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Resumo

A familia Echimyidae Gray, 1825 ¢é a mais diversa dos roedores neotropicais, sendo um
exemplo de répida diversificagdo ecoldgica e fenotipica ao longo da histéria evolutiva.
Apresenta historia taxondmica confusa, com varios nomes genéricos propostos, diversos
abandonados, tornando os dados sobre a familia e géneros altamente instaveis. Entretanto,
recentes trabalhos envolvendo estudos morfométricos e filogenéticos tém esclarecido as
relagdes entre os membros da familia e o diagnéstico das espécies tem sido melhor
definido com o auxilio de dados cariotipicos. Dentro da familia Echimyidae, Proechimys é
0 género mais complexo e taxonomicamente pouco entendido. Por cerca de um século, foi
dividido em dois subgéneros: Trinomys restrito a Mata Atlantica e Proechimys distribuido
de Honduras ao sul do Paraguai. Somente em 1996, através de estudos baseados em
sequécias de DNA mitocondrial, Trinomys foi elevado a género. Trinomys, por sua vez, €
tratado como um dos géneros mais complexos no leste do Brasil. Os dados cariotipicos
presentes na literatura tem revelado que os géneros Proechimys e Trinomys abrigam uma
diversidade maior de taxons do que se reconhece, revelando a necessidade de uma
investigacdo utilizando ferramentas com bom poder discriminatério. O presente trabalho
teve como objetivo compilar, reinterpretar e determinar a diversidade cariotipica de
Trinomys e Proechimys, associando cariotipos a distribuicdo geografica e, por meio de
filogenias geradas por sequéncias de DNA de genes nucleares e mitocondriais, associar
clados e cariotipos. O primeiro capitulo aborda um estudo de filogenia molecular e
citotaxonomia de Trinomys, no qual cariétipos e sequéncias de 62 novos exemplares foram
somados aos disponiveis na literatura para recuperar filogenias moleculares utilizando os
genes citB e VWF, visando avaliar se o cariotipo € um bom marcador para a diagnose dos
taxons. Os cariotipos de T. paratus e T. setosus denigratus foram descritos pela primeira
vez. A reconstrucdo filogenética dos dados concatenados recuperou dez linhagens
evolutivas com alto suporte, cada qual associada as espécies de Trinomys. Os cariotipos
associados a cada clado sdo distintos entre si, ndo havendo compartilhamento de formas
cariotipicas entre as espécies. Os cariotipos idénticos, aliados a auséncia de monofiletismo
e baixos valores de divergéncia genética, ndo ddo suporte a manutencédo da divisdo entre T.
gratiosus gratiosus e T. g. bonafidei, bem como de T. albispinus minor e T. a. albispinus.
Entretanto, confirmam trés subespécies para T. setosus: T. s. setosus, T. s. elegans e T. s.
denigratus, recuperando o status de denigratus como subespécie valida. Assim, 0s

resultados obtidos reforcam a importancia dos dados cariotipicos na caracterizacdo das



espécies de Trinomys. O segundo capitulo investiga a varia¢do cariotipica em uma nova
espécie de Proechimys do grupo goeldii, sendo analisados 0s cariétipos e as sequéncias de
DNA mitocondrial de dois exemplares, um com 2n=15 e outro com 2n=17, e reconstruida
a filogenia molecular com vérios representantes de Proechimys, visando buscar evidéncias
para identificar o mecanismo de evolucdo cariotipica e a posi¢do filogenética desses
espécimes no género Proechimys. Verificou-se que os exemplares com 2n=15 e 2n=17
recuperam um clado monofilético dentro do grupo de espécies goeldii, com baixa
divergéncia intraclado (2,26%), distintos de P. goeldii e de P. longicaudatus, com
divergéncia intercalado de 12,78% e 12,06%, respectivamente. Ao contrario do que
sugerido na literatura, no qual se sugere que a variacdo cariotipica é devido a um sistema
multiplo de determinacdo do sexo do tipo XX:XY1Y,, com 2n=17 exclusivo a machos,
nossos dados associados a reinterpretacdo e analise de todos os dados cariotipicos
disponiveis na literatura, confirmou que se trata de um rearranjo em autossémicos,
presente em ambos 0s sexos, e que o cariotipo com 2n=17 seria resultado de um processo
de fusdo/fissdo dos pares 1 e 7 (a partir de um hipotético 2n=18 com todos os
Cromossomos acrocéntricos) e o cariotipo com 2n=16 seria a forma homomorfica com
rearranjo entre 1 e 7. Os cariétipos com 2n=15 e 2n=14 seriam as formas heteromorficas e
homomorficas, respectivamente, do rearranjo entre os pares 2 e 3. A divergéncia genética
desse clado é compativel com outros para divergéncia intraespecifica, envolvendo os
individuos com 2n=15 e 2n=17, e equivalente a espécie distinta das demais validas para
Proechimys. Os dados reforcam a associacdo desses exemplares com as espécies que
formam o grupo goeldii e ainda que devam pertencer a uma unidade taxonémica distinta,
ndo descrita para Proechimys. O terceiro capitulo avalia a utilizacdo do cariotipo como um
marcador especifico para o género Proechimys com a analise citogenética de 43 novos
exemplares, os quais foram incorporados aos disponiveis na literatura, permitindo a
compilacdo de 1125 exemplares cariotipados de Proechimys, com levantamento de 39
cariotipos a ele atribuidos. Também foi gerada uma filogenia molecular dos genes VWF e
citB, que recuperou treze linhagens evolutivas, sendo duas ainda ndo descritas para
espécies do género. Os caridtipos quando disponiveis foram associados a sua respectiva
sequéncia de DNA na filogenia a fim de verificar se o cariotipo esta associado aos clados
monofiléticos. O presente estudo mostrou a formacao de subclados em alguns taxons, com
alto suporte dentro de cada um desses grupos. Em P. cuvieri, o clado A (2n=28/FN=46)
apresentou 8,86% de divergéncia genética entre o clado B (2n=28/FN=48) e de 10,36% em

relagdo ao clado C (sem cariotipo associado), enquanto que o clado B divergiu em 3%, do



clado C, sugerindo que A (P. cuvieri, 2n=28/FN=46) é uma unidade taxonémica distinta de
B (2n=28/FN=48) e C, que devem representar uma espécie ainda ndo descrita. Em P.
longicaudatus, ocorreu a formacgéo de dois clados divergentes entre si em 10,75%, tendo o
clado associado ao cariotipo 2n=28/FN=50 identificado como P. longicaudatus, enquanto
que o associado a 2n=28/FN=48,50 deve pertencer a uma unidade taxondmica ainda nédo
descrita. Em P. roberti, o cariotipo 2n=30/FN=56 no clado A mostrou baixa divergéncia
em relacédo aos clados B (3,31%) e C (2,93%), mas alta divergéncia em relacdo ao clado D
(6,94%), associado ao cariétipo 2n=30/FN=56, com a morfologia do Gltimo par distinta do
citétipo A. Nossa analise sugere que o clado D, com distribuicdo disjunta, alta divergéncia
e caridtipo distinto deva corresponder a uma unidade taxondmica distinta. Proechimys
guyannensis se apresentou como a espécie mais complexa devido a grande diversidade
cariotipica associada a espécie. A filogenia mostrou trés subgrupos: A, B e C, com
relativamente baixa divergéncia, o clado B diverge em 2,45% do clado A, o clado C em
5,22% de B e o clado C em 5,49% de A. Embora baixa diversidade, a monofilia,
localizagdo geografica disjunta e os cariotipos distintos permitiram associar 0s cariotipos
de P. guyannensis: 2n=40/FN=50-52, para 0 Amapa, Guiana Francesa e Venezuela (clado
B); 2n=46/FN=50 para o leste do Amazonas, Roraima e Para (clado A) e 2n=38/52 ao
clado C para o extremo noroeste do Amazonas. Esse ultimo apresenta variagdes
cariotipicas marcantes e a maior divergéncia com os demais clados, podendo significar
uma barreira no intercruzamento desses individuos com os dos demais clados. Devido a
auséncia de resolucdo filogenético dos basal em P. guyannensis, baixo numero de
exemplares analisados molecularmente e cariotipados, esfor¢os adicionais sdo necessarios,
pois esse taxon pode representar um conjunto de espécies. Representantes de P. steerei ndo
foram cariotipados no presente estudo mas a revisao bibliografica permitiu associar cada
cariotipo a sua respectiva sequéncia. S&o reconhecidos os citotipos 2n=24/ FN=40-42, com
variacGes do FN devido a eventos de inversdo pericéntrica no par 3. Analise do presente
estudo indicou que ndo ha estruturacdo na distribuicdo dos cariotipos, podendo se
considerar a variacdo do FN dentro de P. steerei (FN=40, 41, 42) como um polimorfismo

cromossdmico, sendo FN=41 a forma intermediaria entre as duas homomorficas.

Palavras-chave: Proechimys, Trinomys, citogenética, cariotipo espécie-especifico,

filogenia molecular.



Abstract

The family Echimyidae Gray, 1825 is the most diverse of the neotropical rodents, being a
good example of rapid ecological and phenotypic diversification throughout the
evolutionary history. The taxonomic history is confused, with several generic names
proposed and others abandoned. However, recent works involving morphometric and
phylogenetic studies have clarified the relationships between family members and also the
karyotypes has been helpful to the diagnosis of the species. Within the Echimyidae family,
Proechimys is the most complex genus. For about a century, it was divided into two
subgenres: Trinomys restricted to the Atlantic Forest and Proechimys distributed from
Honduras to the south of Paraguay. Only in 1996, based on studies with mitochondrial
DNA sequences, Trinomys was elevated to gender. Trinomys, in turn, is treated as one of
the most complex genera in eastern Brazil. The karyotype data present in the literature
have revealed that the genera Proechimys and Trinomys harbor a greater diversity of taxa
than is recognized, revealing the need for an investigation using tools with good
discriminatory power. The present work aimed to compile, reinterpret and determine the
karyotype diversity of Trinomys and Proechimys, associating karyotypes to the geographic
distribution and, through phylogenies generated by DNA sequences of nuclear and
mitochondrial genes, associates clades and karyotypes. The first chapter addresses a study
of molecular phylogeny and cytotaxonomy of Trinomys, in which karyotypes and
sequences of 62 new specimens were added to those available in the literature to recover
molecular phylogenies using the citB and VWF genes, in order to evaluate if the karyotype
is a good marker for the diagnosis of taxa. The karyotypes of T. paratus and T. setosus
denigratus were described for the first time. The phylogenetic reconstruction of the
concatenated data recovered ten evolutionary lineages with high support, each associated
to a Trinomys species. The karyotypes associated with each clade were distinct from each
other, with no sharing of karyotype forms among species. Identical karyotypes, together
with the absence of monophyletic and low values of genetic divergence, do not support the
division of T. gratiosus into two subspecies (T. g. gratiosus and T. g. bonafidei), as well as
T. albispinus (T. a. minor and T. a. albispinus). However, we confirmed the three
subspecies for T. setosus: T. s. setosus, T. s. elegans and T. s. denigratus, recovering the
status of a valid subspecies for denigratus. Thus, the results obtained reinforce the
importance of karyotype data in the characterization of Trinomys species. The second

chapter investigates the karyotype variation in a new species of Proechimys from the
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goeldii group, and analyzed the karyotypes and mitochondrial DNA sequences of two
specimens, one with 2n=15 and one with 2n=17, and reconstructed the molecular
phylogeny with several representatives of Proechimys, aiming to find evidences to identify
the mechanism of karyotype evolution and the phylogenetic position of these specimens in
the genus Proechimys. It was verified that the specimens with 2n=15 and 2n=17 recovered
a monophyletic clade within the goeldii species group, with low intraclade divergence
(2,26%), distinct from P. goeldii and P. longicaudatus, with interclade divergence of
12,78% and 12,06%, respectively. Contrary to what has been suggested in the literature, in
which the karyotype variation is due to a multiple sex determination system of type XX:
XY1Y2, with 2n = 17 exclusive to males, our data associated with reinterpretation and
analysis of all karyotypic data available in the literature, confirmed that this is an
autosomal rearrangement, present in both sexes, and that the karyotype with 2n=17 would
be resulted of a fusion/fission process of pairs 1 and 7 (from a putative 2n=18, with all the
acrocentric chromosomes) and the karyotype with 2n=16 would be the homomorphic form
with rearrangement between 1 and 7. The karyotypes with 2n=15 and 2n=14 are
heteromorphic and homomorphic forms, respectively, of the rearrangement between the
pairs 2 and 3. The genetic divergence within this clade is compatible with others for
intraspecific divergence, involving individuals with 2n=15 and 2n=17, and equivalent to a
new species other than those valid for Proechimys. Our data reinforce the association of
this taxon to the goeldii species group and still deserves a formal species description. The
third chapter evaluates the use of the karyotype as a specific marker for the genus
Proechimys, with cytogenetic analysis of 43 new specimens, which were incorporated into
those available in the literature, allowing the compilation of 1125 karyotype specimens of
Proechimys, with a collection of 39 karyotypes The molecular phylogeny of the vVWF and
citB genes recovered thirteen evolutionary lineages, two of which have not yet been
described for species of the genus. The karyotypes, when available, were associated with
their respective DNA sequence in phylogeny in order to verify if the karyotype is
associated with the monophyletic clades. We showed the formation of subgroups in some
taxa, with high support. In P. cuvieri, clade A (2n=28/FN=46) presented 8,86% of genetic
divergence between clade B (2n=28/FN=48) and 10,36% in relation to clade C, with no
associated karyotype), whereas clade B differed by 3% from clade C, suggesting that A (P.
cuvieri, 2n=28/FN=46) is a taxonomic unit other than B (2n =28/ FN=48 ) and C, which
should represent a species still to be described. In P. longicaudatus, two clades diverged

