada pode ser vista abaixo.

Estudo CT CC CA PE MC
Bonvicino et al., - 198 (17) 145 (17) 43 (17) 191 (13)
(2008)
166-238 125-168 39-48 104-320
Presente estudo 298,83(6) | 158,33(6) | 145,5 (6) 43,33(6) 254,41(10)
265-345 150-185 129-180 38-54 164-440,1

O esclarecimento de padrGes de diversidade intraespecifica gera subsidios

importantes para os estudos de roedores, contribuindo significativamente para o

conhecimento da biodiversidade. Os resultados relatados sustentam o uso da

citogenética para identificacdo da origem geografica em Proechimys roberti e indicam a

necessidade de ampliar a amostragem de animais com vistas a uma melhor

caracterizacdo morfométrica para a espécie.
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Capitulo 3

Diversidade genética em populacdes de Proechimys da
regido de transicao entre a Amazénia o Cerrado e a
Caatinga.

(ARTIGO QUE SERA SUBMETIDO PARA PUBLICACAO NA REVISTA
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RESUMO

Proechimys é considerado um género muito complexo em sua diversidade, relacbes
interespecificas e seus limites de distribuicdo sdo pouco conhecidos. Neste estudo
utilizamos o gene citocromo b do DNA mitocondrial para descricdo da distribuicdo da
viriabilidade genética de Proechimys coletados entre as Bacias do Rio Tapajos e
Parnaiba. A espécie P. roberti mostrou alta divergéncia entre as diferentes areas de sua
ocorréncia com um clado restrito a regido do Tapajos e um padrdo e isolamento pela
distancia. Para a regido de estudo encontramos cinco diferentes linhagens evolutivas do
género, indicando a alta diversidade da area.

Palavras chave: Echimyidae; Rodentia; Citocromo b; DNA mitocondrial.

ABSTRACT

Proechimys is considered a very complex and little-known genus diversity, interspecific
relationships and their distribution limits. In this study we used the cytochrome b gene
of mitochondrial DNA to describe the distribution of the genetic variability of the
Proechimys collected between the Tapajés and Parnaiba Basins. The species P. roberti
showed high divergence between areas of their occurrence with a clade restricted to the
region of the Tapajos and a pattern and isolation by distance. We found five different
evolutionary lineage of the genus indicating the high diversity of this area.

Key words: Echimyidae; Rodentia; Cytochrome b; Mitochondrial DNA
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Introducéo

Os roedores do género Proechimys divergiram dos outros equimideos no
Mioceno Inferior, tendo como provavel centro de origem a margem leste do rio Xingu
(VILELA, 2010), e a partir dai atingiram uma ampla distribuicdo em florestas
neotropicais (BONVICINO et al., 2008; PATTON et al., 2000).

Os animais desse género possuem pelagem espinhosa com a presenca de pelos
aristiformes. A coloragdo dorsal varia de castanho-avermelhada a amarelada, tracejada
de preto por pelos-guarda escuros. A coloracdo das laterais do corpo é bem delimitada
com a superficie ventral totalmente branca, a cauda tem pelos curtos é usualmente
bicolores, escura acima e clara abaixo. As orelhas sdo relativamente largas e longas. As
patas sdo claras, com tufos ungueais claros (BOVICINO et al., 2008; REIS et al., 2011).
Sao encontrados nas areas florestais da Amaz6nia e mata de galeria, cerraddo e floresta
semidecidua no Cerrado (BONVICINO et al., 2008) onde s&o considerados excelentes
dispersores de sementes (FORGET, 1991).

A classificacdo taxonomica deste grupo mostra-se bastante complexa, e as
relagBes evolutivas entre as especies ndo foram ainda elucidadas, mas tem se buscado
esse esclarecimento pela anélise de sua variacdo morfolodgica e cariotipicas (WESKLER
et al., 2001; MACHADO et al., 2005; ELER et al., 2012). Nesse sentido, Gardner e
Emmons (1984) organizaram as espécies do género em quatro grupos Trinomys,
brevicauda, guairae e semispinosus baseados em dados citogenéticos e da morfologia
do créanio. Patton (1987), baseado em dados morfolégicos do créanio, dividiu esses
roedores em nove grupos decumanus, canicollis, simonsi, semispinosus, longicaudatus,
goeldii, guyannensis, cuvieri, trinitatus e, mais recentemente Patton & Leite (2015)
descreveram dez grupos (compilacdo de dados da literatura) semispinosus, simonsi,
trintatus, goeldii, guyannensis, longicaudatus, canicollis, decumanus, echinothrix,
gardneri.

