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RESUMO

As espécies do género Didelphis sdo conhecidas popularmente no Brasil como mucuras,
timbus e sarigués. Seis sdo endémicas das Ameéricas: cinco ocorrem na Ameérica do Sul
e uma na América do Norte (D. virginiana). As espécies desse género sao classificadas
em dois grupos: albiventris (gambés-de-orelhas-brancas) e marsupialis (gambés-de-
orelhas-pretas), das quais quatro ocorrem no Brasil (D. albiventris, D. imperfecta, D.
marsupialis e D. aurita). D. aurita é endémica da Mata Atlantica, D. albiventris é tipica
do Cerrado, D. marsupialis e D. imperfecta ocorrem na Amaz6nia. Devido as
semelhancas morfoldgicas, D. aurita e D. marsupialis sdo identificadas somente por
dados moleculares e morfométricos. Neste estudo, objetivou-se compreender os padroes
de distribuicdo e diversidade genética das espécies D. albiventris, D. marsupialis e D.
aurita de ocorréncia no Nordeste brasileiro, a fim de se inferir quanto a sua
problemética taxondmica e biogeografica. Para tanto, analisaram-se (n=63) amostras
das espécies D. albiventris (n=52), D. marsupialis (n=8) e D. aurita (n=4) provenientes
de sete estados da regido Nordeste do Brasil: Alagoas, Sergipe, Pernambuco, Paraiba,
Ceara, Piaui e Maranhdo, compreendendo os biomas: Cerrado, Caatinga e Mata
Atlantica. Para obtengdo dos dados moleculares, fez-se extracdo do DNA a partir de
tecidos musculares, figado, pele e cauda e fez-se amplificacdo e sequenciamento dos
genes rRNA 16S, Citocromo b e Citocromo Oxidase |. Para a andlise dos dados,
utilizaram-se softwares especificos, bem como plataformas bioinforméticas de livre
acesso. Os dados gerados a partir dos trés marcadores moleculares foram eficientes e
revelaram o monofiletismo de D. albiventris para a regido Nordeste do Brasil, a
identificacdo de D. marsupialis para o Cerrado maranhense; confirmando, assim, sua
expansdo para o leste maranhense e uma linhagem distinta de D. aurita para a Mata
Atlantica alagoana. O estudo de populages para D. albiventris nos diferentes estados da
regido Nordeste e diferentes biomas ndo evidenciaram estruturagdo populacional
indicando auséncia de barreiras biologicas na area de distribuicdo analisada. Este estudo
permitiu ainda inferir quanto a simpatria dos grupos de Didelphis para as espécies D.

albiventris e D. marsupialis no Cerrado maranhense, registro raro para essas espécies.

Palavras-chave: Marsupiais, filogenia, distribuicdo geografica, divergéncia e simpatria



ABSTRACT

The species of the genus Didelphis are known popularly in Brazil as mucuras, timbus
and sarigués (opossum or possum in English for all of them). Six are endemic to the
Americas: five occur in South America and one in North America (D. virginiana). The
species of this genus are classified into two groups: albiventris (opossum-the-ears-
white) and marsupialis (opossums-of-ears-black), of which four occur in Brazil (D.
albiventris, D. imperfecta, D. marsupialis and D. aurita). D. aurita is endemic to the
Atlantic Forest, D. albiventris is typical of the Cerrado, D. marsupialis and D.
imperfecta occur in Amazonia. Due to morphological similarities, D. aurita and D.
marsupialis are identified only by molecular and morphometric data. In this study, it
was aimed to understand the distribution patterns and genetic diversity of the species D.
albiventris, D. marsupialis and D. aurita that occur in Brazilian Northeast, in order to
infer as to its taxonomic and biogeographic problems. For that, it were analyzed
samples (n=63) of the species D. albiventris (n=52), D. marsupialis (n=8) and D. aurita
(n=4) from seven states in the Northeast of Brazil: Alagoas, Sergipe, Pernambuco,
Paraiba, Ceara, Piaui and Maranhdo, comprising the biomes Cerrado, Caatinga and
Atlantic Forest. To get the molecular data, it was made DNA extraction from muscle
tissue, liver, skin and tail and there was amplification and sequencing of rRNA 16S
genes, Cytochrome b and Cytochrome Oxidase I. For the analysis of data, it were used
specific software programs as well as bioinformatics platforms of free access. The data
generated from the three molecular markers were efficient and showed the monophyly
of D. albiventris in the Northeast region of Brazil, the identification of D. marsupialis
for the Cerrado of Maranhdo; thereby confirming its expansion to the east of Maranh&o
and distinct lineage of D. aurita for the Atlantic Forest in Alagoas. The populations’
study for D. albiventris in different states in the Northeast and different biomes did not
evidence population structure indicating absence of biological barriers in the area of
analyzed distribution. This study also allowed inferring as the sympatry of Didelphis
groups for the species D. albiventris and D. marsupialis in the Cerrado of Maranhao,

rare record for these species.

Keywords: Marsupials, phylogeny, geographic distribution, divergence and sympatry.
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1. INTRODUCAO
1.1 Os Marsupiais do género Didelphis

Os marsupiais e 0s pequenos roedores formam o grupo de mamiferos mais
diversificados da regido neotropical, 0os quais participam ativamente da cadeia tréfica e do
processo de dispersdo de sementes na floresta, sendo considerados bioindicadores da
qualidade ambiental (BUENO, 2008). Entre os marsupiais, Didelphidae é a familia mais
representativa, compreendendo 95 das 102 espécies vivas do continente Americano
(GARDNER, 2008).

Espécies do género Didelphis, conhecidos popularmente como mucuras, timbds e
sarigués, sdo consideradas animais de porte médio e a massa corporal pode chegar a 2,5
quilogramas. Sdo marsupiais de modo de vida escanssorial, usando tanto o solo quanto o
extrato vertical médio para forragear, sua dieta é onivora e inclui desde frutos, pequenos
invertebrados e vertebrados como cobras, sapos e lagartos (LEITE et. al., 1996; REIS et al.,
2006). Estd envolvido na alimentacdo de grandes carnivoros e por isso um aumento
descontrolado da sua populacdo é um indicativo da auséncia de predadores naturais no
ambiente (CACERES et al., 2008).

Didelphis possui seis espécies endémicas das Américas, com uma Unica espécie
endémica da América do Norte (D. virginiana) (GARDNER, 2008). As espécies desse
género sdo divididas em dois grupos com base em um caracter morfologico a coloragdo da
orelha: albiventris (gambas-de-orelhas-brancas) e marsupialis (gambas-de-orelhas-pretas),
sendo que D. albiventris, D. imperfecta, D. marsupialis e D. aurita ocorrem no Brasil
(Figura 1) (GARDNER, 2008; SHIRALI, 2008). D. aurita € endémica da Mata Atlantica, D.
albiventris é tipica do Cerrado e Caatinga, e D. marsupialis e D. imperfecta ocorrem na
Amazonia (PAGLIA et al., 2012) (Figura 2). E mesmo sendo D. aurita e D. marsupialis
duas espécies distintas, a identificacdo preliminar das duas espécies de acordo com Emmons
e Feer (1997) ocorre pela distribuicdo geografica, portanto enquanto caracteres diagnose
somente e possivel distingui-las por dados moleculares e morfométricos (CERQUEIRA e
LEMOS 2000).

Entre os pequenos mamiferos D. marsupialis e D. albiventris sdo as duas espécies
mais comuns e bem sucedidas (DURANT, 2001). D. albiventris, por exemplo, € uma das
especies de mamiferos silvestres mais comuns encontrada em areas abertas do Brasil central
(FONSECA, 2003). Cantor et al. (2010) observou o consumo de uma ampla variedade de
espécies de plantas e sementes nas fezes de D. albiventris, com um nivel variavel de

germinacdo das sementes, um bom indicativo de sua participacao na disperséo de frutos. Em
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alguns estados do Brasil essa espécie se aproxima bastante da area urbana e por serem
considerado reservatérios de diversos parasitos, contribuem com a disseminacao de doencas
nessas areas (FONSECA, 2003).

Figura 1. Espécies de Didelphis que ocorrem na regido Nordeste do Brasil. A) D.

marsupialis (Fonte: Autora); B) D. aurita (Fonte: ASSIS, 2011); C) D. albiventris (Fonte:
Autora).
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Figura 2. Distribuicdo geografica das espécies do género Didelphis analisadas neste estudo.
A) A = D. marsupialis, @ = D. aurita; B) @ = D. albiventris.

Para o grupo marsupialis, por conter espécies bastante comuns no Brasil, ha varios
estudos que abordam sobre diversos temas como ecologia, biologia, reproducdo, associacéo
com parasitos entre outros (DURANT, 2001; TRUJILLO; ARBOLED, 2004; GRAIPEL,;
FILHO, 2006; SALVADOR et al., 2009; ARAUJO et al., 2012; RUEDA et al., 2013). Mas,
embora sejam morfologicamente similares poucos estudos visam caracterizar
molecularmente as duas espécies desse grupo, D. marsupialis e D. aurita, com a finalidade
de analisar suas relacGes filogenéticas.
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Estudos que abordam a diversidade genética das espécies de Didelphis foram
realizados por Shirai (2008), Assis (2011) e Sousa et al. (2012a) no bioma Mata Atlantica.
Porém, tais dados para o Cerrado e Caatinga ainda sdo incipientes, e consequentemente
devido a sua grande importancia no ambiente essas informac6es devem ser consideradas
para 0 manejo e conservacdo das especies. Além disso, raros sdo os relatos de D.
marsupialis no Cerrado (GARDNER, 2008; COSTA et al., 2012), dessa forma a
investigacdo das relacdes de parentesco filogenético para o grupo marsupialis é incompleta,

bem como a extensdo de sua distribuicéo.

1.2 Genes mitocondriais como ferramentas moleculares

O uso de marcadores moleculares fornece subsidios indispensaveis para estudos
biolégicos em diversas areas e firmam-se como ferramentas fundamentais na resolucao de
problemaéticas taxondémicas, sendo utilizados para a reconstrucao de filogenias (COSTA et
al., 2003; HAAG et al.,, 2007; CARVALHO et al., 2011; GIARLA; JANSA, 2014),
confirmacdo de taxons (VOSS et al.,, 2013; QUINTELA et al., 2014) e identificacdo e
prevencdo de crimes contra a fauna (FERREIRA et al., 2011; BRITO et al., 2015).