from each other by 10.75%, and the clade associated with the 2n=28/FN=50 karyotype was
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identified as P. longicaudatus, while that associated with 2n=28/FN=48-50 should belong
to a taxonomic unit not yet described. In P. roberti, the karyotype 2n=30/FN=56 in clade A
showed low divergence in relation to clades B (3,31%) and C (2,93%), but high divergence
in relation to clade D (6,94%), associated with the karyotype 2n=30/FN=56, but the
morphology of the last pair is distinct from the cytotype in A. Our analysis suggests that
the clade D with disjunct distribution, high divergence and distinct karyotype should
correspond to a distinct taxonomic unit. Proechimys guyannensis presented as the most
complex species due to the great karyotypic diversity associated to this species. The
phylogeny showed three subgroups: A, B and C, with relatively low divergence, clade B
diverged in 2.45% of clade A, clade C in 5,22% of B and clade C in 5,49% of A. Although
low diversity, monophyly, disjunct geographical location and distinct karyotypes allowed
to associate the karyotypes of P. guyannensis: 2n=40/FN=50-52, for Amapa, French
Guiana and Venezuela (clade B); 2n=46/FN =50 to the east of Amazonas, Roraima and
Paré (clade A) and 2n=38/52 to clade C to the extreme northwest of Amazonas. The latter
presents remarkable karyotypic variations and the greater divergence when compared to
the other clades, could represents an effective barrier to the intercrossing between these
individuals and those of the other clades. Due to the absence of phylogenetic resolution of
the basal in P. guyannensis, low number of specimens analyzed under molecular and
karyotype approaches, additional efforts are necessary, since this taxon can represent a set
of species. Representatives of P. steerei were not karyotyped in this study but the review in
literature allowed to associate each karyotype with their respective sequence. The
cytotypes 2n=24/FN=40-42, with variation of the FN due to pericentric inversion events in
pair 3 are recognized. Our analysis indicated no structuring in the distribution of the
karyotypes and the variation of the FN within P. steerei (FN=40-42) as a chromosomal

polymorphism, with FN=41 being the intermediate form between the two homomorphic.

Keywords: Proechimys, Trinomys, cytogenetics, species-specific karyotype, molecular

phylogeny.
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Apresentacao

A familia Echimyidae Gray, 1825 é a mais diversa dos roedores neotropicais,
compreendendo 22 géneros e 88 espécies (Emmons et al., 2015), sendo um exemplo de
rapida diversificacdo ecoldgica e fenotipica ao longo da histéria evolutiva (Fabre et al.,
2012). A histéria taxondmica desse grupo é muito confusa, com varios nomes genéricos
propostos, diversos abandonados, tornando os dados sobre a familia e géneros altamente
instaveis. Recentes revisdes e analises filogenéticas tém esclarecido as relagdes entre 0s
membros da familia, mas ainda pouco se sabe a respeito da composicdo e da historia
evolutiva da familia em todos os niveis taxondmicos (Lara et al., 1996; Leite e Patton,
2002; Carvalho e Salles 2004; Galewski et al., 2005; lack-Ximenes, 2005; Fabre et al.,
2012).

Nas ultimas décadas, andlises da variacdo cromossémica foram Uteis no
reconhecimento de novas espécies, na resolucdo de problemas taxondmicos e relacdes
filogenéticas entre taxons dificeis de serem resolvidos baseando-se exclusivamente em
caracteres morfologicos, como ocorreu em algumas espécies de roedores sigmodontinos
(Yonenaga et al., 1975; Bonvicino e Geise, 1995; Langguth e Bonvicino, 2002; Bonvicino
e Geise, 2006; Almeida et al., 2007; Paresque et al., 2009).

O diagnostico das espécies de Echimyidae nem sempre foi obtido com morfologia
(ex. Phyllomys, Trinomys, Proechimys e Thrichomys), sendo as relacfes taxonémicas
melhores definidas com o auxilio de dados cariotipicos (Reig et al., 1980; Gardner e
Emmons, 1984; Bonvicino, et al., 2002; Pessoa et al., 2004; Corréa et al. 2005; Machado et
al., 2005). Porém, ainda ha confusdo taxondmica devido a grande variacdo morfologica
intra e interespecifica (Lara e Patton, 2000).

E importante destacar que grande parte dos dados cariotipicos em Echimyidae séo
baseados disponiveis em bibliografia ndo publicada (comunicacdes pessoais, dissertacdes e
teses) e restritas a descricdo ou citacdo do numero diploide (2n) e nimero de bragos
autossdomicos (FN).

Essa falta de dados citogenéticos ocorre pela necessidade de manter o animal vivo,
agravada pela problematica de que, em maneira geral, as preparacdes cromossémicas de
Echimyidae ndo apresentam uma boa qualidade, pelo grande nimero de cromossomos e da
caracteristica inerente a estrutura cromossdémica, que torna 0S cromossomos extremamente
curtos, condensados, que dificulta a identificacdo da morfologia de cromossomos menores,

obtencédo de bandas longitudinais e contagem do nimero de bracos autossémicos. Parte das
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controveérsias observadas nos caridtipos se deve a dados de NF incongruentes. Ainda,
verifica-se que alguns géneros apresentam dados cariol6gicos controversos, com cariotipos
descritos, mas ndo associados a espécie (ex. Proechimys, Phyllomys, Thrichomys ) ou
espécies distintas apresentando 0 mesmo cariotipo; e espécies sem a descri¢do cariotipica
(ex. Carterodon e Diplomys).

Dentro da familia Echimyidae Proechimys é o género mais complexo e
taxonomicamente pouco entendido (da Silva, 1998; Patton et al., 2000; Voss et al., 2001),
com 22 espécies e cerca de 39 caridtipos conhecidos. E o género de roedor mais especioso
da familia Echimyidae e por cerca de um século foi tradicionalmente dividido em dois
subgéneros, Trinomys, restrito a Mata Atlantica e Proechimys, distribuido de Honduras ao
sul do Paraguai. Somente em 1996, Lara e colaboradores, através de estudos baeados em
sequécias de DNA mitocondrial, elevaram Trinomys ao status de género.

Trinomys, por sua vez é representado por dez espécies (PessOa et al, 2015) e tratado
como um dos géneros mais complexos no leste do Brasil quanto ao estabelecimento de
limites morfolégicos que mapeiam as unidades especificas no género. Em relacdo aos
dados cariotipicos, possui problemas como a presenca de espécies diferentes
compartilhando o mesmo cariotipo (T. albispinus e T. dimidiatus com 2n=60/FN=116) e
espécies diferentes com complementos cromossémicos similares (T. yonenagae com
2n=54/FN=104, T. setosus elegans com 2n=56/FN=104, T. moojeni com 2n=56/FN=106).

Nesse contexto, 0s géneros Proechimys e Trinomys sdo bons grupos para estudos de
evolucdo cromossdmica. Com base na diversidade cariotipica presente na literatura, ha
evidéncias de que espécies pertencentes a esses géneros podem abrigar uma diversidade
maior de tdxons do que se reconhece atualmente, revelando a necessidade de uma
investigacdo utilizando ferramentas com bom poder discriminatério, a partir de uma
amostragem representativa da distribuicdo geografica do taxon.

Assim, o presente trabalho pretendeu analisar, de forma abrangente e conciliadora,
a diversidade cariotipica observada em Trinomys e Proechimys, corrigindo distor¢oes
geradas pelas analises independentes dos caridtipos disponiveis para o género, associando-
os a distribuicdo geografica e principlamente, por meio de filogenias geradas por
sequéncias de DNA de genes nucleares e mitocondriais, associar clados e cariotipos. O
primeiro capitulo aborda a filogenia molecular e citotaxonomia de Trinomys. O segundo
capitulo investiga a variagdo cariotipica em uma nova espécie de Proechimys do grupo

goeldii e o terceiro capitulo avalia a utilizagcdo do cari6tipo como um marcador especifico

14



para o género Proechimys. Ao final desse estudo, verificamos que estamos lidando com a

ponta do iceberg em se tratando de diversidade genética em Echimyidae.
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Filogenia molecular e citotaxonomia de Trinomys Thomas, 1921

(Rodentia, Echimyidae)

Resumo

Trinomys € um género de roedores terrestres da familia Echimyidade, distribuidos no leste
do Brasil pela Mata Atlantica e Caatinga. Por mais de um século foram considerados
subgénero de Proechimys, até que grandes esforgos nos estudos envolvendo morfologia,
analises biogeograficas e analises de sequéncias de DNA mitocondrial, permitiram eleva-lo
a status genérico. Atualmente, Trinomys é considerado um dos géneros mais diversos em
Hystricognathi, com dez espécies e seis subespécies. As espécies desse grupo podem ser
diagnosticadas com base em caracteres morfoldgicos, entretanto ha uma grande
sobreposicdo de caracteristicas, tornando-o complexo do ponto de vista taxonémico e
sistematico. Assim, a diagnose das espécies é facilitada com os dados cariotipicos. No
presente trabalho, foram analisados os cariétipos de 62 exemplares e comparados aos
dados disponiveis na literatura. Foram geradas filogenias moleculares utilizando os genes
citB e VWF de 150 representantes de Trinomys, visando avaliar se o cariotipo € um bom
marcador para a diagnose dos taxons nesse género, atraves da associacdo dos dados
cariotipicos disponiveis aos ramos recuperados nas arvores filogenéticas. Os cariotipos de
T. paratus e T. s. denigratus sdo descritos pela primeira vez no presente estudo. A
reconstrucdo filogenética dos dados concatenados recuperou dez linhagens evolutivas com
alto suporte, cada qual associada as espécies de Trinomys. Os cariotipos associados a cada
clado sdo distintos entre si, ndo havendo compartilhamento de formas cariotipicas entre as
espécies. O presente estudo, utilizando evidéncias citogenéticas aliadas aos baixos valores
de divergéncia genética, ndo dao suporte a divisao entre T. g. gratiosus e T. g. bonafidei,
bem como entre T. a. minor e T. a. albispinus. Entretanto, confirmam trés subespécies para
T. setosus: T. s. setosus, T. s. elegans e T. s. denigratus, recuperando o status de denigratus
como subespécie valida. Assim, os resultados obtidos no presente estudo reforcam a
importancia dos dados cariotipicos na caracterizacdo das espécies de Trinomys e mostram
que o namero diploide (2n) e nimero fundamental (FN) devem ser usados como caracteres

diagndsticos no género, que apresenta cariétipos espécie-especificos.

Palavras-chave: Trinomys, subespécies, cariotipo, filogenia molecular.
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Introducéo

Trinomys Thomas, 1921 (Rodentia, Echimyidae) é um género de roedores de
espinhos de hébito terrestre, distribuidos na Caatinga e principalmente na Mata Atlantica
do Leste do Brasil, abrangendo os estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais,
Espirito Santo, Bahia e Sergipe (Rocha, 1995; Lara e Patton, 2000; Lara et al., 2002;
Corréa et al., 2005; Pessda et al., 2005; Attias et al., 2009; Pessoa et al., 2015). Esse género
possui uma histéria taxondmica complexa, sendo classificado como subgénero de
Proechimys por mais de um século devido as similaridades craniodentais e corpéreas que
compartilham com esse grupo. Somente a partir de 1996, a associacdo de varios estudos
envolvendo filogenias moleculares, dados morfologicos de caracteres dentérios e analises
biogeograficas trouxe evidéncias para apoiar a separacdo de Trinomys como um género
pleno (Lara et al., 1996; Lara e Patton, 2000; Carvalho e Salles, 2004; Attias et al., 2009).

Atualmente, Trinomys possui dez espécies (T. albispinus, T. dimidiatus, T. eliasi,
T. gratiosus, T. iheringi, T. mirapitanga, T. moojeni, T. paratus, T. setosus e T. yonenagae)
e seis subespécies (T. a. albispinus, T. a. minor, T. g. bonafidei, T. g. gratiosus, T. s.
setosus, T. s. elegans) reconhecidas por meio de dados morfoldgicos e moleculares. Apesar
do grande avango na taxonomia do grupo, com a descricdo de novas espécies, a
caracterizacdo da distribuicdo geografica e a identificacdo de variacOes intraespecificas
(Lara e Patton, 2000; Carvalho e Salles, 2004; Attias et al., 2009; Dalapicolla e Leite,
2015), o género Trinomys ainda é um dos mais complexos entre os Hystricognathi do leste
do Brasil (Pessoa et al., 2015).

A complexidade do grupo € decorrente de uma grande variagdo morfologica intra
e interpopulacional e por apresentarem muitos caracteres primitivos e poucos derivados, o
que gera um numero reduzido de sinapomorfias (Lara et al., 1996; Lara e Patton, 2000).
Diante desse contexto, € desafiador o estabelecimento dos limites que distinguem as
espécies em Trinomys (Lara et al., 2002).