A regido geografica brasileira compreendida entre os Rios Tapajds e Parnaiba
abriga grande diversidade de fitofisionomias. O bioma Amazonico domina a area oeste
dessa regido, sendo substituido pelo Cerrado a partir de Bacia do Tocantins — Araguaia,
sofrendo influéncia da Caatinga em seu limite leste, na Bacia do Parnaiba. Para essa
regido é indicada a ocorréncia de P. roberti e P. cuvieri e P. goeldi (ABSABER, 1977,

BONVICINO et al., 2008). Estudos recentes indicaram que alguns desses rios podem
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ter servido como importantes barreiras que promoveram a diferenciacdo de linhagens
dentro da espécie P. roberti (LEITE & ROGERS, 2013).

No presente trabalho, utilizamos sequencias do gene Citocromo b do DNA
mitocondrial de espécimes de Proechimys coletados entre as Bacias dos Rios Tapajos e
Parnaiba, buscando compreender os padrGes de distribuicdo da diversidade genética na

area de estudo.

Material e Métodos

As amostras foram obtidas com auxilio de armadilhas do tipo Tomahawk e
Sherman, em campo um fragmento de tecido da cauda foi retirado para analises
moleculares (Autorizagdo IBAMA n°14345-2 e Registro 543545). As amostras foram
coletadas nos Estados do Maranhdo, Pard, Tocantins e Piaui (Fig 1). Obtivemos também
amostras da Colecdo de Tecidos Animais do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da
UFES (CTA 1824/CTA1652/CTAL1461/CTA - Haplétipos 36, 37 e 38 ver Tabela 1). A
extracdo do DNA foi realizada seguindo o protocolo de Medrano et al. (1990) que
utiliza precipitacdo com sal. Para a amplificacdo de um segmento do gene Citocromo b
do DNA mitocondrial, foram utilizados os primers MVZ05 e MVZ16 (SMITH &
PATTON, 1993). As ReacOes de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) tiveram um
volume final de 20 pl contendo de 30-60 ng/ ul de DNA. 125 uM de dNTPs (dATP,
dGTP, dCTP e dTTP), tampao 1x, 0,2 uM de cada primer, 2,0 uM de MgCl2 e 1,5 U da
enzima Tag polimerase. As amplificacbes foram realizadas em um termociclador
programado para uma desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos (min), seguido de 1
minuto a 94°C, 45s a 48°C temperatura de hibridizacdo dos primers, 1 minuto de
extensdo a 72°C e uma extensdo final a 72°C por 5 minutos em um total de 36 ciclos. O
resultado da PCR foi verificado por eletroforese horizontal em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo e posteriormente visualizado em transiluminador
ultravioleta. Os fragmentos amplificados foram purificados utilizando o Kit de
Purificacdo Wizad/Promega seguindo o protocolo e recomendacdes do fabricante.

O sequenciamento das amostras foi realizado na empresa ACTGene Analises

Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o
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sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de
50 cm e polimero POP6 (Applied Biosystems).

As sequéncias de DNA mitocondrial foram visualmente verificadas e corrigidas
manualmente utilizando o programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013),
posteriormente alinhadas atraves do CLUSTAW/MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013). O
indice de saturacdo das sequéncias foi investigado através do Programa Dambe 5 (XIA,
2013), e de acordo com os resultados obtidos, a terceira posicao dos cddons foi excluida
das analises subsequentes. Ainda utilizando esse programa e escolhendo o método de
Maéaxima Verossimilhanca, foi avaliado o melhor modelo evolutivo (TN93) e construida
de uma arvore filogenética. Para essas analises, utilizamos as sequencias geradas no
presente estudo inserindo também oito sequéncias do Genbank e uma sequéncia de
Trichomys apereoides como outgroup.