Os genes mitocondriais sdo bastante utilizados em analises filogenéticas e de
populagdes a fim de compreender a relagcdo de parentesco, as incertezas taxonémicas e a
variabilidade nas populages (TAKEHANA et al., 2003; NILSSON et al., 2003; TORRES,
2006; VOSS; JANSA, 2009; CARVALHO et al., 2009; ROCHA et al., 2012). Para esse
genoma a taxa de substitui¢cdo de nucleotideos ¢ alta ( WOLSTENHOLME; CLARY, 1985;
SPRINGER et al., 2001) e consequentemente possuem grande acumulo de mutagdes,
evoluindo mais rapido que genes nucleares, o que permite melhores inferéncias sobre
eventos biologicos recentes (MACHADO, 2006).

Em marsupiais o DNA mitocondrial € caracterizado pela presenca de 37 genes
distintos, sendo 22 codificadores de tRNA, dois de rRNA e 13 que codificam polipeptidios,
bem como uma regido ndo codificadora, a al¢a-D, bastante varidvel na maioria das espécies
(Figura 3) (JANKE et al., 1994). A molécula possui cerca 17.084 pb, destituida de introns,
sem regiBes duplicadas, com heranca materna e alto nimero de cépias por célula (JANKE et
al., 1994; BATISTA, 2001; SNUSTAD; SIMMONS, 2008).



16

0 F
> | ‘V
A e

\\/:/'/L ontrol 125

F\'\n\\
regton NN
165 N\
/ro \\;' L wur)

E
I
,N06 ND1

H

W\ o

/
—= Q
Didelphis virginiana M
NDS ND2
17084 bp
0 - A
(cun) L B LS C
(aGy) S~ ND4 /5/
col Y
ND4L
ATP8 (n-
ND3 coz2
COJATP \
Y j, v D 2 (UCN)
(7 K

Figura 3. DNA mitocondrial de marsupiais. Fonte: Janke et al., (1994).

Para esse estudo foram usados trés genes mitocondriais, 0 rRNA 16S, Citocromo b
(Cit b) e Citocromo Oxidase Subunidade I (COI) os quais possuem graus variaveis de
acumulos de mutacdes genéticas (WHITFIELD; CAMERON, 1998; JACQUES, 2005). O
gene rRNA 16S foi utilizado para definirmos os status especificos das espécies de
ocorréncia na APA Municipal do Inhamum, através do Citocromo b fez-se as analises
filogenéticas e o gene COI foi utilizado principalmente para identificar as espécies via
codigo de barras. O gene citocromo b e COIl foram usados também para analises
populacionais da espécie D. albiventris.

Os RNAs ribossdmicos no DNA mitocondrial garantem uma independéncia para este
genoma, uma vez que ndo é preciso importar essas moléculas do citoplasma (ABE et al.,
2007). O gene mitocondrial rRNA 16S tem sido utilizado em estudos envolvendo marsupiais
didelfideos, algumas informacGes podem ser verificadas em trabalhos desenvolvidos por
Burk et al. (1999) e Pavan (2009). Segundo Abe et al. (2007) o gene rRNA 16S é
considerado mais conservado que 0s genes gque codificam proteinas, no entanto apresenta
uma regido que possui variacdo suficiente para ser utilizada na reconstrucédo filogenética no
nivel de espécie.

O gene mitocondrial Citocromo b (Cit b) codifica uma das proteinas que formam o
complexo Il do sistema de fosforilagdo oxidativa mitocondrial, € uma proteina de

aproximadamente 380 aminoacidos, estavel e com uma taxa de evolugdo constante
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(MURRAY, 1994). E um dos genes mais amplamente sequenciados para os vertebrados, por
isso a dindmica evolutiva e a bioquimica dos produtos da proteina codificada sdo bastante
conhecidas, 0s seus niveis de divergéncia genética sdo filogeneticamente informativos e
improvaveis de serem severamente comprometidos pelo efeito da saturacdo envolvendo
substituicdes de nucleotideos (MEYER, 1994; JOHNS; AVISE, 1998).

Por apresentar essas caracteristicas 0 gene citocromo b é muito usado em estudos
moleculares de vertebrados (MURRAY, 1994; JOHNS; AVISE, 1998; FARIAS et al., 2001;
TAKEHANA et al., 2003; TORRES, 2006; MACHADO, 2006); mamiferos (HOFFMANN;
BAKER, 2001; BRADLEY; BAKER, 2001; BAKER; BRADLEY, 2006; MIRANDA,
2007; BARROS et al., 2009) e marsupiais (COSTA, 2003; STEINER; CATZEFLIS, 2004;
CARVALHO et al., 2009; GUTIERREZ et al., 2010; SOLARI, 2010; DIAS et al., 2010;
GIARLA et al., 2010; CARAMASCHI et al., 2011; CARVALHO et al., 2011; AGRIZZI et
al., 2012; NASCIMENTO et al., 2015), sendo principalmente empregado para esclarecer
relacdes filogenéticas entre as espécies (GUTIERREZ et al., 2010).

O gene Citocromo Oxidase subunidade | (DNA barcode) caracteriza-se por
apresentar sequéncias com baixa variacdo intraespecifica e alta variacdo interespecifica,
sendo atualmente utilizado como cddigo de barras de DNA, pois € muito eficaz na distingdo
de espécies muito préximas, como espécies cripticas (HEBERT et al., 2004a). Esse gene tem
suplementado diversos estudos bioldgicos, sendo usado de forma intermediaria, sem operar
diretamente nas relacbes filogenéticas com varios taxons e sem atuar na genética de
populacdes, mas sim na finalidade de delimitacdo de espécies (HAJIBABAEI et al., 2007).

O DNA barcode foi desenvolvido a fim de auxiliar a taxonomia tradicional, pois o
grande nimero de espécies aliado a alta plasticidade fenotipica e a falta de profissionais
experientes dificulta a identificacdo de novas espécies (BESANSKY et al., 2003; HEBERT
et al., 2003; BALL et al. 2005; BARRETT; HEBERT, 2005). Os fragmentos sequenciados
do gene COI sdo enviados para a plataforma universal, Barcode of Life Database — BOLD,
de livre acesso, onde ocorre 0 gerenciamento e analise das amostras para a identificagdo das
espécies (RATNASINGHAM; HEBERT, 2007). Atualmente o gene COIl é amplamente
utilizado para identificar espécies de animais invertebrados (HOGG; HEBERT, 2004;
BROWER, 2006; COSTA et al., 2007) e vertebrados (HEBERT et al., 2004b; WARD et al.,
2005; CLARE et al., 2006; MULLER et al., 2013), inclusive marsupiais (BORISENKO et
al., 2008; AGRIZZI et al., 2012).
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1.3 Distribuicdo das espécies D. albiventris, D. marsupialis e D. aurita nos diferentes
biomas do Nordeste: Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica e suas caracteristicas e
estado de conservacgao

Os trés principais biomas do Nordeste brasileiro - Cerrado, Caatinga e Mata
Atlantica - vem sofrendo diversas agressdes principalmente antrdpica, consequentemente se
faz necessario estudos com a finalidade de caracterizar sua biodiversidade.

As trés espécies analisadas neste estudo ocorrem na regido Nordeste do Brasil, D.
albiventris, por exemplo, distribui-se no Nordeste nos biomas Cerrado, Caatinga e Mata
Atlantica, sendo, portanto uma espécie com provavel distribuicdo em todos os estados dessa
regido (Paglia, et al., 2012). D. marsupialis ocorre na Amazonia maranhense, mas também
pode ser encontrada em zonas de transicdo entre a Amazonia e o Cerrado, sendo, portanto
uma espécie que pela sua distribuicdo geografica deveria ocorrer na regido Nordeste apenas
no estado do Maranhd&o, Unico estado do Nordeste que possui vegetacdo amazonica (Bezerra
et al., 2009; Paglia et al., 2012), a espécie D. aurita é endémica da Mata Atlantica ocorrendo
assim somente nos estados localizados na parte leste da regido Nordeste como: Rio Grande
do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, pois estes ainda possuem

vestigios de Mata Atlantica em seus territorios (Paglia, et al., 2012) (Figura 2).

1.3.1 Cerrado

O Cerrado segundo maior bioma do Brasil em extensdo, atras apenas da Amazonia,
possui 2.036.448 km?2 correspondendo a 23,9% do territorio brasileiro, ocupa areas de 12
estados (Distrito Federal (100%), Goias (97%), Tocantins (91%), Maranhdo (65%), Mato
Grosso do Sul (61%), Minas Gerais (57%), Mato Grosso (39%), Piaui (37%), Sdo Paulo
(32%), Bahia (27%), Parand (2%) e Rondo6nia (1%)) (IBGE, 2014). Em relacdo as
caracteristicas fitofisiondmicas do Cerrado brasileiro, os estados do Nordeste com maior
representatividade deste bioma sdo: Bahia, Maranhdo e Piaui, nos demais estados ha apenas
enclaves como a Chapada Diamantina, Chapada do Araripe e Serra da Ibiapaba (WALTER,
2006).

Quanto a sua floristica o Cerrado contém mais 7.000 espécies de plantas herbaceas,
arbustivas, arbdreas e cip0s, para a sua fauna séo conhecidas mais 830 espécies de aves, pelo
menos 199 espécies de mamiferos, 1.200 espécies de peixes, 180 espécies de repteis e 150
espécies de anfibios (KLINK; MACHADO, 2005). Segundo Bezerra et al., (2009) os
pequenos mamiferos ndo-voadores (roedores e marsupiais) compreendem a maioria das suas

espeécies endémicas.
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Acbes antropicas como queimadas, incéndios florestais, expansdo das pastagens
plantadas de lavouras comerciais (soja, milho, arroz, café, feijdo e mandioca), representam
cerca de 60% da sua area o0 que torna uma grande ameaca a biodiversidade desse bioma
(ANDRADE et al., 2002; ASSIS, 2015). Estima-se que 40% a 55% do Cerrado ja foram
desmatados e que este vai encolher mais 8%, com perdas de 160 mil quildmetros quadrados
até 2050 se as acBes destrutivas permanecerem no mesmo ritmo (FERNANDES; PESSOA,
2011).

1.3.2 A Caatinga

A regido do bioma Caatinga abrange uma area aproximada de 800.000 km?,
ocupando todo o estado do Ceara e partes dos estados do Rio Grande do Norte (95%),
Paraiba (92%), Pernambuco (83%), Piaui (63%), Alagoas (48%), Sergipe (49%), Bahia
(54%), Minas Gerais (2%) e Maranhdo (1%), este possui ecossistemas exclusivamente
brasileiros, composto por um mosaico de florestas secas e vegetagdo arbustiva (savana-
estépica), com enclaves de florestas Umidas (TABARELLI; SILVA, 2002; IBGE, 2014).