Do ponto de vista cariotipico, das dez espécies, somente T. mirapitanga e T.
paratus ndo apresentam cariotipos associados, enquanto os demais mostram pelo menos
um cariétipo por espécie. Embora escassos os estudos com abordagem integrativa
envolvendo o cariétipo como carater diagnostico (Yonenaga-Yassuda et al., 1985; Leal-
Mesquita et al., 1992; Corréa et al., 2005; Pessba et al., 2005; Gomes e Souza, et al., 2006),
é consenso entre esses estudos que a diagnose das espécies/subespécies em Trinomys é
facilitada com a analise dos cariotipos. A distingdo entre T. moojeni e T. setosus elegans,

ambas espécies coletadas na regido da Serra do Cipé em Minas Gerais, foi possivel por
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apresentarem diferentes composicGes cariotipicas, com 2n=56/FN=106 e 2n=56/FN=104,
respectivamente (Corréa et al., 2005). Outro bom exemplo da importancia do cariétipo no
grupo foi verificado em Leal-Mesquita et al. (1992), que descreveram o cariotipo de
2n=54/FN=104 para exemplares coletados em Ibiraba (Bahia), sugerindo uma nova
espécie, que mais tarde foi descrita por Rocha (1995) como T. yonenagae.

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar se o cari6tipo € um bom
marcador para a diagnose dos tdxons em Trinomys. Para tanto, pretendeu-se calcular as
divergéncias genéticas entre as espécies e subespécies e avaliar se cada agrupamento
monofilético recuperado na filogenia molecular estd associado a um citétipo Unico,
corroborando as evidéncias de que o cromossomo é uma boa ferramenta para a

identificacdo das espécies e subespécies em Trinomys.

Materiais e Métodos

As etapas do presente estudo envolveram levantamentos de dados da literatura,
tanto cariotipicos, quanto de sequéncias de DNA, com reanalise de todos os cariotipos
publicados; a analise cromossémica de novos exemplares; geracdo de novas sequéncias de
individuos com caridtipo descrito e analises de filogenias envolvendo exemplares
cariotipados e ndo cariotipados.

O levantamento dos cariotipos disponiveis na literatura para Trinomys foi
realizada até Junho de 2016, com registro de dados citogenéticos presentes em artigos,
monografias, teses, dissertacdes, livros, resumos de congressos e encontros cientificos. A
busca se baseou em bibliotecas virtuais, acervos de laboratérios, acervos pessoais e na
internet, utilizando as bases de dados bibliograficos como Google, Google académico,
Scopus, Web of Knowledge e na plataforma Lattes, através das palavras: cytogenetics,
citogenética, karyotype, caridtipo, cromossomo, chromosome, cromossomas, em conjunto
com o nome do género Trinomys.

As informagbes cariotipicas coletadas foram organizadas em uma planilha,
contendo o numero dipléide (2n), o ndmero fundamental (FN), morfologia dos
autossomos, morfologia do par sexual, coloracdo, tipos de bandeamentos cromossdémicos,
espécie associada, as localidades (municipio, estado e pais), coordenadas geograficas e as
referéncias bibliograficas. Para inclusdo do dado na planilha foram considerados os
trabalhos que continham ao menos a citagdo do numero dipldide do exemplar.

Consideraram-se cariétipos distintos aqueles que apresentaram diferencas no 2n, FN,
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morfologia dos autossomos e/ou do par sexual. Para as andlises comparativas foram
considerados apenas os trabalhos que apresentavam uma figura do cariétipo ou a descri¢cdo
completa da morfologia dos pares autossémicos e dos sexuais.

Para a padronizacdo do caridtipo das espécies/subespécies, a classificacdo da
morfologia dos cromossomos seguiu-se a seguinte metodologia: M, para metacéntrico, SM
para submetacéntrico, ST para subtelocéntrico (cromossomos de dois bracos) e A para
acrocéntrico/telocéntrico (cromossomos de um braco). Para classificar o tamanho do
cromossomo utilizaram-se as letras sobrescritas g para grande, m para médio, p para

pequeno e mi para minusculos.

Anélises citogenéticas

Foi realizada a andlise citogenética de 62 exemplares, sendo 35 fémeas e 27
machos, coletados nos estados da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais e Sdo Paulo (Anexo
1). Os cromossomos foram obtidos a partir da preparacdo direta de medula 0ssea, apos
injecdo in vivo de solugdo de colchicina 0,1% incubadas em solugdo de KCI (0,075M),
fixadas em solucdo Carnoy (metanol/acido acético 3: 1), pingadas em laminas e secas ao
ar, segundo Fagundes (1993). As andlises se basearam em coloracdo comum, padrdes de
bandeamento C (BC, Sumner,1972) e da coloragéo das regides organizadoras de nucléolo
pelo nitrato de prata (Ag-RONs, Howell e Black, 1980). As regides teloméricas foram
identificadas nos cromossomos usando a técnica de Hibridacéo in situ Fluorescente (FISH)
com o kit comercial “DAKO Telomere PNA FISH Kit/Cy3 (K 5326)” e as imagens
capturadas usando-se o software ISIS (MetaSystems) em microscépio Carl Zeiss.

Foram contadas em média 20 metafases por individuo tanto para o
estabelecimento do namero dipldide (2n) e do numero de bragos autossémicos (FN), apos
coloracdo convencional, como para a identificacdo dos cromossomos portadores das RONs
e suas posicdes relativas. As melhores metafases foram fotodocumentadas e editadas

possibilitando a montagem e comparacdo dos cariogramas.

Sequenciamento de DNA e analises moleculares

Foram geradas as matrizes de dados de sequéncias de DNA para Trinomys de cada
gene analisado, 150 sequéncias do mitocondrial citocromo b (CitB) e 50 sequéncias do
éxon 28 do gene nuclear do fator de von Willebrand (VWF), assim como uma matriz com

0s dados concatenados (Anexo 2).
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O DNA foi extraido de amostras de muasculo, figado ou de preparagdes
citogenéticas em suspensdo ou em laminas utilizando o protocolo de extracdo salina
descrito por Bruford et al. (1992). Para a extracdo do DNA presente nas laminas precedeu-
se a raspagem do material contendo medula, seguida de lavagem em solugdo salina de PBS
1X. Na extracdo do DNA de medula em suspensdo, o material citogenético foi previamente
submetido a duas lavagens em PBS 1X e seguiu-se o protocolo padrdo de extracdo de
DNA. Foram geradas sequéncias parciais do CitB com 801 pb utilizando os primers
MVZ05 e MVZ16 (Smith e Patton, 1993) e do VWF com 954 pb utilizando os primers V2
e W1 (Huchon et al., 1999). Os produtos de PCR foram purificados com a enzima ExoSap
e sequenciados em uma Unica direcdo com os primers MVZ05 e V2 em sequenciador
automatico ABI Prism 310 (Applied Biosystems, Inc.) no Nucleo de Genética Aplicada a
Conservacdo da Biodiversidade da Universidade Federal do Espirito Santo (NGACB-
UFES). As sequéncias obtidas foram submetidas a ferramenta BLAST no software MEGA
7.0 (Kumar et al., 2015), alinhadas e conferidas manualmente usando o mesmo programa.

As sequéncias utilizadas foram geradas no presente estudo ou cedidas pelos
pesquisadores, Dr. James Patton, do Museu de Zoologia de Vertebrados, Berkeley (EUA) e
Dr. Yuri Leite, da Universidade Federal do Espirito Santo, Vitdria (Brasil) e ainda obtidas
do GenBank (http://www.ncbhi.nIm.nih.gov/genbank/) (Tabela 1). A partir dos dados do
presente estudo, 32% e 84,3% dos exemplares com sequéncias do CitB e vVWF da filogenia
obtida, respectivamente, possuem o cariotipo conhecido.

A fim de determinar os haplétipos e detectar a saturacdo de substituicbes nas
diferentes posicdes dos codons foi utilizado o programa DAMBES5 (Xia, 2013). Quando as
sequéncias foram idénticas, uma Unica sequéncia por localidade foi mantida. N&o foi
detectada a saturacdo nas bases. Para as inferéncias filogenéticas foram gerados
cladogramas utilizando dois critérios de otimizacdo: Maxima Verossimilhanca (ML), com
1000 replicacbes, na plataforma online PhyML 3.0 (Guindon et al., 2010) e Inferéncia
Bayesiana (1B) com 20° replicagdes no programa Mr. Bayes 3.2 (Ronquist et al., 2012). O
melhor modelo de substituicdo nucleotidica para as inferéncias de ML e IB foi
determinado no programa jModelTest 2.1.10 (Darriba e Posada, 2012), permitindo trés e
onze esquemas de substituicdo utilizando, respectivamente, os critérios de informacdo de
Akaike corrigido (AICc) e o Bayesiano (BIC). Foram considerados clados confiaveis
apenas aqueles que apresentaram valores de bootstrap acima de 75 (ML) e probabilidades
posteriores acima de 0,95 (IB). Clyomys laticeps (AF422918/AJ849306) e
Euryzygomatomys spinosus (EU544667/AJ849319) foram utilizados como grupos
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externos. As analises das sequéncias de cada gene foram realizadas de forma independente
e posteriormente concatenadas. Os célculos de divergéncia genética foram feitos no
software MEGA 7.0 (Kumar et al., 2015) por meio do modelo evolutivo Kimura 2-
parametros (Kimura, 1980).

Tabela 1 — Numero de sequéncias utilizadas no presente estudo para cada gene.

Gene Sequéncias Sequéncias GenBank C_qrr_] Total
geradas doadas cariotipo

Cith 26 3!, 237 98 48 (32%) 150

VWF 19 23° 8 42 (84%) 50

1JJPatton; Y Leite

Resultados

Analises citogenéticas
A partir das analises citogenéticas realizadas nos 62 espécimes do presente estudo
(Tabela 2, Anexo 1) foram encontrados quatro cariotipos, sendo dois inéditos na literatura.

2n=58, FN=112 - Trinomys paratus

Caridtipo: 28 pares autossomicos com dois bragcos. Os cromossomos sexuais sao do tipo
X submetacéntrico grande e o0 Y acrocéntrico pequeno. A formula cariotipica é dada por
28M+XMI+yY” (Figura 1a). A heterocromatina (HC) se distribui em pequenos blocos
centroméricos em todos os pares e na regido distal do braco longo do cromossomo X
(Figura 1b). A marcacdo pela Ag-RON ocorreu em um par, sendo coincidente com a
regido da constricdo secundaria do par 10 (Figura 1c). Esse cari6tipo é inédito na literatura.
Localidades: Cariacica, Guarapari, Serra, Viana - Espirito Santo.

Amostra: 169, 173

2n=56, FN=108 — Trinomys gratiosus gratiosus

Caridtipo: 27 pares autossdbmicos com dois bragos (m, metacéntricos/submetacéntricos.
Os cromossomos sexuais sdo do tipo X submetacéntrico grande e o Y submetacéntrico
pequeno. A férmula cariotipica é dada por 27"+X>"9+Y3MP (Figura 2a). O par 10 apresenta
uma constricdo secundaria, coincidente com a marcacao pela Ag-RONs (Figura 2b). A HC

se distribui em pequenos blocos centroméricos em todos os pares (Figura 2c).
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Localidades: Domingos Martins, Ibitirama, Irupi, Muqui, Santa Leopoldina, Santa Maria
de Jetiba e Santa Teresa - Espirito Santo.
Amostra: 179, 82

2n=56/FN=108 - Trinomys setosus denigratus (Vide discussao)

Caridtipo: 27 pares autossomicos com dois bragos metacéntricos ou submetacéntricos. Os
cromossomos sexuais sdo do tipo X acrocéntrico grande e o Y é acrocéntrico pequeno. A
formula cariotipica é dada por 27M+X”%Y”? (Figura 3a). A marcacdo pela Ag-RON foi
observada no par 10 (Figura 3b). Essa é a primeira descri¢do do caridtipo para a espécie.
Localidades: Pancas e Sooretama - Espirito Santo; Turmalina - Minas Gerais.

Amostra: 29, 13

2n=60/FN=116 - Trinomys albispinus

Caridtipo: 29 pares autossomicos com dois bracos, cromossomo X € o segundo maior
submetacéntrico e o Y o acrocéntrico pequeno. A férmula cariotipica ¢ 29M+X5MI+yAP
(Figura 4a). O par 10 possui RON coincidente com a constri¢cdo secundaria (Figura 4b). Os
telomeros foram detectados pela FISH nas porgdes terminais de todos 0s cromossomos
(Figura 4c).

Localidade: Andarai - Bahia.