indices de diversidade foram calculados através do Programa DNA sp v.5
(LIBRADO & ROZAS, 2009) e distancia genéticas (Kimura-2p) foram obtidas pelo
programa MEGA 6.0. Para essas Ultimas analises consideramos tanto o total das
amostras obtidas quanto os grupamentos inferidos a partir da arvore filogenética. Para
as sequencias indicadas como pertencentes a Proechimys roberti, uma rede de
hapldtipos foi construidas no programa Network 4.6.1.0(htpp://.fluxus-engineering.com.
Para essa espécie foi calculado o indices de estruturacdo populacional Fst utilizando o
programa Arlequin ver 3.5 (EXCOFFIER & HELL ,2010) reunindo os pontos de
amostragem em grupos regionais para 0 Maranhdo (Sao Luis, Parnarama, Capinzal do
Norte, Tasso Fragoso, Bacabal, S&o Pedro da Agua Branca e Mirador) para o Tocantins
(Peixe, Araguatins, Sampaio, Caseara) para 0 Mato Grosso (Cristalino) para o Para com
dois grupamentos (Maraba) e (Tapajos) também utilizado para realizar o Teste de
Mantel.
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Figural. Mapa indicando os pontos de coleta dos animais utilizados no presente

estudo.

Tabela 1. Origem geografica dos haplotipos definidos por um fragmento de
544pb do gene do citocromo b do DNA mitocondrial de Proechimys e nimero de
espécime por haplétipo (N)

Haplotipo Origem N
Hap_1 Urucgui —PI (A) 1
Hap 2 Urugui (A) Sio Pedro da Agua Branca-MA 2

(H)
Hap_3 Capinzal do Norte-MA(E) Maraba-PA(L) 2
Hap_4 S&0 Jodo do Araguaia-PA(K) 2
Hap 5 Maraba-PA(L) 1
Hap 6 Araguatins-TO(J) 1
Hap 7 Sampaio-TO(l) 3
Hap_8 Capinzal do Norte-MA(E) 2
Maraba-PA(M)
Hap 9 Araguatins-TO(J) 4

Maraba-PA(L)
Hap 10 Tapajos(M) 5




o
w

Proechimys_simonsi
Proechimys_cuvieri
Proechimys_roberti (H_41)
Thrichomys_apereoide
Proechimys_guyannensis(H_45)
Proechimys quadruplicatus
Proechimys_longicaudatus
Proechimys cayennensis

Proechimys cuvieri

Hap 11
Hap_ 12
Hap_ 13
Hap_14
Hap_15
Hap_16
Hap 17
Hap_18
Hap_ 19
Hap_20
Hap 21
Hap_ 22
Hap_23
Hap_ 24
Hap_25
Hap_ 26
Hap_27
Hap 28
Hap_29
Hap_30
Hap_ 31
Hap_ 32
Hap_33
Hap_34
Hap_35
Hap_36
Hap_37
Hap_ 38

Maraba-PA(L)
Maraba-PA(L)
Séo Luis -MA(G)
Séo Luis —-MA(G)
Tapajos(M)
Tapajos(M)
Tapajos(M)
Tapajos(M)
Tapajos(M)
Tapajos(M)
Tapajos(M)
Tapajos(M)
Tapajos(M)
Tapajos(M)
Tapajos(M)
Tapajos(M)
Tapajos(M)
Bacabal-MA(F)

Tasso Fragoso-MA(B)
Bacabal-MA(F)
Bacabal-MA(F)
Bacabal-MA(F)

Parnarama-MA(D)
Capinzal do Norte-MA(E)
Mirador-MA(C)

Reserva Ecologica Cristalino-MT(P)
Peixe-TO(O)
Caseara-TO(N)
Nouragues-Guiana Francesa (EU313250.1)
Genbank (AJ251402.1)

Vila Rica MT Genbank (EU544666.1)
Genbank (AY083338.1)
Macouria-Guiana Francesa (AJ251399.1)
Venezuela Genbamk (AF308435.1)
Genbank (HM544128.1)
Genbank (AJ251396.1)

Genbank (AJ251400)