A biodiversidade da Caatinga é ampla sendo catalogadas 932 espécies de plantas
vasculares, sendo 380 endémicas e 20 géneros exclusivos, 185 espécies de peixes, 154
espécies de répteis e anfibios, 348 espécies de aves e 148 espécies de mamiferos (MMA,
2002; TABARELLI; SILVA, 2002). Entretanto, a Caatinga ainda € muito pouco conhecida,
existindo locais sem nenhuma informacdo e as acBes antrépicas como a exploracdo de
madeira para combustivel, destruicdo da vegetacdo nativa por praticas agricolas
inapropriadas e as queimadas, também vem modificando bastante a sua paisagem. Todas
essas acdes contribuem para a salinizacdo dos solos, aumentam a evaporacdo da agua e
acelera o processo de desertificacdo um dos principais desafios desse bioma (MMA, 2002;
CASTELLETTI et al., 2003).

1.3.3 A Mata Atlantica

A Mata Atlantica estende-se pelo litoral das regides do Nordeste, Sudeste e Sul do
pais, com uma extensdo de 1.110.182 km? correspondendo a 13% do territério do Brasil
(IBGE, 2014). Na regido Nordeste abrange as areas suavemente onduladas entre a Serra da
Borborema e 0 Oceano Atlantico, ocupando partes dos estados de Alagoas (52%), Sergipe
(51%), Bahia (19%), Pernambuco (17%), Paraiba (8%) e Rio Grande do Norte (5%)
(REGO; HOEFLICH, 2001; IBGE, 2014).
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A cobertura original da Mata Atlantica no Nordeste compreendia cerca de 255.245
kmz2, ocupando 28,84% do seu territorio, no entanto até o ano de 2006 o bioma nessa regido
ocupava uma area aproximada de 19.427 kmz, cobrindo uma area total de 2,21% de seu
territorio (TABARELLLI et al., 2006). De maneira geral, a vegetacdo da Mata Atlantica é
diversificada contendo cerca de 20 mil espécies, das quais 8 mil sdo endémicas, sua fauna
também é ampla com 1,6 milhGes de espécies de animais, sendo que para os mamiferos sao
registradas 261 espécies das quais 73 sdo endémicas, 620 espécies de aves, sendo 181
endémicas, 280 espécies de anfibios com 253 endémicas, 200 espécies de repteis dessas 60
sdo endémicas, apesar do seu territério bastante reduzido sua biodiversidade é comparada a
da Floresta Amazonica (CAMPANILI; PROCHNOW, 2006).

Os graves danos causados pela acdo antropica no bioma Mata Atlantica hd muito
tempo sdo conhecidos, seja pela ocupacdo humana desordenada, exploracdo de madeiras e
esséncias nativas, atividades de mineracdo, proximidade de polos industriais, especulagao
imobiliéria, construcdo de rodovias, barragens entre outros (COSTA, 1999). No Nordeste,
sdo verificadas também agressdes continuas, como a retirada de lenha para uso doméstico, o
corte de madeira para pequenas construcbes e a caca, principalmente em areas de
assentamentos ocupados sem orientacdo correta da conservacdo dos recursos naturais
(MELO; FURTADO, 2006).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

o Compreender os padrdes de distribuicdo e diversidade genética das espécies D.
albiventris, D. marsupialis e D. aurita no Nordeste brasileiro a fim de contribuir com
informacbes que gerem subsidios para resolver incertezas taxondmicas e distribuicdo

geografica.

2.2 Objetivos especificos

o Caracterizar e identificar as espécies D. albiventris, D. marsupialis e D. aurita
utilizando genes mitocondriais rRNA 16S, Citocromo b e COl,

o Inferir quanto aos padrfes de distribuicdo da diversidade genética das espécies D.
albiventris, D. marsupialis e D. aurita nos diferentes biomas do Nordeste brasileiro;

o Registrar os limites geograficos alcancados pelas espécies D. albiventris, D.

marsupialis e D. aurita.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de Estudo

22

Sete estados da regido Nordeste do Brasil: Alagoas, Sergipe, Pernambuco, Paraiba,

Ceard, Piaui e Maranh@o compreendendo os biomas: Cerrado (Maranhdo e Piaui), Caatinga

(Piaui, Cearad e Pernambuco) e Mata Atlantica (Pernambuco, Paraiba, Alagoas e Sergipe),

foram amostrados para as espécies D. albiventris, D. marsupialis e D. aurita (Tabela 1;

Figura 4). Os espécimes do Maranhdo foram coletados na Area de Protecio Ambiental

Municipal do Inhamum (APA Municipal do Inhamum), Caxias, MA, dos outros estados

foram provenientes de parcerias com cole¢des de outras IES, como UFPB, UFS, UFPI,

MPEG e USP.

Tabela 1. Localidades e biomas dos espécimes analisados neste estudo. O IBGE foi a fonte

para a identificacdo dos biomas de cada cidade (http://cidades.ibge.gov.br).

N° de Campo/Genes, Espécie Localidade Bioma
haplotipos
1 BC 663/2H1LbHI5CHS D. albiventris Caapord — PB Mata Atlantica
2 BC 2723H3bHEcH2 D. albiventris Barreira C. Branco | Mata Atlantica
3 BC 033H1bHIScHL D. albiventris Mataraca — PB Mata Atlantica
4 BC 043H3bHEcH2 D. albiventris Mataraca — PB Mata Atlantica
5 BC 053H3bH3cH2 D. albiventris Mataraca — PB Mata Atlantica
6 BC (Q73H3bHECcH2 D. albiventris Mataraca — PB Mata Atlantica
7 BC (08H3bH6cH2 D. albiventris Mataraca — PB Mata Atlantica
8 BC 123H1bH3cH4 D. albiventris Mataraca — PB Mata Atlantica
9  ALN 1612H1bH6CH4 D. albiventris Bonito — PE Caatinga
10 TNM 1623H1cH2 D. albiventris Trindade — PE Caatinga
11 TNM 1932H1bH6cH2 D. albiventris Trindade — PE Caatinga
12 TNM 57aHlcHz D. albiventris Trindade — PE Caatinga
13 TNM 583H1.cH3 D. albiventris Trindade — PE Caatinga
14 TNM 1803H1bH6.cH2 D. albiventris Trindade — PE Caatinga
15 TNM 443H2cH2 D. albiventris Trindade — PE Caatinga
16 TNM 593H1.cH6 D. albiventris Trindade — PE Caatinga
17 TNM 2323H1bH3.cH2 D. albiventris Arcoverde — PE Caatinga
18 BC 4183H1bHLcHL D. albiventris Arcoverde — PE Caatinga
19 BC 398?H1bH4cHL D. albiventris Arcoverde — PE Caatinga
20 BC 4352H1bH2cH1 D. albiventris Arcoverde — PE Caatinga
21 BC 5403HLbHScH2 D. albiventris Serra Talhada — PE | Caatinga
22 TNM 733H1cH3 D. albiventris Serra Talhada — PE | Caatinga
23 BC 4432H1LbH3cH2 D. albiventris Serra Talhada — PE | Caatinga
24 BC 4143H1bHScH2 D. albiventris Serra Talhada — PE | Caatinga
25 BC 4332HLbH6.cH2 D. albiventris Serra Talhada — PE | Caatinga
26 TNM 613H2cH2 D. albiventris Nascente — PE Caatinga
27 TNM 1903H1.cH3 D. albiventris Nascente — PE Caatinga
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28 TNM 1892H1bHS.cH2 D. albiventris Nascente — PE Caatinga

29 TNM 1273H1cHs D. albiventris Rio Grande — PE Caatinga

30 ALN 1473H4bH13,cH2 D. albiventris Ipojuca — PE Mata Atlantica
31 ALN 14g3H4bH12,cH2 D. albiventris Ipojuca — PE Mata Atlantica
32 ALN 1403H4bH12,cH2 D. albiventris Ipojuca — PE Mata Atlantica
33 T 4aHLbHEcH2 D. albiventris Quixada — CE Caatinga

34 T 5aHLbHOCH? D. albiventris Quixada — CE Caatinga

35 T 123HichH2 D. albiventris Quixada - CE Caatinga

36 T 103HLbHBCH2 D. albiventris Quixada — CE Caatinga

37 BC 5543HLbHT.cHT D. albiventris Santa Quitéria — | Caatinga

38 BC 5533LbHT.cHT D. albiventris Santa Quitéria — | Caatinga

39 BC 4512HLbH3cH2 D. albiventris Véarzea da Concei. | Caatinga

40 BC 32713H1bHI0CHS D. albiventris Rio G. do Piaui — | Caatinga

41 BC 3052HLbHILCH2 D. albiventris Rio G. do Piaui — | Caatinga

42 PNSC 082°H2 D. albiventris P. N. Sete Cidades | Caatinga

43 URC 05PH16.cH10 D. albiventris Urugui — PI Cerrado

44 PR 1454 D. albiventris Capela— SE Mata Atlantica
45 FN| gaHLbHI4cHL D. albiventris N. S. do Socorro — | Mata Atlantica
46 LLLS 123H1bH18CHS D. albiventris Caxias — MA Cerrado

47 LLLS 23H1LbHI7.cHe D. albiventris Caxias — MA Cerrado

48 DCN 23HLbHI8.cHIL D. albiventris Caxias — MA Cerrado

49 DCN 42H1bHI8.cH1 D. albiventris Caxias — MA Cerrado

50 DCN 392H1.bH18cHIL D. albiventris Caxias — MA Cerrado

51 DCN 442H5bH19.cH12 D. albiventris Caxias — MA Cerrado

52 DCN 463H5pH19.cHI2 D. albiventris Caxias — MA Cerrado

53 DCN 163H1pHLCHL D. marsupialis | Caxias — MA Cerrado

54 DCN 2713H1bH3cHL D. marsupialis | Caxias — MA Cerrado

55 DCN 252H1bHLcHL D. marsupialis | Caxias — MA Cerrado

56 DCN 472H1bHLcHL D. marsupialis | Caxias — MA Cerrado

57 DCN 55PH2.cH! D. marsupialis | Caxias — MA Cerrado

58 DCN 562H1bHLCHL D. marsupialis | Caxias — MA Cerrado

59 DCN 572HLbHLcHL D. marsupialis | Caxias — MA Cerrado

60 JFC 162HLbH2cHL D. marsupialis | Caxias — MA Cerrado

61 BC 2023HLbHLcHI D. aurita Murici — AL Mata Atlantica
62 BC 30°H2cH? D. aurita Murici — AL Mata Atlantica
63 *GU112884°H2 D. aurita Nova Vicosa —-BA | Mata Atlantica
64 *GU112798°8 D. aurita - Mata Atlantica

a: espécimes sequenciados para o gene rR

NAL6S e seus haplétipos correspondes; b: espécimes sequenciados para o gene Cit b e seus

haplétipos correspondes; c: espécimes sequenciados para o gene COIl e seus haplétipos correspondes; *: espécimes retirados do
GENBANK
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Figura 4. Mapa do Brasil mostrando os biomas: Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica e a

localizacdo dos espécimes analisados nesse estudo.