Amostra: 13
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Figura 1. Caridtipo de Trinomys paratus com 2n=58/FN=112, em colora¢do convencional
(a), bandeamento C mostrando blocos heterocromaticos coincidentes com a Ag-RON,

identificados pelas setas (b), e localizacdo das Ag-RONSs no par 7, identificadas pelas setas

(©).
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Figura 2 . Cariétipo de Trinomys gratiosus gratiosus com 2n=56/FN=108, em colora¢édo
convencional (a), localizagdo das Ag-RONs no par 10 identificado pelas setas (b) e
bandamento C mostrando pequenos blocos heterocromaticos nas regies pericentroméricas

maioria dos cromossomos (C).
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Figura 3. Cari6tipo de Trinomys setosus com 2n=56/FN=108 em colora¢do comum (a) e
coloracéo das Ag-RONSs no par 9, identificado pela seta (b).
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Figura 4. Cari6tipo de Trinomys albispinus, com 2n=60/FN=116, em colora¢do comum
(a), coloracdo da Ag-RON indicando o par 10 na seta (b) e a hibridacao in situ fluorescente

com sonda telomérica evidenciando os teldomeros em todos 0s cromossomos (c).
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Tabela 2. Dados cariotipicos disponiveis para Trinomys, com descri¢do do namero dipléide (2n), ndmero de bracos autossémicos (FN) e morfologia dos autossomos

e cromossomos sexuais (M/SM = cromossomos de dois bragos, A/St = cromossomos de um brago).

Autossomos6 Sexuais Procedéncia’
2N FN  M/SM/ST A X Y Espécie Municipio, Estado Referéncias Coloragéo®
. Leal-M i l. BC, BG, BR
54 104 26 - Ag Mp T. yonenagae Ibiraba, BA ca isggzta etal., Co, S’ONG’ '
54 104 26 - Ag Mp T. yonenagae Queimadas, BA Fagundes, 1993 CO, BC, BG, RON
56 104 25 2 Ag Ap T. s. elegans Santa Barbara, MG Correa et al., 2005 Co
56 104 ND - Ag Ap T. s. elegans Cambuci, RJ Nacif et al., 2015° CO, BC
56 108 27 - Ag - T. s. denigratus Turmalina, MG Presente estudo CO
56 108 ND - - - T. s. denigratus Almenara, MG Pessda et al., 2015° -
56 108 27 - Ag Ap T. s. denigratus Sooretama e Pancas, ES Presente estudo CO, RON
56 106 26 1 SMg Mm T. moojeni Morro do Pilar, MG Correa et al., 2005 Co
56 108 27 - SMg SMp T. g. gratiosus Venda Nova do Imigrante, ES Zanchin, 1988 BC, BG, RON
56 108 27 - SMg - T. g. gratiosus Santa Teresa, ES Paresque et al., 2004* CcoO
56 108 27 - SMg SMp T. g. gratiosus Santa Teresa, ES Presente estudo CO, BC, RON
56 108 27 - SMg SMp T. g. gratiosus Santa Maria de Jetib3, ES Presente estudo CO, BC, RON
56 108 27 - SMg SMp T. g. gratiosus Domingos Martins, ES Presente estudo CO, BC, RON
56 108 27 - SMg SMp T. g. gratiosus Ibitirama, ES Presente estudo CO, BC, RON
56 108 27 - SMg SMp T. g. gratiosus Irupi, ES Presente estudo CO, BC, RON
56 108 27 - SMg SMp T. g. gratiosus Muqui, ES Presente estudo CO, BC, RON
56 108 27 - SMg SMp T. g. gratiosus Santa Leopoldina, ES Presente estudo CO, BC, RON
56 108 27 - SMg SMp T. g. bonafidei Teresopolis, RJ Pessda et al., 2005°, CO
56 108 ND - SMg  SMp T. g. bonafidei Teresopolis, RJ Nacif et al., 2015>° CO, BC
58 112 28 - SMg Mm T. eliasi Marica, RJ Pessoa et al., 2005 CO
S&o Francisco do Itabapoana,
58 112 ND ND ND T. eliasi RJ Geise e Pinheiro, 2008° -
58 112 - - - - T. eliasi Silva Jardim, RJ Pessoa et al., 2015° -
58 112 28 - SMg Ap T. paratus Viana, ES Presente estudo CO, BC, RON
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Tabela 2. Continuacéo

Autossomos® Sexuais’ Procedéncia’

2N®  FN?  M/SM/ST® AM X Y Espécie Municipio, Estado Referéncias Coloragéo®

58 112 28 - SMg Ap T. paratus Serra, ES Presente estudo CO, BC, RON

58 112 28 - SMg Ap T. paratus Cariacica, ES Presente estudo CO, BC, RON

58 112 28 - SMg Ap T. paratus Guarapari, ES Presente estudo CO, BC, RON
Leal-Mesquita et al., CO, BC, BG, RON

60 116 29 - SMg Ap T. a. minor Morro do Chapéu, BA 1992 FISHt

60 116 29 - SMgm Ap T. a. minor Morro do Chapéu, BA Fagundes, 1993 CO, BC, BG, RON

60 116 29 - SMgm Ap T. minor Andarai, BA Presente estudo CO, RON, FISHt
Gomes e Souza et al.,

60 116 29 - SMgm Ap T. a. albispinus Morro do Chapéu, BA 2006 CO, RON

60 116 29 - SMg Mm T. dimidiatus Rio Bonito, RJ Pessoa et al., 2005 CO

60 116 29 - SMg Mm T. dimidiatus Ubatuba, SP Pessda et al., 2005 CO

61-65 116 ND - SMg Mp T. iheringi Ilha Grande, RJ Nacif et al., 2015° -

Yonenaga-Yassuda et

61 116 29+1b - SMg  SMp T. iheringi Casa Grande, SP al., 1985 CO, BC, BR, RON
Yonenaga-Yassuda et

61 116 29+1b - SMg - T. iheringi Ubatuba, SP al., 1985 CO, BC, BR, RON
Yonenaga-Yassuda,

62 116 29+2b - SMg SMp T. iheringi Casa Grande, SP 1975 CO
Yonenaga-Yassuda,

64 116 29+4b - SMg SMp T. iheringi Casa Grande, SP 1975 CO

64 116 29+4b - SMg - T. iheringi Santa Virginia, SP Di-Nizo et al., 2014 CO
Yonenaga-Yassuda et

62 116 29+2b - SMg SMp T. iheringi Casa Grande, SP al., 1985 CO, BC, BR, RON

CO, BC, BR, RON,

62 116 29+2b - SMg SMp T. iheringi Iporanga, SP Fagundes et al., 2004 FISHt, FISHr
Yonenaga-Yassuda et

62 116 29+2b - SMg SMp T. iheringi Ubatuba, SP al., 1985 CO, BC, BR, RON
Yonenaga-Yassuda et

63 116 29+3b - SMg - T. iheringi Casa Grande, SP al., 1985 CO, BC, BR, RON
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Tabela 2. Continuacéo

Autossomos® Sexuais’ Procedéncia’
2N®  FEN®  M/SM/ST® AY X Y Espécie Municipio, Estado Referéncias Colorac&o®
Yonenaga-Yassuda et
63 116 29+3b - SMg SMp T. iheringi Iguape, SP al., 1985 CO, BC, BR, RON
CO, BC, BR, RON,
63 116 29+3b - SMg SMp T. iheringi Iporanga, SP Fagundes et al., 2004 FISHt, FISHr
CO, BC, BR, RON,
63 116 29+3b - SMg SMp T. iheringi Iguape, SP Fagundes et al., 2004 FISHt, FISHr
Yonenaga-Yassuda et
64 116 29+4b - SMg - T. iheringi Casa Grande, SP al., 1985 CO, BC, BR, RON
CO, BC, BR, RON,
64 116 29+4b - SMg SMp T. iheringi Iporanga, SP Fagundes et al., 2004 FISHt, FISHr
CO, BC, BR, RON,
64 116 29+4b SMg - T. iheringi Iguape, SP Fagundes et al., 2004 FISHt. FISHr
Yonenaga-Yassuda et
65 116 29+5b - SMg SMp T. iheringi Casa Grande, SP al., 1985 CO, BC, BR, RON
CO, BC, BR, RON,
66 116 29+6b - SMg SMp T. iheringi Iporanga, SP Fagundes et al., 2004 FISHt, FISHr
CO, BC, BR, RON,
66 116 29+6b SMg SMp T. iheringi Iguape, SP Fagundes et al., 2004 FISHt, FISHr

'BA=Bahia, MG=Minas Gerais, RJ=Rio de Janeiro, “CO=Convencional, BC=banda C, BG=Banda G, BR=banda R, RON=coloracdo das Ag-RONS,
FISHt=hibridac4o com sonda telomérica, FISHr=hibridacio com sonda ribossémica; *N&o apresenta a foto do cari6tipo; “Espécime identificado pelos autores como T.
iheringi.’Cariétipo foi reinterpretado. ND: Néo definido pelo autor; ® Morfologia e nimeros de pares dos cromossomos autossdmicos;’Morfologia dos cromossomos

Sexuais X e Y; ®2N=Numero dipléide; °FN=Numero Fundamental; *°M=Metacéntrico, SM=Submetacéntrico; ST=Subtelocéntrico; **Acrocéntrico.



Analises filogenéticas

A matriz de dados composta pelas sequéncias de CitB de Trinomys gerou GTR+I+G
(1=0.4670; G=2.0180) e HKY+I+G (1=0.4740; G=2.1230) como os melhores modelos
evolutivos para as inferéncias filogenéticas de ML e IB, respectivamente. Para o gene VWF, 0
melhor modelo evolutivo para as inferéncias filogenéticas de ML e IB foi 0 HKY+G (G=
0.3990) . Nos dois critérios de otimizacdo utilizados (ML e IB) Trinomys foi recuperado
como grupo monofilético com alto suporte (Figura 5) e as arvores recuperadas em ambos
critérios foram muito semelhantes, sendo ilustrado somente as &rvores de inferéncia
Bayesiana concatenada.

A reconstrucdo filogenética dos dados concatenados recuperou dez linhagens
evolutivas com alto suporte, organizadas em 3 clados (Figura 5), cada qual associada as
espécies de Trinomys: T. iheringi (1), T. dimidiatus (1), T. mirapitanga (1), T. gratiosus (1),
T. moojeni (0,99), T. albispinus (1), T. paratus (1), T. eliasi (1), T. setosus (1) e T. yonenagae
D).

As divergéncias geneéticas intraespecificas do gene CitB em Trinomys variaram de
0,52% em T. paratus a 5,20% em T. setosus, e interespecificas de 5,42% entre T. eliasi e T.
paratus e 20,50% entre T. iheringi e T. albispinus (Anexo 3). O clado 1 é formado por (T.
yonenagae(T. setosus(T. eliasi + T. paratus))), com divergéncia variando entre 5,42% entre T.
eliasi e T. paratus; 17,09% entre T. setosus e T. eliasi e 10,59% entre T. yonenagae e T.
setosus. O clado 2 é formado por ((T. moojeni + T. gratiosus)(T. mirapitanga(T. dimidiatus +
T. iheringi))), com divergéncia de 13,22% entre T. dimidiatus e T. iheringi, 11,61% entre T.
mirapitanga e T. dimidiatus e 10,99% entre T. moojeni e T. gratiosus. O clado 3 formado por
T. albispinus, que mostrou as maiores divergéncias interespecificas, com 20,50% com T.

iheringi e 15,52% com T. yonenagae. Esse clado ¢ irmdo do clado 2.

Trinomys gratiosus

Os dois exemplares de Serra do Paquequer, Teresopolis (RJ) de T. g. bonafidei (n=2)
formam um grupo monofilético com alto suporte, com 0,29% de divergéncia (Figura 6). Os
exemplares de T. g. gratiosus (n=24) com procedéncia do Espirito Santo e Minas Gerais nao
formam um 0nico agrupamento, mostrando-se parafilético em relacdo a bonafidei, sem

estruturacdo geografica dos clados em relacéo a regido geografica (Figura 7). A divergéncia
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entre os exemplares de T. g. gratiosus é de 2,24%. A divergéncia entre T. g. bonafidei e T. g.
gratiosus € de 2,95% (Anexo 4). Da amostra de T. g. gratiosus, 17 exemplares do Espirito
Santo possuem cariotipo, todos com 2n=56/FN=108. Os exemplares de Minas Gerais ndo

tiveram os cariétipos analisados.
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Figura 5. Arvore de inferéncia Bayesiana de espécies de Trinomys, construida com
sequéncias do gene mitocondrial citocromo b (Citb) e do éxon 28 do gene nuclear do fator de

von Willebrand (VWF). NUmeros acima dos ramos indicam a probabilidade posterior

Bayesiana (PPB) 2 0,95.
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Figura 6. Arvore de inferéncia Bayesiana de espécies de Trinomys, destacando as subespécies

T. g. gratiosus e T. g. bonafidei, construida com sequéncias do gene mitocondrial citocromo b
(Citb) e do éxon 28 do gene nuclear do fator de von Willebrand (VWF). NUmeros acima dos
ramos indicam a probabilidade posterior Bayesiana (PPB) 2 0,95. Cada exemplar esta
identificado pelo seu nimero de coletor ou codigo do Genbank e associado a sua localidade.

Os cari6tipos, quando descritos para o exemplar, estdo associados a sequéncia.
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Legenda

A T g.gratiosus - PE

T. g.gratiosus - geral
[¥ T g.bonafidei - PE
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20°0'0°S+

Figura 7. Localidades de Trinomys gratiosus e as subespécies T. g.gratiosus e T.g. bonafidei.

Espirito Santo: 1. Colatina; 2. Alto Misterioso, Jacutinga, Santa Teresa; 3. Valsugana Velha,

Santa Teresa; 4. Estacdo Bioldgica de Santa Lucia, Santa Teresa; 5. Santa Maria de Jetiba; 6.