P RPRRRPRPRRPRPRPRPRRPRPRPRPRPRPRPRPREPRPRPRPRPRPRPREPRPIARNRPORRLRRERRRER

Resultados

Obtivemos 57 amostras de tecido de diferentes individuos de Proechimys

(Tabela 1). O fragmento amplificado resultou em uma sequencia com 544pb,

apresentando 157 sitios varidveis e 147 sitios informativos para a para parcimonia.
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Essas sequencias foram agrupadas em 38 haplotipos diferentes, apresentando
diversidade nucleotidica w de 0,08261 e diversidade haplotipica Hd de 0,979. A &rvore
filogenética construida ndo foi capaz de elucidar as relagBes evolutivas entre as
espécies, porem, observou-se a formacdo de cinco linhagens bem apoiadas que séo
mostradas na Figura 2. A partir da arvore gerada as seguintes observacdes sdo possiveis:
1) um dos clados apresenta forte apoio no agrupamento com uma das Sequéncias
incluidas a partir do Genbank, correspondendo a P. roberti; ii) Os hapl6tipos do grupo
I1 e 111 foram agrupados proximos a P. cuvieri e P. guyanenses respectivamente, embora
ndo haja forte apoio para esse agrupamento; iii) Entre as sequencias incluidas do
Genbank nenhuma mostrou agrupamento com os clados IV e V. Considerando os clados
apontados pela filogenia, anélises de diversidade genética e distancias foram realizadas,
mostrando valores de diversidade de © 0,00401 a 0,03787 e Hd de 0,524 a 1,000 para as
linhagens e sdo mostradas na Tabelas 2. As distancias genéticas obtidas quando
considerados as linhagens principais da arvore filogenética variou de 12,4% a 15,9%
(Tabela 3). J& quando considerados 0s ramos terminais os valores de distancia foram
estimados em 3,3% a 6,5% para a comparacdo [Grupo P. roberti a] [P. roberti b]
[Grupo P. roberti c]; em 10% para [Grupo 1] [P. cuvieri]; e em 12% para [Grupo 1]
[P. guyannensis].

A rede de haplotipos construida para as sequencias de Proechimys roberti
indicou uma forte estruturacdo genética entre os haplotipos da regido da Bacia do Rio
Tapajos e o restante da area amostrada, havendo para as demais regifes indicios de um
padrdo de isolamento pela distancia (Fig 3). Tais observacfes foram confirmadas pelos
altos valores de Fst observados para a populacdo do Tapajos (Tabela 4) em relacdo as
demais, bem como pela significancia do Teste de Mantel que apresentou coeficiente de

correlacdo de 0.17 e p = 0,14.

Tabela 2. Indices de diversidade = ¢ HD para as diferentes linhagens de Proechimys
inferidas pela analise filogenética a partir de um fragmento de 544pb do citocromo b do
DNA mitocondrial.

Linhagem T HD
Grupo roberti 0,02657 0,975
Grupo Il 0,00401 0,524
Grupo |1 0,01413 0,750
Grupo IV 0,00490 1,000

Grupo V 0,03787 0,900




45

Tabela 3. Tabela das distancias genética (Kimura-2p) inferidas a partir de um fragmento
de 544pb do citocromo b do DNA mitocondrial considerando as principais linhagens
evolutivas amostradas no presente estudo.

P. roberti Grupo |1 Grupo Il Grupo 1V
Grupo Il 0,134
Grupo 111 0,146 0,145
Grupo IV 0,136 0,141 0,139
Grupo V 0,124 0,130 0,159 0,127

Tabela 4. Matriz de estruturacdo genética (Fst) no Grupo P. roberti entre seis regides 1-
Tapajos; 2- Maranhdo; 3- Piaui; 4- Tocantins; 5- Mato Grosso e 6- Maraba. Os valores
em negritosdo significantes (P=0,05).