3.2 Métodos laboratoriais
3.2.1 Obtenc&o das amostras

As espécies coletadas na APA do Inhamum foram identificadas com base em
caracteres morfoldgicos utilizando chaves de identificacdo taxondmica especifica como:
Emmons e Feer (1997), Gardner (2008) e VVoss e Jansa (2009), confirmada por especialista e

depositada na colecdo de mastozoologia da UFPB onde receberam vouchers.

3.2.2 Técnica de Extracdo de DNA

O DNA total foi extraido de tecidos muscular, figado e pele da cauda usando
protocolo de fenol cloroformio (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) e visualizado em gel de
agarose a 1%. Este protocolo foi adaptado para microtubos de 1,5 ml e conteve as seguintes
etapas:
o Adicionou-se 20 mg de tecido muscular em um microtubo de 1,5 ml;
o Adicionou-se 600 pl de tampao de lise e 15 pl de RNAse. Incubou-se por 40 minutos a

37° C na estufa;
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o Adicionou-se 15 pl de proteinase K e agitaram-se delicadamente os tubos em um
agitador, a uma temperatura de 55° C por 30 minutos; deixou-se esfriar até a temperatura
ambiente;

o Adicionou-se 700 pl de fenol-cloroférmio-alcool-isoamil a uma concentracdo de
25:24:1, para precipitagdo de proteinas. Os tubos foram agitados delicadamente por cerca de
10 minutos;

o Centrifugou-se a 10.000 rotagdes por minutos (rpm) por 10 minutos;

o Transferiu-se cuidadosamente a camada superior formada apds a centrifugacéo para
um novo tubo de 1,5 ml;

e  Adicionou-se 700 pl de clorofémio-alcool-isoamilico a uma concentragdo de 24:1 e
agitou-se delicadamente por 10 minutos;

o Centrifugou-se a 10.000 rpm por mais 10 minutos;

o Transferiu-se a camada sobrenadante para um novo tubo de 1,5 ml;

o Adicionou-se 100 pl de acetato de sédio (AcNa) 3M pH 4.8 e 700 ul de isopropanol
(100%) para precipitacdo do DNA. A mistura foi agitada gentilmente até a visualizacdo da
nuvem de DNA;

o A mistura foi congelada a uma temperatura de -20° por 1 (uma) hora no minimo;

o Apo6s o congelamento, a mistura foi centrifugada por 10 minutos a 10.000 rpm, e
descartou-se o material sobrenadante cuidadosamente para ndo perder o pellet de DNA;

o Adicionou-se 200 pl de etanol a 70% e centrifugou-se por 5 minutos a 10.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado cuidadosamente para ndo perder o pellet de DNA,;

o Colocou-se o tubo aberto na estufa a 37° C por cerca de 30 minutos, para a completa
evaporacdo do alcool;

o Adicionou-se 25 pul de agua de injecdo para hidratar;

o Visualizou-se 0 DNA em gel de agarose a 1% em uma proporcao de 3ul do tampéo
(azul de bromofenol e xilenocianol) para 5 pl de DNA.

3.2.3 Tecnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
Para o isolamento e amplificacdo dos genes rRNA 16S, Citocromo b (Cit b) e
Citocromo Oxidase subunidade I (COI) empregou-se a técnica de Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR) usando os primers especificos (Tabela 2).
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Tabela 2. Genes e primers utilizados nesse estudo, com seus respectivos autores.

Genes Primers Autores
16SL1: 5 GCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC 3 .
rRNA 16S Palumbi et al. (1991)
16SH2: 5> CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 3’
] MVZ5: 5 CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG 3’ .
Citb Smith e Patton (1993)
MVZ16: 5> AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT 3’
LCO1490: 5> GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’
COl Folmer et al. (1994)
HCO2198: 5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

Para os trés genes as reagdes de PCRs foram realizadas em um volume final de 25 pl

utilizando os seguintes reagentes:
4 ul de DNTPs (1,25 M) (nucleotideos);

2,5 ul de solugédo tampéo (10X);
0,5 ul de solucdo de MgCI2 (50 mM);
1 pl de DNA (250 ng/pl);

0,25 pl de cada primer (200 ng/ul);

0,20 pl da enzima Taq polimerase (5U/ul);

Agua de injecdo para completar o volume final da reago.

Cada gene possui protocolo de amplificacdo especifico que sdo realizados em um

termociclador, esses protocolos estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Protocolos de Amplificaces através da reacdo em Cadeia da Polimerase (PCRS)
dos genes rRNA 16S, Cit b, COLl.

Genes Desnaturacéo Inicial | Ciclos | Desnaturag¢do | Hibridizacdo Extensdo Extensdo Final

rRNA 16S 94°C/3min 25 94°C/1min 50°C/1min 72°C/2min 72°C/10min
Citb 94°C/3min 30 94°C/1min 45°C/1min 72°C/2min 72°C/10min
col 94°C/3min 40 94°C/45seg 48°C/45seg | 72°C/1min30seg 72°C/3min

3.2.4 Sequenciamento Genético

Os produtos da PCR foram purificados usando a enzima ExoProStar 1-Step (GE

Healthcare) de acordo com o protocolo do fabricante, em seguida foram submetidas a reagéo

de sequenciamento usando o método de didesoxitermial (SANGER et al., 1977) com o kit

BigDye Terminator 3.1 (Applied Biosystems) durante 30 ciclos de 96°C por 15s, 50°C por
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15s, 60° C por 4 min. Apds fez-se a precipitacdo em EDTA/Sbdio acetato/etanol através do
seguinte protocolo:

o Submeteu-se a placa a um spin (centrifuga de placa);

o Adicionou-se 2,5ul de EDTA (125 mM);

o Vedou-se a placa e submeteu-a a um spin;

o Adicionou-se 30ul de Etanol 100%;

o Vedou-se a placa e misturou-se invertendo de 4-5x;

o Envolveu-se a placa em papel aluminio e deixou-a em repouso a temperatura ambiente
por 15 minutos;

o Centrifugou-se a 4.000 rpm por 30 minutos;

o Inverteu-se bruscamente a placa para descartar o alcool e secar sobre papel absorvente;
o Centrifugou-se a placa invertida por 15 segundos a 1.150 rpm;

o Adicionou-se 30ul de Etanol a 70%;

o Vedou-se a placa;

o Centrifugou-se a 3.440 rpm por 15 minutos;

o Inverteu-se bruscamente para descartar o alcool e secou-se sobre papel absorvente;

o Centrifugou-se a placa invertida por 1 minuto a 1.150 rpm;

o Deixou-se a placa na estufa a 37° C por aproximadamente 10 minutos para evaporar o
excesso de alcool;

o Ressuspendeu-se a placa com Formamida (10ul) e submeteu-a a eletroforese através
de um sequenciador automéatico de DNA ABI 3500/Life Technologies (Applied

Biosystems).

3.2.5 Analises dos Dados

As sequéncias foram alinhadas usando o Clustalw (THOMPSON et al., 1994) usando
parametros padrdo e convertidos em formato Fasta. Quando necessario foram realizados
ajustes usando o editor de sequéncia BioEdit versdo 7.0.5.2 (HALL, 1999). As analises de
saturacdo dos dados foram avaliadas através da plotacdo do grafico de transicdo e
transversdo com o parametro de distancia Tamura-Nei no DAMBE versdo 5 (XIA, 2013). O
modelo evolutivo que melhor se ajustou aos dados, as reconstrugdes filogenéticas com
abordagens de Maxima Likelihood (ML), Maxima Parsimonia (MP), Neighbor-Joining (NJ)
e a matriz de divergéncia genética foram obtidos no MEGA 6.06 (TAMURA et al., 2013). A
diversidade haplotipica e nucleotidica foi estimada no DnaSP (ROSAS et al., 2003). A rede
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de haplotipos foi gerada no software NetWork versdo 4.6.1.2 (BANDELT et al., 2008). A
Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) e as analises das mutacfes encontradas nos
genes estudados através dos testes D (TAJIMA, 1989) e Fs de Fu (FU, 1997) foram
realizadas no programa Arlequim versao 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010). Utilizou-se a
plataforma BoldSystems v3 para plotar as sequéncias do gene COI e realizar a identificagdo
via codigo de barra de DNA. Duas sequéncias de D. aurita foram obtidas da plataforma
Genbank. As espécies Philander opossum e Philander frenatus, também obtidas do

Genbank, foram usadas como grupos externos.
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4 RESULTADOS
4.1 Analises do gene mitocondrial rRNA 16S

Para o gene rRNA 16S obteve-se 59 sequéncias sendo, sete de D. marsupialis do
Maranh&o bioma Cerrado, duas de D. aurita do bioma Mata Atlantica de Alagoas e 50 de D.
albiventris dos biomas Mata Atlantica, Caatinga e Cerrado, para os estados da Paraiba,
Piaui, Ceard, Sergipe, Pernambuco e Maranhdo, comtemplando. O fragmento de 546 pb
analisado mostrou 531 sitios conservados, 14 varidveis e cinco Informativos para a
Parcimonia, verificando-se nas analises oito hapldtipos, um para D. marsupialis, dois para
D. aurita e cinco para D. albiventris. A composi¢do nucleotidica revelou 26,0% de Timina,
21,3% de Citosina, 32,5% de Adenina e 20,3% de Guanina (Figura 5). O gréfico de
transicdo e transverssdo versus divergéncia genética ndo mostrou saturacdo dos dados
(Figura 6).