Central Hidrelétrica, Domingos Martins; 7. Domingos Martins; 8. Castelo; 10. Irupi; 11.

Ibitirama. Minas Gerais: 9. Simonésia; 12. Araponga; 16. Santa Rita de Jacutinga; 17. Passa

Vinte. Rio de Janeiro: 13. Bonsucesso; 14. Teresopolis; 15. Valenca; 18. Itatiaia.
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Trinomys setosus

Os exemplares de T. setosus (n=15) se organizaram em trés clados com alto suporte
(Figura 8). O clado A é formado por exemplares do norte e leste de Minas Gerais e norte do
Espirito Santo (n=8), com divergéncia de 1,80% e foi subdividido em 3 suclados (A1, A2 e
A3). Os representantes de Minas Gerais do subclado Al divergem entre siem 0,16% e 2,2 a
2,4% dos subclados A2 e A3, respectivamente. Somente representantes do Espirito Santo
(subclado A2) apresentam o caridtipo, com 2n=56/FN=108, com divergéncia entre si de
1,24% e 2,63% do subclado A3. O clado B é formado por representantes do sul de Minas
(n=2), com divergéncia entre si de 0,31%. N&o h& cari6tipo associado as sequéncias desse
grupo. O clado C (n=5) é formado por exemplares de Sergipe e norte da Bahia, com
divergéncia de 0,57%, sem caridtipo associado. Cada clado representa uma area geografica
distinta (Figura 9), com zona de contato entre os clados A e B, que divergem entre si por
3,57%, e clado C distinto dos demais, divergente em 7,65% e 8,38% dos clados B e A,
respectivamente (Anexo 5).

O exemplar KF562096 de Morro de Pilar (MG) apresenta 0,16% de divergéncia
genética de outros exemplares do clado Clado Al de Concei¢do do Mato Dentro (MG). Nesse
caso, acreditamos que tenha havido erro de identificacdo do exemplar (chamado de T. s.
elegans no trabalho original), devendo o mesmo ser considerado, tanto pela localidade de
coleta (27 km de Conceicdo do Mato Dentro), quanto pela baixa divergéncia (0,16%) como T.
s. denigratus (conforme discussao abaixo).

Outro caso de possivel erro de identificacdo ocorreu com o exemplar AF194283 de
Rio Casca (MG), reconhecido como T. s. setosus (T. s. denigratus), mas que apresenta 0,31%
de divergéncia de outro exemplar de T. s. elegans da mesma localidade (Clado B). Assim,
propomos que esse exemplar deva pertencer a T. s. elegans e tenha sido equivocadamente

identificado como T. s. setosus (T. s. denigratus).
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Figura 8. Arvore de inferéncia Bayesiana de espécies de Trinomys, destacando os clados A,
B e C correspondentes as subespécies de T. setosus, respectivamente, T. s. denigratus, T. s.
elegans e T. s. setosus, construida com sequéncias do gene mitocondrial citocromo b (Citb) e
do éxon 28 do gene nuclear do fator de von Willebrand (VWF). NUmeros acima dos ramos
indicam a probabilidade posterior Bayesiana (PPB) 2 0,95. Cada exemplar esta identificado
pelo seu nimero de coletor ou codigo do Genbank e associado a sua localidade. Os cariétipos,

quando descritos para 0 exemplar se encontram associados a respectiva sequéncia.
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Figura 9. Localidades de Trinomys setosus e as subespécies T. s. setosus, T. s. elegans e T. s.
denigratus. Sergipe: 1. Fazenda Cedro; 2. Cristinapolis; 3. Fazenda Cruzeiro, Cristinapolis.
Bahia: 4. Mata do Nono, Sao Felipe; 5-6. Valenga; 7. Mata Ribeirdo da Fortuna, Itabuna; 8.
Itambé. Espirito Santo: 12. Sdo Mateus; 13. Sooretama; 14. Pancas; 15. Linhares. Minas
Gerais: 9. Almenara; 10. Joaima; 11. Turmalina; 16. Mata do Prauno, Concei¢do do Mato
Dentro; 17. Morro do Pilar; 18. Lagoa Santa; 19. Fazenda Cauaia, Matozinhos; 20. Santa
Barbara; 21-22. Rio Casca; 24. Juiz de Fora. Rio de Janeiro: 23. Cambuci.
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T. albispinus

Os exemplares de T. albispinus (n=7) se organizaram em dois clados (Figura 10): clado A
com exemplares de Morro do Chapéu (BA) e Cristindpolis (SE) e o clado B com animais de
Andarai (BA) e Bocaituva (MG). A divergéncia genética dentro do clado A foi de 0,29% e
dentro do clado B de 0,21%, enquanto que a divergéncia entre os clados A e B foi de 5,21%.
Um representante de cada clado apresenta 0 mesmo cariotipo com 2n=60 e FN=116.
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Figura 10. Arvore de inferéncia Bayesiana de espécies de Trinomys, destacando os clados A
e B da espécie T. albispinus, construida com sequéncias do gene mitocondrial citocromo b
(Citb) e do éxon 28 do gene nuclear do fator de von Willebrand (VWF). NUmeros acima dos
ramos indicam a probabilidade posterior Bayesiana (PPB) 2 0,95. Cada exemplar esta
identificado pelo seu nimero de coletor ou codigo do Genbank e associado a sua localidade.
Os cariotipos, quando descritos para o exemplar se encontram associados a respectiva

sequéncia.
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Discussao

Diversidade cariotipica em Trinomys

Com a compilacéo de todos os dados cariotipicos de Trinomys disponiveis numa ampla
selecdo de meios de divulgacdo cientifica (Tabela 2) foi possivel verificar a escassez de
trabalhos envolvendo a citogenética em Trinomys. Dos 14 trabalhos disponiveis juntamente
com a amostragem do presente estudo foi possivel identificar 10 formas cariotipicas de atuais
dez espécies e seis subespécies do género e a maioria dos cariétipos tem somente um registro
para cada espécie. O cariétipo de T. paratus foi descrito no presente estudo e ainda ndo ha a
descrigdo cariotipica para T. mirapitanga.

De maneira geral, observa-se que 0s cariétipos sdo conservados dentro das espéecies, ndo
sendo encontrados polimorfismos cromossdmicos intraespecificos, exceto para T. iheringi,
que apresentou um polimorfismo devido a presenca de cromossomo B puntiformes variando
de 1 a 6 Bs. Os numeros diploides e fundamentais sdo pouco variaveis, porém dentro de uma
variacao restrita dentro do género, sendo o menor para T. yonenagae com 2n=54 e o0 maior
com 2n=60 para T. albispinus, T. dimidiatus e T. iheringi teve o 2n variando de 61 a 66. Outra
caracteristica marcante € a quase totalidade do conjunto autossdmico formado por
cromossomos de dois bragos, com excecdo de T. s. elegans, que apresenta 25 pares de
cromossomos de dois bracos e dois pares de acrocéntricos, e T. moojeni, com 26 pares de
cromossomos de dois bragos e um par de acrocéntricos.

Em alguns casos os caridtipos apresentam 0s mesmos nimeros e a mesma morfologia
dos pares autossdmicos variando apenas na forma do par sexual, como verificado entre as
subespécies T. s. denigratus e T. g. gratiosus e as espécies T. paratus e T. eliasi. Nesses casos,
0 cromossomo sexual &€ marcador para a espécie/subespécie. Das seis subespécies conhecidas
para Trinomys, todas possuem dados cariotipicos que permitem a identificacdo da morfologia
de dos pares cromossdmicos. Abaixo, 0s citétipos do presente estudo sdo comparados aos

disponiveis na literatura.
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Trinomys paratus

O citotipo é descrito pela primeira vez no presente estudo e apresenta 2n=58/FN=112
para exemplares coletados nos municipios de Viana, Serra, Guarapari e Cariacica (ES), sendo
esses espécimes classificados morfologicamente como T. paratus. Segundo Dalapicolla e
Leite (2015), essa espécie localiza-se no Espirito Santo abaixo do Rio Doce em areas de baixa
altitude perto da costa (20 metros) e nas regides interioranas de montanhas (até 580 metros).
T. paratus é monotipico e conhecido em poucas localidades no sul do Espirito Santo e na
regido centro-leste de Minas Gerais (lack-Ximenes, 2005).

O conjunto autossémico desse citétipo € idéntico ao descrito para T. eliasi por Pessba et
al. (2005) entretanto, a morfologia do Y se apresenta como um pequeno acrocéntrico em T.
paratus e como um pequeno metacéntrico em T. eliasi. Um evento de inversdo pericéntrica no

Y diferencia cromossomicamente as duas espécies

Trinomys gratiosus

Os exemplares da presente amostra foram identificados como T. g. gratiosus e
apresentaram 2n=56/FN=108, com cromossomo X submetacéntrico grande e o Y
submetacéntrico pequeno, sendo a primeira descricdo da morfologia do cromossomo Y.

T. g. gratiosus distribui-se pelas florestas costeiras do Espirito Santo e no nordeste do
Rio de Janeiro, sul de Minas Gerais e no Parque Nacional do Itataia, além do noroeste do Rio
de Janeiro, enquanto que T. g. bonafidei habita as florestas da costa do Rio de Janeiro (Péssoa
et al., 2015). Segundo Dalapicolla e Leite (2015), os espécimes encontrados no Espirito
Santo, ao sul do Rio Doce e em altitudes acima de 500 metros, pertencem a T. g. gratiosus.
Zanchin (1988) descreveu um caridtipo semelhante ao apresentado no atual trabalho, para
individuos coletados em Venda Nova do Imigrante (ES-630 metros), assim como Paresque et
al. (2004) cariotiparam exemplares de Santa Teresa (ES), mas sem descreverem a morfologia
do cromossomo Y. Embora ndo tenham nominado as subespécies nos dois estudos, 0s
exemplares ocorrem nas regides geograficas de distribuicdo de T. g. gratiosus, e portanto
também devem ser associados a essa subespécie.

Segundo Pess0a et al. (2005), o cariétipo de T. g. bonafidei é formado por 27 pares de
cromossomos de dois bracos gerando um 2n=56/F=108, para exemplares de Teresopolis (RJ).
O X é descrito como submetacéntrico grande e 0 Y metacéntrico pequeno. Entretanto, ao
reanalisarmos a metafase do trabalho de Pessba et al. (2005), observa-se que o par 23

apresentado no referido estudo foi organizado com dois cromossomos com formas distintas:
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metacéntrico pequeno e submetacéntrico pequeno. Dessa maneira, é provavel que o
cromossomo Y descrito pelas autoras como metacéntrico pequeno deva ser o homologo do
metacéntrico da posicdo 23 e assim 0 submetacéntrico da posicéo 23 seria 0 cromossomo Y.
Diante dessa reinterpretacdo, o cariétipo de T. g. bonafidei apresentado por Pessda et
al. (2005) é idéntico ao associado a T. g. gratiosus, com cromossomo Y submetacéntrico

pequeno.

Trinomys setosus

T. s. setosus (tratado como T. s. deniguatus no presente estudo) ocupa as florestas
costeiras do sul da Bahia e Espirito Santo, se estendendo para o interior de Minas Gerais e T.
s. elegans esté distribuida no interior de Minas Gerais e norte do Rio de Janeiro. Dalapicolla e
Leite (2015) analisaram morfologicamente exemplares de Trinomys do Espirito Santo e
concluiram que os espécimes encontrados ao norte do Rio Doce pertencem a T. s. setosus
(tratado como deniguatus no presente estudo), area que engloba a localidade de coleta dos
exemplares cariotipados pelo presente estudo. Os exemplares da presente amostra, coletados
nos municipios de Turmalina (MG), Pancas e Sooretama (ES), sdo formados por
2n=56/FN=108 (X acrocéntrico grande e Y acrocéntrico pequeno), sendo este cariotipo
descrito pela primeira vez na literatura nesse estudo.

Com base nos dados apresentados e a partir da revisdo da literatura dos cariotipos
descritos para Trinomys, foi possivel observar que o conjunto autossémico de T. s. denigratus
é idéntico ao descrito para T. g. gratiosus e T. g. bonafidei. Entretanto, diferenciam-se na
morfologia dos cromossomos sexuais, sendo o X acrocéntrico grande e Y acrocéntrico
pequeno em T. s. denigratus e X submetacéntrico grande e Y submetacéntrico pequeno em T,
g. gratiosus (e em T. g. bonafidei).

Trinomys s. denigratus e T. s. elegans possuem a morfologia do par sexual idéntica
(X, acrocéntrico grande e Y acrocéntrico pequeno) e o mesmo numero diploide (2n=56),
porém diferenciam-se na morfologia dos autossémicos (Corréa et al., 2005). Enquanto T. s.
denigratus é formado por 27 pares de cromossomos metacéntricos/submetacéntricos, T. s.
elegans apresenta 25 pares de cromossomos metacéntricos/submetacéntrico e dois pares de
acrocéntricos, para individuos coletados em Santa Barbara (MG).

Trinomys moojeni apresenta 2n=56 e 0 cromossomo X é um submetacéntrico grande
(Corréa et al., 2005), idénticos a T. s. denigratus. Entretanto, as duas espécies se diferenciam

no valor do nimero fundamental, sendo FN=106 para a primeira e FN=108 em T. s.
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denigratus. Essa diferenca é devido a presenca de um par de acrocéntricos em T. moojeni,
enquanto o complemento autossomico de T. s. denigratus € formado exclusivamente por

cromossomos de dois bracos.