1 2 3 4 5 6

0.81165* -

0.93684* 0.19968 -

0.95407* 0.31071 0.85047 -

0.91781 0.75820 0.92593* 0.95354* -
0.79310* 0.09165 0.37275 0.07703 0.69783 -

OOk, WN B
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<« P.roberti

&4
) Proechimys cuvier2
Proechimys longicaudatus

e

Grupo Il

L— Proechimys cayennensis (guyanensis)

Grupo 11

<— Grupo IV

2 L Proechimys quadruplicatus

. Grupo V

Fig 2. Arvore filogenética obtidas através da analise pelo método de Maxima Verossimilhanga de um
fragmento de 544 pb do gene citocromo b do DNA mitocondrial (0s nimeros em cada ramo referem-se
aos valores de bootstrap — 1000 réplicas) de individuos de Proechimys. Uma sequéncia Trichromys

apereoides foi inserido como grupo externo.
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Figura 3. Rede de hapl6tipos (median joining) gerada a partir de um fragmento de 544 pb do citocromo b
do DNA mitocondrial de Proechimys roberti. Uma sequencia de Proechimys longicaudatus foi inserida
como outgroup e esta anotada pelo H_45, separado por 42 passos mutacionais.

Discussao

Proechimys é um dos mais especiosos géneros de mamiferos e a origem de suas
espécies bem como as suas relacdes carecem ainda de esclarecimento. A auséncia de
informacdo quanto ao posicionamento dos ramos basais na filogenia do género,
mostrada pela arvore filogenética gerada no presente estudo, foi também encontrada nos
trabalhos de da Silva (1998) e Schetino (2008) , tanto para 0 gene citocromo b como
para 0 gene Citocromo Oxidades C subunidade 1 (COI). Os dois trabalhos, porém
indicam que o citocromo b mostra fortes apoios para 0S ramos mais recentes,
descrevendo muito bem a relagdo intraespecifica, como obtido em nosso estudo.

Neste mesmo sentido, analisando sequéncias de 7 espécies de Proechimys, Leite
(2013) obteve uma filogenia baseada em 5672 pares de bases, incluindo sequencias de

DNA mitocondrial e nuclear. A analise mostrou-se consistente, e indicou que alguns
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dos grupos propostos por Patton (1987) ndo encontram apoio filogenético, como por
exemplo a inclusdo de P. roberti no grupo guyanensis. Neste ultimo estudo o pequeno
namero de espécies incluidas ndo possibilitou inferéncias completas para o género.

Um ndmero maior de espécies, quinze, foi abordado no trabalho de Schetino
(2008) que obteve uma linhagem genética ndo agrupada a sequencias de nenhuma
espécie com ocorréncia ja descrita para sua area de estudo. Essa foi considerada a
indicacdo de uma nova espécie relacionada a P. goeldi na Bacia do Rio Madeira. Para
essa afirmacdo, o autor considerou as distancias genéticas que descreveu entre as
espeécies estudadas, da ordem de 9-12%, valores também decritos por da Silva (1998),
Weksler (2001) e Leite (2013) para 0 DNAmt.

Adotando esses valores de distancia genética como diagndstico para espécies de
Proechimys, podemos considerar que as linhagens amostradas correspondem a 5
diferentes espécies, e observar: i) a primeira espécie é P. roberti (distancia de 12,4%-
14,6% para as demais) que apresentou duas linhagens intraespecificas, uma restrita a
area do Tapajos (distancia de 6,5% entre as linhagens); ii) o pertencimento do Grupo Il
(que tem os menores indices de diversidades entre os grupos) a espécie P. cuvieri ndo
pode ser afirmado, visto que ndo ha sustentacdo filogenética (baixos valores de
bootstrap) e os valores de distancias entre eles (9%) estdo no limite inferior da distancia
interespecifica considerada; iii) o grupo Il aparece como um ramo consistente, porém
sem relacdo apoiada com as espécies inseridas a partir do Genbank, sua relacdo com P.
guyanensis ndao se confirma, uma vez que esta espécie é restrita ao Norte da Bacia
Amazobnica e distou em 12% do Grupo IlI; iv) também ndo foram identificadas as
espécies correspondentes ao grupo VI e V, que indicam pertencer a duas espécies
diferentes, distantes em 12% entre si; v) no caso do Grupo 111 um dos haplétipos (H21)
é compartilhado por todos os animais coletados em uma ilha do Rio Tapajos (ver Figura
1) indicando um possivel efeito fundador.