325
26,0
21,3 20.3
| I
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Figura 5. Composi¢do nucleotidica para o banco de dados do gene rRNA 16S.
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Figura 6. Transicdo e transversdo versus divergéncia genética para o gene rRNA 16S.
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Realizou-se a analise filogenética para esse gene empregando o modelo Tamura-3-

parametro com distribuicdo gama discreta (T92+G). A arvore filogenética para os métodos
de Maxima Parciménia (MP), Méaxima Likelihood (ML) e Neighbor-Joining (NJ) foram
geradas apenas com o0s hapldtipos e tiveram topologias similares, revelando dois clados, um

formado pela espécie D. aurita de Alagoas com 89/99/99% de bootstrap e outro pela espécie

D. albiventris com 68/85/88% de bootstrap, a espécie D. marsupialis mostrou-se como

grupo irmao de D. albiventris (Figura 7). A divergéncia intraespecifica para D. aurita foi de

0,2% e para D. albiventris variou de 0,2 a 0,6%. A divergéncia interespecifica entre D.

marsupialis e D. aurita variou de 1,1 a 1,3%, entre D. marsupialis e D. albiventris variou de
0,9 a 1,5% e entre D. aurita e D. albiventris variou de 1,3 a 2,1% (Tabela 4). Os dados

através deste gene revelaram os status especificos de D. marsupialis e D. albiventris para o

Cerrado leste do Maranhdo, com isso amplia-se a distribuicdo geografica da espécie D.

marsupialis em 221 km e de D. albiventris em 186 km.
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Hap3 (D. albiventris) [5] MA
Hap4 (D. albiventris) [3] MA
Hap5 (D. albiventris) [2] CE
Hapl (D. albiventris) - [28] CA; [4] MA; [6] CE
Hap2 (D. albiventris) - [2] CA
— Hap1l (D. marsupialis) - [7] CE

| Hap. (0. auria) [1] - MA } |
89/99/99— Hap2 (D. aurita) [1] - MA

Philander frenatus

I
68/85/88
40/48/48

—
0.01

Figura 7. Arvore filogenética de Maxima Likelihood das espécies de Didelphis usando o
gene rRNA 16S, com valores de bootstrap para os métodos de MP, ML e NJ da esquerda
para a direita. Cada ramo esta identificado de acordo com a seguinte ordem de informacdes:
Hap=haplétipos; (Espécie) — [Quantidade de Espécimes]; Biomas: MA: Mata Atlantica; CA:
Caatinga; CE: Cerrado. Veja tabela 1.

Tabela 4. Matriz de divergéncia genética para Didelphis usando o gene rRNA 16S

empregando o modelo Tamura-3-parametro.

L - . Divergéncia (%)
Hap/Espécie - [Qnt. Espécimes] Biomas 1 2 3 4.5 6 7 89
1 Hapl (D. marsupialis) - [7] CE -
2 Hapl (D. aurita) [1] — MA 1,1
3 Hap2 (D. aurita) [1] - MA 1,3 0,2
4 Hapl (D. albiventris) - [28] CA; [4] MA; [6]CE |1,1 1,5 1,7
5 Hap2 (D. albiventris) - [2] CA 09 13 15 0,2
6 Hap3 (D. albiventris) [5] MA 1,3 1,7 19 0,2 04
7 Hap4 (D. albiventris) [3] MA 151921 04 06 0,2
8 Hap5 (D. albiventris) [2] CE 131719 0,2 04 04 0,6
9 Philander frenatus (KJ868146) 6,4 62 64 64 6,2 66 68 62 -

Identificacdo dos espécimes: Hap=haplotipos; (Espécie) — [Quantidade de Espécimes]; Biomas: MA: Mata
Atlantica; CA: Caatinga; CE: Cerrado. Veja tabela 1

4.2 Analises do gene mitocondrial Citocromo b

Nesse estudo foram analisadas 50 sequéncias do gene Cit b sendo oito de D.
marsupialis do bioma Cerrado, do estado Maranh&o, duas de D. aurita da Mata Atlantica
dos estados de Alagoas e Bahia (GU112884) e 40 de D. albiventris dos biomas Mata
Atlantica, Caatinga e Cerrado dos estados da Paraiba, Piaui, Ceara, Sergipe, Pernambuco e
Maranhdo. Um fragmento de 789 pb foi analisado, desses 708 foram conservados, 81
variaveis e 56 Informativos para Parcimdnia, sendo verificados trés haplotipos para D.

marsupialis, dois para D. aurita e 19 para D. albiventris. A composi¢ao nucleotidica foi de
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30,6% de Timina, 25,4% de Citosina, 31,1% de Adenina e 12,9% de Guanina (Figura 8). O
grafico de transicdo e transversdao versus divergéncia genética ndo mostrou saturacdo dos
dados (Figura 9).
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Figura 8. Composi¢do nucleotidica para o banco de dados do gene Cit b.
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Figura 9. Transicdo e transversao versus divergéncia genética para o gene Cit b.

O melhor modelo evolutivo para as andlises foi 0 Tamura-Nei com uma distribuigdo
gama discreta (TN93+G) o qual foi usado para gerar as arvores filogenéticas e a matriz de
divergéncia genetica apenas com os haplotipos. As arvores filogenéticas para os métodos de
Méaxima Parcimdnia, Maxima Likelihood e Neighbor-Joining mostraram topologias
similares, formando dois clados, um por D. marsupialis, como grupo irmdo de D. aurita
embora ndo suportado, o outro formado por D. albiventris fortemente suportado

independentemente do bioma (Figura 10).
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Hap 6 (D. albiventris) [4] MA; [4] CA
~Hap 11 (D. albiventris) [1] CA
Hap 3 (D. albiventris) [2] MA; [3] CA
~Hap 5 (D. albiventris) [3] CA
| Hap 12 (D. albiventris) [2] MA
| Hap 13 (D. albiventris) [1] MA
Hap 8 (D. albiventris) [2] CA
"Hap 9 (D. albiventris) [1] CA
|r Hap 1 (D. albiventris) [1] CA
Hap 2 (D. albiventris) [1] CA =
| Hap 4 (D. albiventris) [1] CA
Hap 14 (D. albiventris) [1] MA
Hap 15 (D. albiventris) [2] MA
~100/99/100 || - Hap 10 (D. albiventris) [1] CA
Hap 16 (D. albiventris) [1] CE
r Hap 17 (D. albiventris) [1] CE
Hap 18 (D. albiventris) [4] CE
— Hap 7 (D. albiventris) [2] CA
— Hap 19 (D. albiventris) [2] CE
Hap 1 (D. aurita) [1] MA =
68/68/47| [ Hap 2 (D. aurita — GU112884) [1] MA
68/68/67. Hap3 (D. marsupialis) [1] CE |
100/95/99.| Hapl (D. marsupialis) [6] CE
| Hap2 (D. marsupialis) [2] CE
Philander opossum (AJ628367)

—
0.02

Figura 10. Arvore filogenética de Méaxima Likelihood do género Didelphis, para o gene Cit
b usando 0 modelo Tamura-Nei, com os valores de bootstrap para os métodos de MP, ML e
NJ da esquerda para a direita. Cada ramo esta identificado de acordo com a seguinte ordem
de informacGes: Hap=haplotipos; (Espécie) — [Quantidade de Espécimes]; Biomas: MA:
Mata Atlantica; CA: Caatinga; CE: Cerrado. Veja tabela 1.

A divergéncia genética intraespecifica para D. marsupialis variou de 0,0 a 0,1%, para
D. albiventris variou de 0,0 a 1,5% e D. aurita alcancou 4,0%. A divergéncia interespecifica
entre D. marsupialis e D. aurita variou de 3,1 a 5,1%, entre D. marsupialis e D. albiventris
variou de 6,5 a 7,1% e entre D. aurita e D. albiventris a divergéncia variou de 5,1 a 6,3%
(Tabela 5). As filogenias geradas e as distancias genéticas observadas para esse marcador
revelam a especie D. albiventris formando um grupo monofilético para o Nordeste brasileiro

independente do bioma e indicam uma espécie diferente para o grupo de Didelphis de
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orelhas pretas no bioma Mata Atlantica para o estado de Alagoas, e a expansao geografica
de D. marsupialis para o bioma Cerrado no leste maranhense.

Gerou-se uma rede de haplotipos para a espécie D. albiventris nos diferentes biomas,
observou-se que dos 19 haplétipos analisados, 10 foram Gnicos. O bioma Mata Atlantica
apresentou seis haplotipos sendo quatro exclusivos (H12, H13, H14 e H15) e dois
compartilhados com a Caatinga (H3 e H6). Os hapldtipos H12 e H15 ocorreram duas vezes;
H13 e H14 ocorreram uma vez; H3 ocorreu cinco vezes; H6 oito vezes. No bioma Caatinga
observou-se 11 hapldétipos, sendo os haplétipos H1, H2, H4, H9, H10 e H11 unicos e
exclusivos para esse bioma, os haplotipos H5 ocorreram trés, os H7 e H8 ocorreram duas
vezes respectivamente, mas foram exclusivos para a Caatinga, os haplotipos H3 e H6
ocorreram cinco e oito vezes respectivamente e foram compartilhados com o bioma Mata
Atlantica. O bioma Cerrado apresentou quatro haplétipos exclusivos, os haplétipos H16 e
H17 ocorreram uma vez cada, 0 H18 ocorreu trés vezes e o H19 ocorreu duas vezes (Tabela
6 e Figura 11).



Tabela 5. Matriz de divergéncia genética para o gene Citocromo b usando o modelo Tamura-Nei, para as espécies analisadas neste estudo.
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Hap/Espécie - [Qnt. Espécimes] Biomas

Divergéncia (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
1 Hapl (D. marsupialis) [6] CE -
2 Hap2 (D. marsupialis) [2] CE 0,0
3 Hap3 (D. marsupialis) [1] CE 01 01
4 Hap 1 (D. aurita) [1] MA 51 51 50
5 Hap 2 (D. aurita— GU112884) [1] MA 33 33 31 40
6 Hap 1 (D. albiventris) [1] CA 69 69 68 58 51
7 Hap 2 (D. albiventris) [1] CA 66 66 65 58 54 03
8 Hap 3 (D. albiventris) [2] MA; [3] CA 66 66 65 58 54 03 03
9 Hap 4 (D. albiventris) [1] CA 66 66 65 58 54 03 00 03
10 Hap 5 (D. albiventris) [3] CA 68 68 66 56 56 04 04 01 04
11 Hap 6 (D. albiventris) [4] MA,; [4] CA 66 66 65 58 54 03 03 00 03 01
12 Hap 7 (D. albiventris) [2] CA 67 67 66 63 55 08 08 05 08 06 05
13 Hap 8 (D. albiventris) [2] CA 68 68 66 60 53 04 04 01 04 03 01 06
14 Hap 9 (D. albiventris) [1] CA 68 68 66 60 53 04 04 01 04 03 01 06 00
15 Hap 10 (D. albiventris) [1] CA 69 69 68 61 57 08 08 05 08 06 05 10 06 06
16 Hap 11 (D. albiventris) [1] CA 68 68 66 60 56 04 04 01 04 03 01 06 03 03 06
17 Hap 12 (D. albiventris) [2] MA 68 68 66 56 56 04 04 01 04 03 01 06 03 03 06 03
18 Hap 13 (D. albiventris) [1] MA 68 68 66 56 56 04 04 01 04 03 01 06 03 03 06 03 00
19 Hap 14 (D. albiventris) [1] MA 68 68 66 56 53 o01 01 O01 O01 03 O0O1 06 03 03 06 03 03 03
20 Hap 15 (D. albiventris) [2] MA 68 68 66 56 53 01 01 O01 O01 03 01 06 03 03 06 03 03 03 00
21 Hap 16 (D. albiventris) [1] CE 66 66 65 58 54 05 05 03 05 04 03 08 04 04 03 04 04 04 04 04
22 Hap 17 (D. albiventris) [1] CE 71 71 69 63 56 07 09 O7 09 08 oO7 12 08 08 06 08 08 08 08 08 04
23 Hap 18 (D. albiventris) [4] CE 69 69 68 61 57 08 08 O05 08 07 05 10 O7 O7 05 07 07 07 07 07 03 01
24 Hap 19 (D. albiventris) [2] CE 69 69 68 61 57 10 10 08 10 09 08 13 09 09 13 09 09 09 09 09 10 15 13
25 Philander opossum (AJ628367) 140 140 141 152 14,0 155 150 155 150 157 155 150 153 153 151 157 157 157 153 153 150 153 150 155 -

Identificacdo dos espécimes: Hap=hapl6tipos; (Espécie) — [Quantidade de Espécimes]; Biomas: MA: Mata Atlantica; CA: Caatinga; CE: Cerrado. Veja tabela 1



36

Tabela 6. Ocorréncia dos haplétipos de D. albiventris nos diferentes biomas da regido

Nordeste, com base no gene Citocromo b.