Trinomys albispinus

Trinomys albispinus se distribui ao longo dos estados de Sergipe, Bahia e Minas
Gerais. Sao reconhecidas duas subespécies: T. a. albispinus, na regido costeira e no interior
dos estados da Bahia, Minas Gerais e Sergipe e T. a. minor nas regides montanhosas do
interior da Bahia. Leal-Mesquita et al. (1992) e Fagundes (1993) descreveram o cariotipo
2n=60/FN=116 para T. albispinus, da localidade de Morro do Chapéu (Bahia- BA). Pessba e
Reis (1995) analisaram morfologicamente esses espécimes de Morro do Chapeu e
descreveram a subespécie T. a. minor. Gomes e Souza et al. (2006) analisaram exemplares de
Cachoeira do Ferro Doido (Municipio de Morro do Chapéu, BA) e encontraram diferencas
das dimensdes do crénio em relacdo a T. a. minor, associando esses exemplares a T. a.
albispinus. Esses autores ainda cariotiparam um exemplar e encontraram 2n=60/FN=116,
mesmo citétipo ao descrito para T. a .minor.

O cariotipo do presente estudo foi coletado em Andarai (BA) e apresenta a mesma
constituicdo cromossdmica dos citotipos que sdo descritos para as duas subespécies. Dessa
maneira ndo € possivel apenas com o dado cromossdmico associar o exemplar de Andarai a
nenhuma das subespécies.

O citétipo de 2n=60/FN=116 é comum entre T. iheringi, T. a. minor, T. a. albispinus e
T. dimidiatus, compostos por 29 pares de cromossomos metacéntricos. Entretanto, a presenca
de cromossomos B e a morfologia do Y sdo marcadores que diferenciam T. iheringi de T.
dimidiatus, ambos com ocorréncia nos estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo (Péssoa et al.,
2005). T. iheringi apresenta o cromossomo Y como submetacéntrico pequeno, T. dimidiatus
com Y metacéntrico médio (Pessoa et al., 2005) enquanto o Y é um acrocéntrico pequeno em

T. a. minor (mesmo cariotipo de T. a. albispinus).

As subespécies de Trinomys: divergéncia molecular e caridtipo

Os trés clados observados em Trinomys (Figura 5) sdo congruentes com achados
prévios de Lara e Patton (2000) com base nas analises do gene CitB, embora Lara et al.
(2002) ndo conseguiram esclarecer a relacdo entre os mesmos, justificado pela répida e

simultanea diversificacdo desses roedores. Porem, no presente estudo, com a concatenacdo
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dos gene mitocondrial (CitB) e nuclear (Vwf) foi possivel estabelecer a associacdo entre 0s
trés clados, descartando-se a falta de resolucdo entre os taxons (Lara et al., 1996; Lara e
Patton, 2000; Lara et al. 2002).

Lara e Patton (2000) propuseram que T. moojeni pertenceria ao clado de T.
yonenagae, T. eliasi, T. paratus e T. setosus. Porém, no presente estudo T. moojeni foi
incluido no clado de T. dimidiatus, T. mirapitanga, T. iheringi, T. g. gratiosus e T. g.
bonafidei. Tavares et al. (2015) com o objetivo de estudar a histéria evolutiva de T. eliasi,
haviam sugerido a posi¢édo de T. moojeni no clado pertencente a T. gratiosus. Ainda, esses
autores trataram como incerta a separacdo de T. eliasi de T. paratus devido aos baixos valores
de suporte das analises com o Citb, mas no presente estudo T. eliasi e T. paratus formam
unidades monofiléticas distintas com alto suporte.

A seguir, destacamos as espécies que apresentam dados conflituosos em relacdo as

devidas subespécies.

Trinomys gratiosus

As duas subespécies de T. gratiosus (Pessoa et al., 2015), T. g. bonafidei e T. g.
gratiosus, sdo distintas pela morfologia do baculo (Pessba et al., 1996), mas possuem 0
mesmo cariétipo com 2n=56/FN=108. T. g. gratiosus esta restrito as florestas costeiras do
Espirito Santo acima de 500 metros e abaixo do Rio Doce (Dalapicolla e Leite, 2015),
nordeste do Rio de Janeiro, sudeste de Minas Gerais e no Parque Nacional do Itatiaia no
noroeste do Rio de Janeiro e T. g. bonafidei ao longo das florestas costeiras do Rio de Janeiro
(Pessba et al., 2015).

Patton e Lara (2000) estudaram a diversificacdo evolutiva de Trinomys e sequenciaram
0 gene citB de exemplares pertencentes a T. g. gratiosus das localidades de Santa Teresa e
Caparad (ES), Boqueirdo e Passa Vinte (MG) e de T. g. bonafidei coletados na Serra do
Paquequer (RJ). A divergéncia genética entre as duas subespécies foi de 4,95%, 4,89%,
1,79% e 2,48%, respectivamente entre as localidades amostradas.
No presente estudo foi gerada uma filogenia do gene citB de exemplares cariotipados e
identificados como T. g. gratiosus, e foram ainda incluidas as sequéncias disponiveis no
GenBank para T. g. gratiosus e T. g. bonafidei. A filogenia mostra que exemplares de T. g.
bonafidei se localizam no mesmo clado de T. g. gratiosus e com baixa divergéncia genética

entre T. g. bonafidei e T. g. gratiosus (2,95%). Ao calcularmos a divergéncia considerando T.
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g. bonafidei como pertencente a T. g. gratiousus (denominado grupo T. gratiosus total), a
divergéncia intraespecifica também foi muito baixa (2,24%).

Dessa maneira, baseado nas evidéncias citogenéticas que ndo mostram diferengas
cromossOmicas entre as subespécies, aliadas aos baixos valores de divergéncia genética, tanto
encontrados nos estudos de Lara e Patton (2002) quanto no presente trabalho, ndo ha suporte

para a manutencgdo da diviséo de T. g. gratiosus e T. g. bonafidei.

Trinomys setosus

Moojen (1948) descreveu Proechimys iheringi denigratus com localidade tipo Mata
do Ribeirdo da Fortuna, Itabuna (sul da Bahia), Proechimys setosus elegans para Lagoa Santa
(Nova Lima, Minas Gerais) e Proechimys setosus setosus, sem registro da localidade tipo.

Lara e Patton (2000) baseados nas analises de DNA mitocondrial associaram 0s
exemplares de Cristinapolis (SE) e Valenca (BA) (clado C no presente estudo) a T. s. setosus,
os exemplares de Rio Casca, MG (clado B no presente estudo) a T. s. elegans e 0s exemplares
de Conceicdo do Mato Dentro, MG (clado A no nosso estudo) a T. s. denigratus.

Porém, lack-Ximenez (2005) examinou a morfologia de exemplares de Lagoa Santa,
Matozinhos, Juiz de Fora, Rio Casca, Mariana, Jurumirim, Caeté e Santa Barbara (MG) e os
associou a T. s. elegans. Analisou também espécimes reconhecidos por estudos anteriores
como T. s. setosus, das localidades de Cristinapolis (SE), Itabuna (BA) e ainda de T. s.
denigratus pertencente a Valenca, Itambeé e Ilhéus (BA), Conceicdo do Mato Dento,
Almenara, Turmalina, Governador Valadares, Caratinga e Santa Barbara (MG), Linhares, Sdo
Mateus, Cariacica e Itapemirim (ES), propondo a sinonimia entre T. s. setosus e T. .
denigratus, e ndo encontrou distingdo morfoldgica que suportasse a divisao das subespécies.

Os dados do presente estudo mostram a formacdo de trés clados, com alto suporte e
com divergéncia genética significativa entre os exemplares de Sergipe e norte da Bahia, em
relacdo aos representantes do norte Espirito Santo e Minas Gerais e sul da Bahia. Observa-se
ainda que lack-Ximenes (2005) considera como T. s. denigratus espécimes de Valenca (BA),
norte do Espirito Santo e de Minas Gerais, porém no presente estudo, esses individuos se
organizam em clados distintos, sendo os exemplares de Valenca (BA) agrupados em um clado
(Clado C) junto aos individuos de Cristinapolis (SE) e os espécimes do norte do Espirito
Santo e de Minas Gerais se agrupam em um clado distinto (Clado A), com divergéncia entre
si de 8,38%.
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A interpretacdo desse trabalho é de que lack-Ximenes (2005) considerou o0s
exemplares das duas subespécies como pertencente a uma Unica subespécie. Provavelmente
em seu estudo prop6s a sinonimia por analisar individuos de diferentes subespécies na mesma
amostra, ndo permitindo identificar os caracteres morfoldgicos diagndsticos que levariam a
separacdo das mesmas.

A hipétese de que o clado A (denigratus) € uma subespécie distinta do clado C
(setosus) é corroborada por estudos anteriores de Agrizzi (2013) e Lara e Patton (2000). Em
2013, Agrizzi estudou a filogeografia de espécies de Trinomys na regido central da Mata
Atlantica, através de sequéncias do gene citB e vWF, e identificou dois filogrupos: ‘T. setosus
Valenga’ (aqui considerado T. s. setosus), representado por um exemplar de Valenca (BA) e
‘T. setosus outros’ (aqui chamado T. s. denigratus), das localidade de Leme do Prado (MG),
Linhares, Sooretama e Pancas (ES) separados na filogenia por um valor de divergéncia de
6,8%, que segundo o autor corresponde a cerca de 11 vezes a divergéncia intraespecifica do
filogrupo ‘T. setosus outros’. O trabalho indica a possibilidade de se tratarem de subespécies
distintas, mas ndo chega a consideracdes conclusivas pelo fato do ndmero de espécimes
analisados ser reduzido.

Lara e Patton (2002) analisaram sequéncias de citB de exemplares denominados T. s.
setosus das localidades de Valenca (BA) e Cristindpolis (SE), T. s. denigratus de Conceicao
do Mato Dentro (MG) e de T. s. elegans de Rio Casca (MG). A divergéncia entre os clados T.
s. setosus e T. s. denigratus foi de 7,78% e os autores concluem através das relacdes
filogenéticas, a existéncia dessas trés subespécies em T. setosus.

A hipdtese aceita no presente estudo corrobora com os achados de Lara e Patton
(2000) ao assumir as trés subespécies dentro de T. setosus. Dada a distribuicdo parapatrica, é
razoavel a taxa de divergéncia genética baixa de 3,57% entre T. s. denigratus (Clado A) e T. s.
elegans (Clado B).

E provavel que os exemplares de Itambé (BA), devido a localizagdo geografica,
pertencam a T. s. denigratus, com localidade tipo em Itabuna (BA), entretanto sdo necessarias
andlises para a confirmacéo a posicdo filogenética desses espécimes.

A partir dos dados citogenéticos disponiveis na literatura juntamente com os gerados
no presente estudo, observa-se que ha distincdo nos cariétipos associados a T. s. denigratus e
T. s. elegans. Corréa et al. (2005) cariotipou um exemplar macho de T. s. elegans da
localidade de Santa Barbara (MG) e encontrou 2n=56/FN=104, com 25 pares de

metacéntricos/submetacéntricos e dois pares de acrocéntricos pequeno. O X é um acrocéntrico
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grande e 0 Y um acrocéntrico pequeno. No presente trabalho, o cariétipo de T. s. denigratus €
descrito pela primeira vez para espécimes de Almenara (MG), Pancas e Sooretama (ES),
apresentando 2n=56/FN=108 formado por 28 pares de cromossomos de dois bracos, sendo o
par sexual idéntico ao descrito para T. s. elegans e distintos por quatro eventos de inverséo
pericéntrica. Ainda ndo ha registros de cariétipos dos animais coletados em Valenca e
Cristinapolis (T. s. setosus).

Dessa maneira, baseando-se nos dados cromossémicos juntamente com o0s dados
discutidos da literatura reconhecemos trés subespécies para T. setosus, invalidando a
sinonimia de denigratus com setosus, como proposto por lack-Ximenes (2005). T. s.
denigratus apresenta 2n=56/FN=108, correspondente ao clado A do presente estudo, T. s.
elegans apresenta 2n=56/FN=104 e corresponde ao clado B do presente estudo e T. s. setosus
ndo possui cariotipo descrito e esta representado pelo clado C do presente estudo. O Vale do
Rio Doce parece ser uma barreira efetiva para a separacdo dos clados A e B.

T. albispinus

Segundo Pessoa et al. (2015), com base em caracteres craniais, sao reconhecidas duas
subespeécies para Trinomys albispinus: T. a. albispinus e T. a. minor.

Gomes e Souza et al. (2006) coletaram um espécime reconhecido pelos autores como
T. a. albispinus em Cachoeira do Ferro Doido (Morro do Chapéu, BA) localizado a 30 km da
localidade tipo de T. a. minor e utilizaram caracteres morfoldgicos qualitativos para o
reconhecimento das subespécies, uma vez que nao sdo facilmente reconhecidas pelos métodos
de morfometria. Esse exemplar foi cariotipado e apresentou 2n=60/FN=116, sendo idéntico
na morfologia aos cromossomos descritos por Leal-Mesquita et al. (1992) para exemplares de
Morro do Chapéu (BA) e que foram associados a T. a. minor por Pessda e Reis (2005). Os
autores argumentam que a regido de Morro do Chapéu é uma zona de contato entre T. a.
minor e T. a. albispinus e que a similaridade cariotipica entre as formas é um indicativo de
divergéncia recente ou um processo de divergéncia, fato esse que justifica a distincdo
taxonémica em niveis subespecificos.