De acordo com a distribuicdo dos haplétipos, é preciso observar que P. roberti
foi amostrado desde o Tapajos até o Parnaiba, area condizente com seu registro de
ocorréncia (LEITE & ROGERS, 2013). O Grupo V ocorreu desde a margem leste do
Tapajés até a margem esquerda do Araguaia-Tocantins. As demais espécies s6 foram
coletadas na area do Rio Tapajds, para a qual a literatura registra, alem de P. roberti,
também P. cuvieri e P. goeldi. Sequéncias de vouchers dessas Ultimas espéecies nao
estdo disponiveis, e sua inclusdo poderia resolver a classificacdo de um dos clados

encontrados em nossa analise filogenética, mas mesmo nesse cenarios as demais
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linhagens indicariam o registro de novas espécies ou a extensdo do registro de
distribuic@o para espécies conhecidas.

Estudos futuros poderéo adicionar mais informagdes e esclarecer melhor essas
relacdes, porém fica evidenciada a alta diversidade do Médio Tapajés, que tem sido
indicada por trabalhos como de Moraes-Barros et al. (2007) para Bradypus variegatus
(Mammalia) observando uma linhagem exclusiva dessa regido; Fernandes et al. (2013)
para Glyphorynchus spirurus (Aves) que relatou também linhagens evolutivas
independentes na area em questdo. Ainda Da Silva (2005) descreve oito regides de
endemismo na Amazonia para vertebrados, sendo a regido do Tapajés uma dessas areas.

Quanto a simpatria entre as especies, esta € comum para 0 género Proechimys,
para o qual ja foi descrita a ocorréncia de até quatro espécies simpétricas, como o caso
de P. goeldii, P. cuvieri, P. simonsi e P. longicaudatus. Dessa forma torna-se
complicada a identificacdo especifica somente com dados morfoldgicos, pois espécies
cripticas com ocorréncia em uma mesma regido podem ser desconsideradas,
subestimando a diversidade existente (GARDNER & EMMONS , 1984; PATTON,
1987;DA SILVA & PATTON, 1998; PATTON, 2000).

A elevada diversidade intraespecifica apontada para Proechimys roberti em
trabalhos baseados em dados morfométricos, cariotipicos e moleculares foi confirmada
pela nossa amostragem. Weskler et al., (2001) encontrou alta diferenciacdo
morfométrica para espécimes coletados na Amazonia e no Cerrado. Grupos cariotipicos
divergentes relacionados as areas geograficas sdo relatados por Machado et al., (2005),
com a descricdo de trés citétipos (dois para a regido do Mato Grosso e um para 0
Tocantins), indicando o Rio Xingu como barreira histérica na diferenciacdo desses dois
citotipos.

Leite e Rogers (2013) através do DNAmt (Cit b) indicam a formacdo de trés
clados para P. roberti, que diferenciaram-se no Plioceno Tardio, quando os Rios
Tapajos, Xingu, Araguaia-Tocantins tomaram seu curso atual. Estes teriam servido
como barreira para as populacdes e diferenciacbes posteriores teriam também
acontecido, segundo o autor, devido a eventos de erosdo que formaram areas de plateau
e depressdao em algumas bacias. A efetividade dos rios como barreiras seria assim
mostrada para P. roberti, como ja indicada para outros tdxons (HAYERS & SEWLAL
2004, EIZIRIK et al., 2001; FERNANDES, 2008; NASCIMENTO et al., 2011).

No presente estudo a grande divergéncia entre a Bacia do Tapajés e as demais

regibes foi também evidenciada, porém ndo se confirma a efetividade dos Rios
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Araguaia — Tocantins e Parnaiba como barreiras entre populacbes, uma vez que se
apresentam hapldtipos compartilhados entre suas margens. A distribuicdo geogréfica
dos hapl6tipos, no entanto, reproduz o padrdo de isolamento pela distancia, amplamente
descrito para roedores (ex. ROCHA et al., 2014; VISSER et al., 2014).

Concluséao

A variacdo genética observada para Proechimys da regido de transicdo entre os
dominios sudeste da Amazonia e norte do Cerrado confirma a alta diversidade do grupo
e chama atencdo para a necessidade de considerar a diversidade criptica existente nos
mais diversos grupos, especialmente na area de estudo, que apresenta altos indices de

diversidade bioldgica.
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