Sitios Informativos

22222344455555566666777

NH 522569612703457801347258 Freq Biomas
239025152552404673160441

H1 CTTCCACTCACTCTCTCCCTTTTC 1 CA

H2 O T 1 CA

H3 B c...T 5 CAe MA
H4 CLL T e 1 CA

H5 .C..... C......... C.... 3 CA

H6 B cC.... 8 MA

H7 Cooo oo T....C.T.CA..T 2 MA

H8 Cooii . T....C...T 2 CAe MA
H9 T T....C.... 1 MA
H10 .C...C...... TC....TC.... 1 MA

H11 C...... T.......... c...T 1 CA

H12 B CcC..CT 2 CA

H13 B c..C. 1 CA

H14 B 1 CA

H15 B T 2 CA

H16 Coooiiia. T..... TC.... 1 CE

H17 ... T..... T..... TC.C.. 1 CE

H18 .C....T..... T..... TC.C.. 3 CE

H19 TCCT..... G.C....T..C.... 2 CE

Biomas: MA: Mata Atlantica; CE: Cerrado; CA: Caatinga.
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Figura 11. Rede de haplotipos para D. albiventris relacionando os biomas da regido Nordeste,
para o gene Cit b. Os nimeros representam a posi¢do e a quantidade de mutacdes que separam

o0s haplotipos e o tamanho dos circulos é proporcional a frequéncia com que estes ocorrem.

Para a Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) utilizando o gene Cit b para a
espécie D. albiventris, tratou-se os dados como uma Unica populacdo para os diferentes
biomas da regido Nordeste. Os resultados indicaram 29.78% de variacao entre as populacdes e
70.22% dentro das populagdes, com um valor de Fst igual a 0.29783 e P igual a 0.00000,
altamente significativo (Tabela 7).

Tabela 7. Resultado da AMOVA de um Unico grupo nas populacdes de D. albiventris da
regido Nordeste, para o gene Cit b.

Tipo de Variagao Variagdo dos % de Variacdo Fsr Estatistico p*
componentes

Entre as populagdes 0.58953 29.78 0.29783 0.00000

Dentro das populagdes 1.38986 70.22

*Valores de P, calculados aleatoriamente com 1.023 permutaces.
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A diversidade genética foi estimada para a populacdo de cada bioma e foram
observadas diversidades haplotipicas variando de 0,750 para o Cerrado, a 0,926 para a
Caatinga. A diversidade nucleotidica variou de 0,00173 para a Mata Atlantica, a 0,00602 para
0 Cerrado. Com relacdo aos testes de neutralidade, o teste D (TAJIMA, 1989) ndo exibiu
valores de P significativos, ja o teste de Fs de Fu (FU, 1997) mostrou valor de P significativo
para as populacdes da Mata Atlantica e Caatinga (Tabela 8). Tanto os resultados das redes de
haplotipos quanto da AMOVA ndo mostram estruturacdo das populacdes de D. albiventris
nos diferentes biomas da regido Nordeste. Os testes de neutralidades revelam que as
populacdes da Mata Atlantica e da Caatinga estdo sendo influenciadas por algum parametro

demografico, seja decréscimo ou expansao populacional.

Tabela 8. Diversidade genética e testes de neutralidade nas populacBes de D. albiventris

analisadas na regido Nordeste, para o gene Cit b.

Populacdes N NH Diversidade Molecular Testes de Neutralidade

h n Teste D Teste Fs

Mata Atlantica 12 6 0,864 0,00173 1.22248* -2.39059
Caatinga 20 11 0,926 0,00364 -1.18209* -4.10430
Cerrado 8 4 0,750 0,00602 0.59751* 2.06933*
Populacdes agrupadas 40 19 0,933 0,00447 0.21263* -1.47518*

N: NUmero amostral; NH: NUmero de haplétipos; h: Diversidade haplotipica; z: Diversidade nucleotidica; (*) =
P>0,05

4.3 Analises do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Subunidade |

Para o gene COI obteve-se 63 sequéncias, sendo oito de D. marsupialis do bioma
Cerrado, estado do Maranhdo, trés de D. aurita do bioma Mata Atlantica, dos estados de
Alagoas e Espirito Santos (GU112798) e 52 de D. albiventris dos biomas Mata Atlantica,
Caatinga e Cerrado para os estados da Paraiba, Piaui, Ceara, Sergipe, Pernambuco e
Maranhdo. Um fragmento de 655 pb foi analisado, desses 596 foram conservados, 59 foram
variaveis e 44 informativos para parcimonia, verificando-se 16 haplotipos, um para D.
marsupialis, trés para D. aurita e 12 para D. albiventris. A composi¢do nucleotidica foi de
34,0% de Timina, 23,0% de Citosina, 28,0% de Adenina e 15,0% de Guanina (Figura 12). O
gréafico de transigdo e transversdo versus divergéncia geneética gerado, ndo revelou saturagdo
dos dados (Figura 13).



39

34,0
28,0
o 23,0
L
I 150
T C A

Nucleotideos

Figura 12. Composi¢do nucleotidica para o banco de dados do gene COI.
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Figura 13. Transicao e transversao versus divergéncia genetica para o gene COI.

As sequéncias do gene COI dos diferentes estados foram plotadas na plataforma
BoldSystems e obteve-se a identifcacdo da espécie D. albiventris com similaridade variando
de 99,34% para o estado da Paraiba a 100% para o estado do Maranh&o, nos trés diferentes
biomas analisados (Figura 14). D. marsupialis de ocorréncia no Maranhdo obteve uma
similaridade de 99,07% com D. marsupialis, 98,56% com D. aurita e 97,64% com D.

virginiana o que confirma o status de D. marsupialis para 0 Maranhdo (Figura 15). D. aurita
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de Alagoas teve uma similaridade de 96,94% com D. marsupialis e 96,46% com D. aurita,
essas similaridades sdo baixas para garantir uma identificacdo via codigo de barra de DNA
para os espécimes analisados (Figura 16). Dessa forma, os resultados obtidos na plataforma
Boldsystems foram eficientes para identificar as espéecies D. albiventris e D. marsupialis de
ocorréncia na regido Nordeste e apontar para uma espéecie, morfologicamente pertencente ao

grupo marsupialis, diferente de D. aurita e D. marsupialis na Mata Atlantica alagoana.

100,2 —e— Chordata
100 100 100 100 100 100 .
—— Mammalia
100
—&— Didelphimorphia
99,8 —&— Didelphidae
—&— Didelphis
99,6 —0O—D. albiventris SE (MA)
—@—D. albiventris PE (CA)
99,4 —o—D. albiventris PB (MA)
99.2 —O—D. albiventris CE (CA)
’ —e—D. albiventris Pl (CA)
99 —@—D. albiventris MA (CE)

Figura 14. Identificacdo da espécie D. albiventris na plataforma BoldSystems v3, através do
gene COI para a regido Nordeste do Brasil. SE, PE, PB., CE, Pl e MA: Estados brasileiros.
Entre parénteses os biomas MA (Mata Atlantica), CA (Caatinga) e CE (Cerrado).

1005 100 100 100 100 100

100 —e— Chordata
—&— Mammalia
99.5 99,07
99 98.56 —@— Didelphimorphia
98,5 —&— Didelphidae
98
97,64 _g— Didelphis
97,5
9 —O— D. marsupialis MA (CE) - D. marsupialis
7
96.5 —@— D. marsupialis MA (CE) - D. virginiana
96 —@— D. marsupialis MA (CE) - D. aurita

Figura 15. Identificagdo da espécie D. marsupialis na plataforma BoldSystems v3 através do
gene COI para a regido Nordeste do Brasil. MA: Estado brasileiro. Entre paréntese o bioma

Cerrado.
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—&— Didelphimorphia
98
96,94 —o— Didelphidae
97 96,46
—&— Didelphis
96 . -
—@—D. aurita AL (MA) - D. marsupialis
% —0—D. aurita AL (MA) - D. aurita
94

Figura 16. Identificacdo de uma espécie diferente de D. aurita e D. marsupialis na Mata
Atlantica alagoana através da plataforma BoldSystems v3 a partir do gene COIl. AL: Estado

brasileiro. Entre paréntese o bioma Mata Atlantica.

Para as analises filogenéticas utilizou-se o modelo evolutivo Tamura-Nei com
distribuicdo gama discreta (TN93+G). Os diferentes métodos de Maxima Parcimonia,
Maxima Likelihood e Neighbor-Joining utilizados para gerar as arvores filogenéticas, apenas
com os hapldétipos, revelaram topologias similares com trés clados. Um formado por D. aurita
da Mata Atlantica (Alagoas) com 99/99/100% de bootstrap, outro por D. aurita e D.
marsupialis 96/88/96% e outro por D. albiventris com 99/100/100% (Figura 17).

A divergéncia genética intraespecifica para D. aurita variou de 0,2 a 4,2%, para D.
albiventris a divergéncia variou de 0,2 a 1,0%. A divergéncia interespecifica entre as espécies
D. marsupialis e D. aurita variou de 2,4 a 4,5%, entre D. marsupialis e D. albiventris variou
de 5,2 a 6,4% e entre D. aurita e D. albiventris a variacdo foi de 4,9 a 6,8% (Tabela 9). A
magnitude das divergéncias genéticas e as arvores filogenéticas reforcam o encontrado na
plataforma Boldsystems, indicando uma espécie na Mata Atlantica de Alagoas diferente das

espécies D. aurita e D. marsupialis.