No presente estudo, um exemplar proveniente de Andarai (BA, LPC226) foi
cariotipado e apresentou 2n=60/FN=116. Esse exemplar e o estudado por Leal-Mesquita et al.
(1992) de Morro do Chapéu (BA, JMMB890001- localidade tipo de T. a. minor) foram
sequenciados, juntamente com mais cinco sequéncias (trés disponiveis no GenBank e duas

cedidas pelo Dr. James Patton), para gerar uma filogenia que apresentou dois ramos irmaos
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com alto suporte e com divergéncia de 5,21%. O exemplar de Andarai (BA) se associou ao
ramo com os individuos provenientes de Bocailva (MG), localidade de ocorréncia de T. a.
albispinus (Pessba et al., 2015), enquanto que o exemplar proveniente de Morro do Chapéu
(BA), localidade tipo de T. a. minor, se associou ao ramo contendo o exemplar da Fazenda
Cruzeiro (SE), localidade de ocorréncia de T. a. albispinus (Pessba et al., 2015).

Segundo Pessoa et al. (2015), T. a. albispinus tem ocorréncia ampla do norte de Minas
a Sergipe (Cachoeira do Ferro Doido, Feira de Santana, Ibiraba, Jequié, Lamardo, Seabra,
Senhor do Bonfim e Vitéria da Conquista na Bahia, Bocailva e Irapé em Minas Gerais,
Canindé de Sdo Francisco e Cristindpolis no Sergipe), enquanto que T. a. minor tem
distribuicdo mais restrita na Bahia (Caetité, Catolés de Cima, Abaira, Fazenda Juramento e
Morro do Chapéu). Ainda, Gomes e Souza et al. (2006) identifica Morro do Chapéu como
uma regido de contato entre T. a. minor e T. a. albispinus e Pessda e Reis (2005), Gomes e
Souza et al. (2006) e lack-Ximenes (2005), distinguem as subespécies de T. albispinus pelo
menor tamanho do corpo e do cranio presentes em T. a. minor.

Entretanto, na filogenia molecular do presente estudo, o exemplar JMM89001 se
localizou no clado A, sendo o mesmo cariotipado por Leal-mesquita et al. (1992) da
localidade de Morro do Chapéu (BA) e identificado morfologicamente como T. a. minor por
Pessba e Reis (2005). Enquanto que no clado B, os exemplares AP13 e AP36 foram
identificados por lack-Ximenes (2005) como representantes de T. a minor e T. a. albispinus,
respectivamente. Esse resultado demonstra que ndo ha uma estruturacdo genética que
diferencie as formas morfologicas das subespécies apresentadas por Pessda e Reis (2005) e
lack-Ximenes (2005).

Assim, atraveés dos presentes dados, observa-se que devido a baixa divergéncia
genética entre os clados de T. albispinus denominados A e B (5,21%), a associacdo das
diferentes subespécies tanto no clado A quanto no B, e a auséncia de distin¢do cariotipica
entre as formas, consideramos que ndo ha evidéncias citogenéticas e moleculares para a
separacdo de T. albispinus em duas subespécies. O que se pode observar é uma variacao
morfoldgica dentro de T. albispinus sem estruturacdo genética, cromossémica e geografica.

O presente estudo trouxe informac@es robustas de que o estudo evolutivo em Trinomys
ndo pode ser desatrelado de uma abordagem integrativa, envolvendo dados cariotipicos,
moleculares, morfoldgicos e geograficos. Algumas incongruéncias ainda merecem
esclarecimentos, devido a falta de exemplares coletados em localidades chave de simpatria ou

diversificacdo. Enquanto houve sugestdo de extingdo de algumas subespécies (como a
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sinonimia de T. g. bonafidei e T. g. gratiosus), houve a sugestdo de revalidacdo de T. s.
denigratus. O género apresenta forte estruturacdo geografica de modo geral, espécies
claramente definidas do ponto de vista morfolégico, molecular e citogenético, com
relativamente alta divergéncia intraespecifica em alguns casos. O presente estudo reforca a
importancia dos dados cariotipicos na caracterizagdo das espécies de roedores, e mostra que o
2n e FN devem ser usados como caracteres diagnésticos no género Trinomys, o qual apresenta
cariétipos espécie-especificos.
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Anexo 1. Relagdo dos exemplares utilizados no presente estudo para as analises citogenéticas.

Espécime Codigo Sexo 2n FN Localidade Coordenada
Coletor
Trinomys setosus
LGA1157 LPC947 M 56 108 Pedra Camelo, Pancas, ES 19°'14'S  40°46'0
LGA2182 LC77 F 56 108 EE Acaud, Turmalina, MG 17°08'S  42°46'0
LGA3381  YL7I0 F 56 108 Estrada do Quirino, REBIO 18°59'S  40°7'0
Sooretama, Sooretama, ES
Trinomys gratiosus
LGA35 MP932 F 56 108  Valsugana Velha, Santa Teresa, ES ~ 19°55'S  40°36'0
LGA36 - F 56 108  Valsugana Velha, Santa Teresa, ES ~ 19°55'S  40°36'0
LGA41 - M 56 108  Valsugana Velha, Santa Teresa, ES ~ 19°55'S  40°36'0
LGA185 - F 56 108 EB Santa Ldcia, Santa Teresa, ES 19°57'S  40°32'0
LGA708 - F 56 108 EB Santa Ldcia, Santa Teresa, ES 19°57'S  40°32'0
LGA880 - F 56 108 Santa Maria de Jetiba, ES 20°02'S  40°42'0
LGAS881 - F 56 108 Santa Maria de Jetiba, ES 20°02'S  40°42'0
LGA966 RPO6 Fos6 08 - redraAwul Bomingos MAins - op0ps 400400
LGAQ67 RP19 M 56 08 " redraAeul Domingos Martins - op0ps 400400
LGA990 i F 56 108 PE Pedra Azul, Iégmlngos Martins, 20°02'S  40°40'0
LGA1198 - M 56 108 PARNA Capara0, Ibitirama, ES 20°29'S  41°43'0
LGA1212 - F 56 108 PARNA Capara0, Ibitirama, ES 20°29'S  41°43'0
LGA1213 - F 56 108 PARNA Capara0, Ibitirama, ES 20°29'S  41°43'0
LGA1557 - M 56 108 PARNA Capara0, Irupi, ES 20°23'S  41°44'0
LGA1566 - F 56 108 PARNA Capara0, Irupi, ES 20°23'S  41°44'0
LGA1568 - F 56 108 PARNA Capara0, Irupi, ES 20°23'S  41°44'0
LGA1573 - F 56 108 PARNA Capara0, Irupi, ES 20°23'S  41°44'0
LGA1578 - F 56 108 PARNA Capara0, Irupi, ES 20°23'S  41°44'0
LGA1596 - F 56 108 PARNA Capara0, Irupi, ES 20°23'S  41°15'0
LGA1807 BAC245 M 56 108 Fazenda Recanto, Muqui, ES 21°00'S  41°44'0
LGA2354  DMR14 M 56 108  AloMisterioso Jacutinga, Santa  g0p0g 4004510
Teresa, ES
LGA2355  DMR15 F 56 108 Ao Misterioso Jacutinga, Santa  g0p0g 404510
Teresa, ES
LGA2366  DMR26  F 56 108 Ao Misterioso, Jacutinga, Santa yg0pa.5  4o0s6:0
Teresa, ES
12,75 Km do centro de Santa e oaps
LGA2563 BAC369 M 56 108 Leopoldina, Santa Leopoldina, ES 20°5°S  40°36°0
LGA2582  BAC373 M 56 108 -2/ Kmdocentrode Santa 20°5'S  40°36°0

Leopoldina, Santa Leopoldina, ES
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Anexo 1. Continuagéo

Espécime Codigo Sexo 2n FN Localidade Coordenada
Coletor
Trinomys paratus
LGA379 - F 58 112 REBIO Duas Bocas, Alto 20°16’S  40°25°0
Alegre, Cariacica, ES
LGA595 - M 58 112 REBIO Duas Bocas, Alto 501 os 4000870
Alegre, Cariacica, ES
LGA1508 SLF142 F 58 112 FazendaBoa Baixa Viana, ES  20°23°S  40°26°0
LGA1505 SLF135 F 58 112 Fazenda Boa Baixa, Viana, ES 20°23’S 40°26°0
LGAL762 SLF177 F 58 112 FazendaBoa Baixa Viana, ES  20°23°S  40°26°0
LGAL777 SLF189 M 58 112 Lagoa de Jacuném, Serra, ES 20°18’S 40°23°0
LGA1839  LPC99% M 58 112  REBIODuas Eégcas' Cariacica, 4006 4005170
LGA1844  LPC1002 M 58 112  REBIODuas Egcas' Cariacica, 5008 4005170
LGA1845  LPC1003 M 58 112  REBIODuas Eégcas' Cariacica, 006 4005170
LGA1846  LPCl004 F 58 112 REBIODuas Eégcas' Cariacica, 4006 4005170
LGA1849  LPC1007 F 58 112  REBIODuas Eégcas' Cariacica, 4006 4005170
LGA1850  LPC1008 F 58 112  REBIODuas Egcas' Cariacica,  ,j006:g 4005170
LGA1864  LPC1012 F 58 112 REBIODuas Egcas' Cariacica,  ,j006:g 4005170
LGA1873  LPC1022 F 58 112 REBIODuas Egcas' Cariacica,  ,j006:g 4005170
LGA1875  LPC1025 F 58 112  REBIODuas Egcas' Cariacica,  ,j006:g 4005170
LGA1877  LPC1038 M 58 112  REBIODuas Egcas' Cariacica, 5006 4005170
LGA1878  LPC1039 F 58 112  REBIODuas Egcas' Cariacica,  ,5006:g 4005170
LGA1887  LPC1056 M 58 112  REBIODuas Egcas' Cariacica, 55006 4005170
LGA1888  LPC1057 M 58 112  REBIODuas Egcas' Cariacica,  ,006:g 4005170
LGA1963  LPC1086 M 58 112  REBIODuas E‘;C""S' Cariacica, 55006 4005170
LGA1964  LPC1090 M 58 112  REBIODuas Egcas' Cariacica, 50y 40051°0
LGA1965  LPC1097 M 58 112  REBIODuas E‘;C""S' Cariacica, g 409510
LGAL966  LPC1089 M 58 112  REBIODuas E‘;C""S' Cariacica, g5 409510
LGA1971  LPC1085 M 58 112  REBIODuas E‘;C""S' Cariacica, 0085 4005170
LGA1972  LPC1082 F 58 112  REBIODuas E‘;C""S' Cariacica,  ,n0pgs 409510
LGA4072 YL853 M 58 112 OSitioPedraD'agua, APAMestre 090 400180
Alvaro, Serra, ES
LGAA4486 YL887 M 58 112 Rio da Prata, Guarapari, ES  21°06'S  40951'S
LGA4490 YL893 F 58 112  Buenos Aires, Guarapari, ES  20°34S  40°32'0
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Anexo 1. Continuagéo

Espécime Cadigo Sexo 2n FN Localidade Coordenada
Coletor

Trinomys paratus
LGA4491 YL892 F 58 112 Buenos Aires, Guarapari, ES 20°39'S 40°32'0
LGA4500 YL907 F 58 112 Rio da Prata, Guarapari, ES 21°06'S 40°51'S
LGA4501 YL898 F 58 112 Rio da Prata, Guarapari, ES 21°06'S 40°51'S
LGA5006 YL959 M 58 112 Buenos Aires, Guarapari, ES 20°34'S 40032'0
LGA5007 YL960 M 58 112 Buenos Aires, Guarapari, ES 20°34'S 40032'0

Trinomys albispinus
LGA2184  LPC226 M 60 116 ozendaSantaRita Andaral, . 50pa5 410150

BA

'EE: Estacfo Ecoldgica; REBIO: Reserva Biol6gica; EB: Estacdo Bioldgica; PE: Parque Estadual; PARNA:

Parque Nacional; APA: Area de Protecdo Ambiental; ES: Espirito Santo; BA: Bahia. Codigos coletores: BAC:
B. A. Costa; BIO: Y. Yonenaga-Yassuda; DMR: D. M. Rossoni; JJM:ndo identificado; LGA: Laboratorio de
Genética Animal da Universidade Federal do Espirito Santo, Vitéria, Brasil; LC/LPC: L. P. Costa; MP: M.
Passamani; RP: R. Paresque; SLF: S. L. Freitas; YL: Y. Leite.
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Anexo 2. Relagdo de exemplares utilizados nos estudos moleculares, contendo informag6es do cariétipo (quando houver), localidades

geograficas e o codigo de acesso do GenBank no caso de sequéncias retiradas do mesmo.