42
(Hap 1 (D. albiventris) — [2] MA; [3] CA
Hap 9 (D. albiventris) — [1] MA
Hap 2 (D. albiventris) — [8] MA; [19] CA
Hap 4 (D. albiventris) — [2] MA; [1] CA
Hap 3 (D. albiventris) — [3] CA
Hap 6 (D. albiventris) — [1] CA I
Hap7 (D. albiventris) — [2] CA

— Hap 10 (D. albiventris) — [1] CE
Hap 8 (D. albiventris) — [1] CA,; [2] CE

Hap 5 (D. albiventris) — [1] CA
— Hap 12 (D. albiventris) — [2] CE

—_—

96/88/96 | Hap 1 (D. marsupialis) — [8] CE } I
| Hap 3 (D. aurita) — [1] MA
‘Hap 1 (D. aurita) - [1] MA } |
99/99/100L Hap 2 (D. aurita) - [1] MA

0,005
Figura 17. Arvore filogenética de Maxima Likelihood através do gene COl, para as espécies
D. albiventris, D. marsupialis e D. aurita, com valores de bootstrap para os métodos de MP,
ML e NJ da esquerda para a direita. Cada ramo esta identificado de acordo com a seguinte
ordem de informacGes: Hap=hapl6tipos; (Espécie) — [Quantidade de Espécimes]; Biomas:
MA: Mata Atlantica; CA: Caatinga; CE: Cerrado. Veja tabela 1.
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Tabela 9. Matriz de divergéncia genética usando o modelo Tamura-Nei para o gene mitocondrial COIl para as espécies analisadas.

Hap/Espécie — [Qnt. Espécimes] Biomas

Divergéncia %

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1 Hap 1 (D. marsupialis) — [8] CE -
2 Hap 1 (D. aurita) — [1] MA 4,3
3 Hap 2 (D. aurita) — [1] MA 45 0,2
4 Hap 3 (D. aurita) — [1] MA 24 40 42
5Hap 1 (D. albiventris) — [2] MA; [3] CA 6,2 58 60 6,6
6 Hap 2 (D. albiventris) — [8] MA; [19] CA 60 56 58 64 0.2
7 Hap 3 (D. albiventris) — [3] CA 58 54 56 6,2 03 0,2
8 Hap 4 (D. albiventris) — [2] MA, [1] CA 58 58 60 66 03 02 03
9 Hap 5 (D. albiventris) — [1] CA 54 51 52 58 07 05 03 07
10 Hap 6 (D. albiventris) — [1] CA 62 58 60 66 03 02 03 03 07
11 Hap7 (D. albiventris) — [2] CA 60 56 58 64 05 03 05 05 05 05
12 Hap 8 (D. albiventris) — [1] CA; [2] CE 56 52 54 60 05 03 05 05 02 05 03
13 Hap 9 (D. albiventris) — [1] MA 64 60 62 68 02 03 05 05 08 05 0,7 0,7
14 Hap 10 (D. albiventris) — [1] CE 58 54 56 62 07 05 o077 07 03 03 05 02 08
15 Hap 11 (D. albiventris) — [3] CE 54 54 56 62 07 05 o7 07 03 07 05 02 08 03
16 Hap 12 (D. albiventris) — [2] CE 52 49 51 56 08 07 O5 08 05 08 07 07 10 08 08

17 Philander opossum

126 138 136 118 136 134 132 136 12,7 136 133 129 139

13,1 129 130 -

Identificacdo dos espécimes: Hap=hapl6tipos; (Espécie) — [Quantidade de Espécimes]; Biomas: MA: Mata Atlantica; CA: Caatinga; CE: Cerrado. Veja tabela 1



44

Gerou-se uma rede de haplotipos para a espécie D. albiventris com as popula¢es dos
diferentes biomas da regido Nordeste através do gene COI, onde se observou 12 haplotipos.
No bioma Mata Atlantica foram encontrados quatro haplétipos, sendo trés compartilhados
com o bioma Caatinga: H1, H2 e H4 que ocorreram trés, 27 e cinco vezes respectivamente, e
um exclusivo para esse bioma, o haplétipo H9. O bioma Caatinga foi representado por oito
haplétipos, sendo os haplétipos H1, H2 e H4 compartilhados com a Mata Atléantica, o H8
ocorreu trés vezes e foi compartilhado com bioma Cerrado, os demais foram exclusivos para
esse bioma, o haplotipo H3 ocorreu trés vezes, o H7 ocorreu duas vezes e os H5 e H6 que
ocorreram uma vez cada. No Cerrado os hapl6tipos H10, H11 e H12 foram exclusivos para
esse bioma, apenas o haplétipo H8 foi compartilhado com a Caatinga (Figura 18 e Tabela 10).

Tabela 10. Ocorréncia dos haplotipos de D. albiventris nos diferentes estados e biomas da

regido Nordeste, com base no gene COI.

Sitios Informativos

2223345555
NH 60225810226 Freq. Biomas
78096886368
H1 CGTTCTCTCTA 3 CAeMA
H2 C... 27 CAeMA
H3 1 C... 3 CA
H4 L. c.c 3 CAeMA
H5 TA....TC 1 CA
H6 C....C.. 1 CA
H7 TC..T 2 CA
H8 T..... TC 3 CAeCE
H9 B 1 MA
H10 T.C...TC. 1 CE
H11 T..... TC.C. 3 CE
H12 .A.C..TCT.. 2 CE

Biomas: MA: Mata Atlantica; CE: Cerrado; CA: Caatinga
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Figura 18. Rede de haplétipos usando o gene COIl, para D. albiventris relacionando os
biomas da regido Nordeste. Os nameros representam a posicdo e a quantidade de mutacgdes
que separam os haplétipos e o tamanho dos circulos é proporcional a frequéncia com que

estes ocorrem.

Para a Analise de Variancia Molecular (AMOVA) através do gene COI para a espécie
D. albiventris, tratou-se os dados como uma Unica populacdo para a regido Nordeste. Os
resultados indicaram 38.41% de variacdo entre as populacbes e 61.59% dentro das
populagdes, com um valor de Fst igual a 0.38413 e P igual a 0.00000, altamente significativo
(Tabela 11).

Tabela 11. Resultado da AMOVA de um unico grupo para o gene COl, das populacgdes de D.
albiventris da regido Nordeste.

Tipo de Variagao Variacao dos % de Fst p*
componentes Variagao Estatistico

Entre as populac;(”)es~ 0.36950 38.41 0.38413 0.00000

Dentro das populagdes 0.59241 61.59

*Valores de P, calculados aleatoriamente com 1.023 permutaces.
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A diversidade molecular foi estimada através do gene COI para a populacdo de cada
bioma e foram observadas diversidades haplotipicas variando de 0,615 para o bioma Mata
Atlantica a 0,821 para o bioma Cerrado. A diversidade nucleotidica variou de 0,00125 para o
bioma Mata Atlantica a 0,00382 para o bioma Cerrado. Com relacdo aos testes de
neutralidade para as populacdes separadas o teste D (Tajima, 1989), ndo exibiu valores de P
significativos e o teste de Fs (Fu, 1997) apenas mostrou valor de P significativo para a
populacdo da Caatinga, indicando que somente essa populacédo estd sendo influenciadas por

parametros demogréaficos (Tabela 12).

Tabela 12. Diversidade genética e testes de neutralidade para o gene COl, das populacbes de

D. albiventris analisadas na regido Nordeste.

Populacdes N NH Diversidade Molecular  Testes de neutralidade

h 1 Teste D Teste Fs

Mata Atlantica 13 4 0,615 0,00125 -0.47825*  -0.94022*
Caatinga 31 8 0,617 0,00156 -1.21895*  -3.79512
Cerrado 8 4 0,821 0,00382 0.37458* 0.61346*
Populagdes agrupadas 52 12 0,717 0,00245 -0.44087*  -1.37396*

N: NUmero amostral; NH: NUmero de haplétipos; h: Diversidade haplotipica; z: Diversidade nucleotidica; (*) =
P>0,05
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5. DISCUSSAO

De acordo com Gardner (2008) e Assis (2011) na regido Nordeste do Brasil é
registrado dois grupos de espécies do género Didelphis: o grupo marsupialis com as espécies
D. marsupialis e D. aurita e o grupo albiventris com a espécie D. albiventris. As trés espécies
foram analisadas geneticamente neste estudo para diferentes biomas da regido Nordeste.

A composicao nucleotidica para os marcadores rRNA 16S, Cit b e COI revelou uma
menor concentracdo para Guanina corroborando com o estudo de Carvalho et al. (2011) com
o marsupial do género Monodelphis. A ndo saturacdo dos dados nesse estudo para os trés
genes esté de acordo com esse autor e evidencia um bom sinal filogenético para anélise.

Através do gene rRNA 16S foi confirmado a ocorréncia das trés especies, D.
marsupialis, D. aurita e D albiventris para o Nordeste brasileiro, com D. marsupialis e D.
albiventris ocorrendo no Cerrado maranhense, na APA municipal do Inhamum. Esse
resultado evidencia uma expansao geografica da ocorréncia da espécie D. marsupialis em 221
km, pois embora Paglia et al. (2012) considerem essa espécie como tipica da Amazénia, ha
registro da mesma na cidade de Barra do Corda, Maranhdo (GARDNER, 2008), onde
predomina o bioma Cerrado (IBGE, 2014), sendo os dados deste estudo os primeiros registros
desta espécie para o leste do estado. Este estudo ainda revela um evento raro, a ocorréncia de
simpatria entre as espécies D. marsupialis e D. albiventris (CACERES; MONTEIRO-FILHO,
1999), ampliando a distribuicdo de D. albiventris em 186 km, visto o registro mais a oeste de
sua distribuicdo pela regido Nordeste, ter sido a cidade de Sdo Jodo dos Patos, Maranhdo
localizada numa area de transicdo entre os biomas Cerrado e Caatinga (GARDNER, 2008;
IBGE, 2014).

5.1 Grupo Marsupialis

Para o grupo marsupialis foi evidenciado, independentemente do gene, a espécie D.
marsupialis como grupo irmdo da espécie D. aurita corroborando com o estudo
filogeografico de marsupiais da América do Sul realizado por Patton e Costa (2003).

A média de divergéncia genética para D. aurita neste estudo através do gene Cit b foi
de 4,0%, corroborando com Nascimento et al. (2014) em um estudo com o grupo marsupialis
de paises das Américas do Sul e do Norte, que obtiveram uma divergéncia de 4,4% para D.
marsupialis do México e Peru. Para outros didelfideos o resultado foi similar, a saber:
Thylamys pusillus com 5,1% (GIARLA et al., 2010), Caluromys philander 5,69% (COSTA et
al., 2003), Marmosops pinheiroi 6,3% (NASCIMENTO et al., 2015) e Monodelphis
peruviana 4,7% (CARVALHO et al., 2011).
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A divergéncia genética interespecifica entre D. marsupialis e D. aurita para o gene Cit
b neste estudo alcancou 5,1% (média de 4,15%) esta divergéncia é portanto um indicativo de
diferenciacéo dos taxons em dois grupos quando se considera Baker e Bradley (2006). Além
disso, o resultado esta de acordo com Patton e Costa (2003) que encontraram uma média de
divergéncia de 3,03% confirmando o status de D. aurita como proposto por Cerqueira (1985)
e Cerqueira e Lemos (2000) utilizando dados morfométricos.

De acordo com Baker e Bradley (2006) e Agrizzi et al. (2012) os niveis de
divergéncias genéticas intraespecificas, considerando o gene Cit b, variam bastante entre os
diferentes grupos de mamiferos, a saber: o marsupial Marmosops incanus pode atingir até
9,1% de divergéncia, no roedor Baiomys chega a 6,5% e no morcego Glossophaga atinge até
5,9%. Entretanto, adotando os niveis de divergéncia genética deste marcador, como um
indicativo para propor uma nova espécie bioldgica entre os mamiferos, Baker e Bradley
(2006) consideram uma distancia genética menor que 2% (<2%) como tipica de uma variacdo
intraespecifica e que a probabilidade de diferenciacdo em dois grupos aumenta quando é
encontrada uma divergéncia maior que 5% (>5%) e como um sinal de separacdo de dois
filogrupos quando € maior que 10% (>10%).

Neste estudo, através dos genes Cit b e COI verificou-se uma divergéncia
intraespecifica alta (alcancando 4,0% e 4,2% respectivamente) para a espécie D. aurita
quando é considerada a ocorréncia desta na Mata Atlantica alagoana, portanto isto é um
indicativo de uma espécie diferente de D. marsupialis e D. aurita neste bioma. Este resultado
corrobora com Shirai (2008) e Assis (2011) utilizando marcadores mitocondrial e nuclear, que
revelam uma nova linhagem para o estado de Alagoas. Sendo assim, sugere-se um estudo com
um maior numero amostral para D. aurita da Mata Atlantica alagoana a fim de confirmar ou
refutar a sua diferenciacao.

Diante da inferéncia de Baker e Bradley (2006) verifica-se que as distancias
encontradas para as espécies do grupo marsupialis neste estudo sdo altos para variaces
intraespecificas (>2%), no entanto quando excluimos D. aurita de ocorréncia no estado de
Alagoas, sdo baixos para diferencia-los em dois filogrupos (<5%) morfometricamente
diferentes (CERQUEIRA; LEMOS, 2000). Entretanto, como ndo ha evidéncias do contato
dessas duas espécies, uma vez que sao alopatricas, o isolamento reprodutivo é esperado, mas
ndo hd nenhuma informacdo que confirme seu total isolamento, embora se saiba que o
corredor de vegetacdo seca (areas mais abertas do Brasil Central) é um limitante no fluxo

génico entre as florestas tropicais da América do Sul (COSTA, 2003).
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O barcode gerado para a espécie D. marsupialis de ocorréncia no Cerrado maranhense
foi eficaz, pois mostrou uma similaridade acima de 99% o que garante a identificacdo do
taxon como D. marsupialis, corroborando com Ratnasingha e Herbet (2007). Para o gene
COl, a divergéncia interespecifica para o grupo marsupialis (sem incluir amostragem de
Alagoas) foi de 2,4% neste estudo, esta magnitude de divergéncia foi similar ao encontrado
por Cervantes et al. (2010) que foi de 2,7%, no entanto para uma divergéncia intraespecifica
(D. marsupialis do México). A baixa divergéncia revelada neste estudo para esses dois taxons
distintos € mais um indicativo da separacao recente dessas duas espécies alopatricas, isto foi
evidenciado com outro marcador molecular (Cit b) neste estudo e também por Assis (2011)
que afirma que a divergéncia entre D. marsupialis e D. aurita ocorrera por volta 600.000-
800.000 anos atras.

Quando se analisa D. aurita de ocorréncia na Mata atlantica alagoana com D. aurita
do Espirito Santo evidencia-se uma média de divergéncia de 4,1%, no entanto esta magnitude
de divergéncia é bastante similar a divergéncia interespecifica entre D. aurita de ocorréncia
na Mata atlantica alagoana e D. marsupialis (média de 4,4%) e bastante diferente da
divergéncia intraespecifica de D. aurita de ocorréncia na Mata atlantica alagoana (0,2%). 1sso
foi refletido nos valores de similaridades obtidos na plataforma Boldsystems, os quais foram
conclusivos (<97%) em diferenciar D. aurita de ocorréncia na Mata Atlantica alagoana das
demais D. aurita (96,46%) e D. marsupialis (96,94%) analisadas.

5.2 Grupo albiventris

As andlises para D. albiventris revelaram o monofiletismo dessa espécie de ocorréncia
na regido Nordeste do Brasil, corroborando com os dados morfolégicos para esse tdxon. Os
niveis de divergéncias genéticas foram baixos com uma média de 0,5% para os marcadores
Cit b e COlI, resultados esperados quando se trata de um mesmo tadxon para o grupo de
mamiferos (JONS; AVISE, 1998).

O cddigo de barra gerado para a espécie D. albiventris foi eficiente na identificacdo da
mesma para todos os biomas da regido Nordeste, uma vez que obedeceu ao principio do
"Consortium for the Barcode of Life" (CBOL - www.barcoding.si.edu) com similaridades
obtidas na plataforma Boldsystems superiores a 99%.

Segundo Gardner (2008), D. albiventris estd distribuido em habitats de Cerrado e
Caatinga, enclaves e zonas de transi¢cdo. A ocorréncia em simpatria de D. albiventris e D.
marsupialis no Cerrado maranhense também foi destacada por Costa et al. (2012) na APA do

Inhamum (espécimes utilizados nesse estudo), registro raro entre essas duas especies. No
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entanto, isto pode ser explicado pela grande diversidade de ambientes da area, que apesar da
predominancia do Cerrado, estd localizada em uma zona de transi¢cdo entre a Amaz6nia
maranhense e a Caatinga do Nordeste, favorecendo assim a uma fauna bastante diversificada
como apontado por Bezerra et al. (2012), Nascimento et al. (2015) e Olimpio et al. (2015). Os
registros de simpatria para o género Didelphis sdo incomuns, ha relatos apenas de Bezerra et
al. (2009) através de fezes de Chrysocyon brachiurus com vestigios de D. albiventris e
visualizacdo direta de D. marsupialis no Parque Nacional do Araguaia, uma zona de transicdo
entre a Amazonia e o Cerrado. Caceres e Monteiro-Filho (1999), Cervantes et al. (2010) e
Sousa et al. (2012b) relataram para duas espécies dos grupos marsupialis e albiventris nos
estados do Parana e Minas Gerais, Brasil e no México.

As redes de haplotipos geradas juntamente a AMOVA ndo revelaram estruturacédo
populacional para D. albiventris quando analisado nos diferentes biomas, isto € um indicativo
da auséncia de barreiras bioldgicas na area de distribuicdo analisada. Essa distribuicdo
geogréfica homogénea na regido Nordeste € verificada mais nitidamente quando se observa o
compartilhamento dos haplotipos entre os biomas, pois houve haplétipos compartilhados
entre a Mata Atlantica e a Caatinga, bem como, haplétipos compartilhados entre Cerrado e
Caatinga, no entanto, ndo houve compartilhamento de haplo6tipos entre Mata Atlantica e
Cerrado, isto pode ser explicado por a Mata Atlantica ter sido representada por espécimes do
leste da Paraiba, Sergipe e Pernambuco e o Cerrado pelo leste do Maranhéo e oeste do Piaui,
dois extremos da regidao Nordeste.

A AMOVA neste estudo mostrou valores de Fst baixos (29,78% e 38,41%)
reafirmando a auséncia de estruturacdo das populagbes de D. albiventris nos diferentes
biomas da regido Nordeste, diferindo do encontrado por Sousa et al. (2012a) ao analisar
populacdes dessa espécie no Brasil e inferir estruturacdo genética com dois grupos
geograficos, um para o estado de Minas Gerais e outro para o estado do Rio Grande do Sul
com valores de Fst de 93.6% e p = 0.000, altamente significativo. Para a espécie de marsupial
Monodelphis domestica, Carvalho et al. (2011) evidenciou uma estruturacdo populacional
entre os biomas Cerrado e Caatinga com Fst igual a 80,6% e 19 passos mutacionais separando
essas duas populaces, diferente do que foi observado no presente estudo, pois as espécies do
Cerrado ndo mostraram estruturacéo em relacdo aos outros biomas analisados.

Os resultados dos testes de neutralidades através dos genes Cit b e COI para as
populacgdes de D. albiventris ndo foram significativos para o teste D de Tajima. O teste Fs de
Fu para a populagdo do Cerrado também ndo foi significativo, no entanto a populacdo da

Caatinga apresentou valores significantes para os dois genes e a populacdo da Mata Atlantica
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mostrou valor significativo para o gene Cit b. Esses testes s@o utilizados para testar a auséncia
de selecdo em um conjunto de dados, se os valores forem significativos podem indicar que
alguns parametros demograficos estdo influenciando as populagdes, seja um decréscimo ou
expansdo populacional (TURCHETTO-ZOLET et al. 2013) dessa forma outros testes mais
precisos necessitaréo ser realizados para revelar essa instabilidade nas populagdes da Caatinga

e da Mata Atlantica.
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6. CONCLUSOES

Através deste estudo com os marcadores moleculares mitocondriais, rRNA 16S,

Citocromo b e COlI, foi possivel concluir que:

O género Didelphis estd representado no Nordeste pelos dois grupos propostos:
marsupialis e albiventris;

As espécies do grupo marsupialis estdo presentes tanto no Cerrado do Maranhdo quanto
na Mata Atlantica dos estados de Alagoas e Bahia;

Na Mata Atlantica alagoana ha um indicativo de uma espécie diferente de D. aurita e D.
marsupialis;

A espécie do grupo albiventris (D. albiventris) tem uma ampla distribuicdo geogréafica
sendo encontrada nos trés biomas da regido Nordeste do Brasil: Cerrado, Caatinga e
Mata Atlantica;

As populacGes da espécie D. albiventris ndo apresentam sinal genético de uma
estruturacdo populacional na regido Nordeste;

Dois grupos de Didelphis ocorrem simpatricamente em uma éarea do Cerrado
maranhense, registro incomum para essas espécies;

O registro de D. marsupialis e D. albiventris foi ampliado para novas areas de
ocorréncia no Meio-Norte do Brasil (Piaui e Maranhdo), ampliando suas distribuicdes

em 221 km e 186 km, respectivamente.
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