CitB VWF
Cod. Numero NUmero
Cod. Exemplar Coletor/Museu 2N FN Localidades Geograficas Referéncia de acesso Referéncia de acesso
T. s. denigratus
UFESCTA1113 UFESCTA1113
LC77 LGA2182 LC77 LGA2182 56 108 EE Acaud, Turmalina, MG Agrizzi, 2013" Agrizzi, 2013"
UFESMAM2043 UFESMAM2043 Estrada do Quirino, REBIO
YL710 LGA3381 YL710LGA3381 56 108 Sooretama, Sooretama, ES Agrizzi, 2013 Agrizzi, 2013
UFESMAM 289
LPC947 LGA1157 56 108 Pedra Camelo, Pancas, ES Agrizzi, 2013* Agrizzi, 2013
Mata da PraGna, Conceicdo do Mato
MNRJ31441 Dentro, MG AF422923
Mata da Pra(ina, Conceicdo do Mato
EDH9 Dentro, MG AF194284
Mata da Pralna, Conceicdo do Mato
EDH10 Dentro, MG AF194285
LG473 Joaima, MG KF562095
AMOPIO1 Morro do Pilar, MG KF562096
T. s. setosus Fazenda Aldeia, Valenca, BA AF194286
Fazenda Cruzeiro, Cristinapolis, SE AF194287
Fazenda Cruzeiro, Cristindpolis, SE AF194288
Fazenda Aldeia, Valenga, BA AF194289
AL3072 Fazenda Cruzeiro, Cristinapolis, SE AJ849317
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Anexo 2. Continuagéo

Cod. NUmero NUmero
Cod. Exemplar Coletor/Museu 2N FN Localidades Geograficas Referéncia de acesso Referéncia de acesso
T. s. elegans
MNRJ31448 Fazenda Esmeralda, Rio Casca, MG AF422924
EDH18 Rio Casca, MG AF194283
T. g. gratiosus
LGA35 56 108 Valsugana Velha, Santa Teresa, ES PE PE
LGA36 56 108 Valsugana Velha, Santa Teresa, ES PE PE
LGA41 56 108 Valsugana Velha, Santa Teresa, ES PE PE
LGA185 56 108 EB Santa LUcia, Santa Teresa, ES PE PE
LGA708 56 108 EB Santa LUcia, Santa Teresa, ES PE PE
LGA880 56 108 Santa Maria de Jetiba, ES PE PE
LGAS881 56 108 Santa Maria de Jetiba, ES PE PE
PE Pedra Azul, Domingos Martins,
LGA966 56 108 ES PE PE
PE Pedra Azul, Domingos Martins,
LGA967 56 108 ES PE PE
PE Pedra Azul, Domingos Martins,
LGA990 56 108 ES PE PE
PE Pedra Azul, Domingos Martins,
LGA972 ES PE
LGA1212
UFESMAM1818 56 108 PARNA Caparad, Ibitirama, ES PE PE
LGA1213
UFESMAM1819 56 108 PARNA Caparad, Ibitirama, ES PE PE
LGA1557
UFESMAM1820 56 108 PARNA Caparad, Irupi, ES PE PE
LGA1566
UFESMAM1821 56 108 PARNA Caparad, Irupi, ES PE PE
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Anexo 2. Continuagéo

CitB VWF
Cod. NUmero NUmero
Cod. Exemplar Coletor/Museu 2N FN Localidades Geograficas Referéncia de acesso Referéncia de acesso
LGA1573
UFESMAM1823 56 108 PARNA Capara0, Irupi, ES PE PE
LGA1578
UFESMAM1824 56 108 PARNA Caparad, Irupi, ES PE PE
Central Hidrelétrica, Domingos
NPM227 Martins, ES KJ707248
Santa Rita Jacutinga, Boqueirao,
MG AF194328
Rio Pedra Roxa, PARNA Caparao,
MG AF194327
Santa Rita Jacutinga, Boqueirao,
MG AF194280
Rio Pedra Roxa, PARNA Capara0,
MG AF194279
Rio Pedra Roxa, PARNA Capara0,
ES AF194278
EB Santa LUcia, Santa Teresa, ES AF194277
Fazenda Bene, Passa Vinte, MG AF194329
T. g. bonafidei
Fazenda S&o José da Serra, Serra do
Paquequer, Teresépolis, RJ AF194330
Fazenda S&o José da Serra, Serra do
Paquequer, Teresopolis, RJ AF194281
T. paratus
REBIO Duas Bocas, Alto Alegre,
LGA379 58 112 Cariacica, ES PE PE
REBIO Duas Bocas, Alto Alegre,
LGA595 58 112 Cariacica, ES PE
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Anexo 2. Continuagéo

CitB VWF
Cod. NUmero NUmero

Cod. Exemplar Coletor/Museu 2N FN Localidades Geograficas Referéncia de acesso Referéncia de acesso
UFESMAM814

SLF135LGA1505 58 112 Fazenda Boa Baixa, Viana, ES PE PE
UFESMAMG671

SLF142 LGA1508 58 112 Fazenda Boa Baixa, Viana, ES PE
UFESMAM817

SLF177 LGA1762 58 112 Fazenda Boa Baixa, Viana, ES PE PE
UFESMAMO967

SLF189 LGAL1777 58 112 Lagoa de Jacuném, Serra, ES Agrizzi, 2013 Agrizzi, 2013*
UFESMAMG632

LPC1002 LGA1844 58 112 REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013" Agrizzi, 2013"
UFESMAMG642

LPC1003 LGA1845 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013 Agrizzi, 2013
UFESMAMG645

LPC1004 LGA1846 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013 Agrizzi, 2013
UFESMAMG651

LPC1007 LGA1849 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013 Agrizzi, 2013
UFESMAMG654

LPC1008 LGA1850 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013 Agrizzi, 2013
UFESMAMG653

LPC1012 LGA1864 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013 Agrizzi, 2013
UFESMAMG658

LPC1022 LGA1873 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013 Agrizzi, 2013
UFESMAMG640

LPC1025 LGA1875 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013 Agrizzi, 2013
UFESMAMG629

LPC1038 LGA1877 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013" Agrizzi, 2013"
UFESMAM644

LPC1039 LGA1878 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013* Agrizzi, 2013"
UFESMAMG643

LPC1056 LGA1887 58 112 REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013* Agrizzi, 2013*
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Anexo 2. Continuagéo

CitB VWF
Cod. NUmero NUmero
Cod. Exemplar Coletor/Museu 2N FN Localidades Geograficas Referéncia de acesso Referéncia de acesso
UFESMAMG647
LPC1057 LGA1888 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013" Agrizzi, 2013"
UFESMAMG649
LPC1086 LGA1963 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013" Agrizzi, 2013
UFESMAM®660
LPC1090 LGA1964 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013" Agrizzi, 2013"
UFESMAM®655
LPC1097 LGA1965 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013" Agrizzi, 2013"
UFESMAMG661
LPC1089 LGA1966 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013" Agrizzi, 2013"
UFESMAMG657
LPC1085 LGA1971 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013 Agrizzi, 2013
UFESMAMG652
LPC1082 LGA1972 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013 Agrizzi, 2013
Grota da Aracruz Florestal, Aracruz,
YL34 ES U35165 AJ849316
MBML3033 Morro da Vargem, Ibiragu, ES KF562094
ML92 EB de Caratinga, Caratinga, MG AF194294
ML91 EB de Caratinga, Caratinga, MG AF194293
EDH20 EB de Caratinga, Caratinga, MG AF194291
EDH21 EB de Caratinga, Caratinga, MG AF194292
UFESMAMG649
LPC1086 LGA1963 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013* Agrizzi, 2013"
UFESMAM®660
LPC1090 LGA1964 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013" Agrizzi, 2013"
UFESMAM®655
LPC1097 LGA1965 58 112 REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013" Agrizzi, 2013"
UFESMAMG661
LPC1089 LGA1966 58 112 REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013" Agrizzi, 2013"
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CitB VWF
Cod. NUmero NUmero
Cod. Exemplar Coletor/Museu 2N FN Localidades Geograficas Referéncia de acesso Referéncia de acesso
UFESMAM®657
LPC1085 LGA1971 58 112  REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013" Agrizzi, 2013"
UFESMAM®652
LPC1082 LGA1972 58 112 REBIO Duas Bocas, Cariacica, ES Agrizzi, 2013" Agrizzi, 2013
Grota da Aracruz Florestal, Aracruz,
YL34 ES U35165 AJ849316
MBML3033 Morro da Vargem, Ibiragu, ES KF562094
ML92 EB de Caratinga, Caratinga, MG AF194294
ML91 EB de Caratinga, Caratinga, MG AF194293
EDH20 EB de Caratinga, Caratinga, MG AF194291
EDH21 EB de Caratinga, Caratinga, MG AF194292
T. albispinus
UFESMAM®632
LPC1002 LGA2184 60 116 Fazenda Santa Rita, Andarai, BA Agrizzi, 2013 Agrizzi, 2013
BIO737 JMM89001 60 116 Morro do Chapéu, BA PE
AP36 Fazenda Corredor, Bocailva, MG J. L Patton?
UFESMAM®632
LPC1002 LGA2184 60 116 Fazenda Santa Rita, Andarai, BA Agrizzi, 2013 Agrizzi, 2013
BIO737 JMM89001 60 116 Morro do Chapéu, BA PE
AP36 Fazenda Corredor, Bocailva, MG J. L Patton?
AP13 Fazenda Corredor, Bocailva, MG J. L Patton?
KMO014008
AL3054 Fazenda Cruzeiro, Cristindpolis, SE EU313251 KM014003
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CitB VWF
Cod. NUmero NUmero
Cod. Exemplar Coletor/Museu 2N FN Localidades Geograficas Referéncia de acesso Referéncia de acesso
AP13 Fazenda Corredor, Bocailva, MG J. L Patton?
KMO014008
AL3054 Fazenda Cruzeiro, Cristinapolis, SE EU313251 KM014003
Fazenda Cruzeiro, Cristinapolis, SE AF194282
T. iheringi
APC2501/CIT2173 Parque estadual Caraguatatuba, SP PE
CIT21 62 116 Intervales, Saibadela, SP PE
CIT334 64 116 Iguape, SP PE
Fazenda da Toca, Ilha de S&o
MZUSP29400 Sebastido, SP U35171
NSV15 PE Serra do Mar, Ubatuba, SP J. L Patton?
CIT1616 Boracéia, SP EU544664
FMNH141668 EU313255
FMNH141667 Ilha do Cardoso, SP EU313254 KF590677
Ilha do Cardoso, SP AF194324
Ilha do Cardoso, SP AF194323
Fazenda Intervales, Capédo Bonito,
SP AF194322
Fazenda Intervales, Capdo Bonito,
SP AF194321
Fazenda da Toca, Ilha de S&o
Sebastido Ilha Bela, SP AF194320
Fazenda da Toca, Ilha de Séo
Sebastido Ilha Bela, SP AF194319
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Anexo 2. Continuagéo

CitB vVWF
Cod. NUmero NUmero
Cod. Exemplar Coletor/Museu 2N FN Localidades Geograficas Referéncia de acesso Referéncia de acesso
Fazenda da Toca, Ilha de Sdo
Sebastido Ilha Bela, SP AF194318
Fazenda da Toca, Ilha de Sdo
Sebastido Ilha Bela, SP AF194317
Fazenda da Toca, Ilha de Sdo
Sebastido Ilha Bela, SP AF194316
Fazenda da Toca, Ilha de Sao
Sebastido Ilha Bela, SP AF194315
Fazenda da Toca, Ilha de Sdo
Sebastido Ilha Bela, SP AF194314
Fazenda da Toca, Ilha de Sao
Sebastido Ilha Bela, SP AF194313
Fazenda da Toca, Ilha de Sao
Sebastido Ilha Bela, SP AF194312
Fazenda da Toca, Ilha de Sao
Sebastido Ilha Bela, SP AF194311
Fazenda da Toca, Ilha de Sao
Sebastido Ilha Bela, SP AF194310
Fazenda da Toca, Ilha de Sao
Sebastido Ilha Bela, SP AF194309
EB de Boracéia, Mogi das Cruzes,
SP AF194308
Fazenda Capricérnio, Ubatuba, SP AF194307
Fazenda Capricornio, Ubatuba, SP AF194306
T. yonenagae
PEU880027 Ibiraba, BA U35172 AJ849318
Dunas do Rio Séo Francisco, Vila
Bonfim, Ibiraba, BA AF194295
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CitB vVWF
Cod. NUmero NUmero
Cod. Exemplar Coletor/Museu 2N FN Localidades Geograficas Referéncia de acesso Referéncia de acesso
T. moojeni
Serra do Caraca, MG KF562097
T. mirapitanga
MNRJ31459 EB Pau Brasil, Porto Seguro, BA U35173
ML110 EB Pau Brasil, Porto Seguro, BA AF194326
EDH33 EB Pau Brasil, Porto Seguro, BA AF194325
T. eliasi
ML141 Restinga de Marica, RJ U35166

PARNA Restinga de Jurubatiba,
Carapebus, RJ KJ707246

PARNA Restinga de Jurubatiba,
Carapebus, RJ KJ707245

Mata do Carvao, Séo Francisco do
Itabapoana, RJ KF562093
Morro da Itaoca, Campos dos
Goytacazes, RJ KF562090
REBIO Unido, Rio das Ostras, RJ KF562084
REBIO Unido, Rio das Ostras, RJ KF562083
REBIO Unido, Rio das Ostras, RJ KF562082
REBIO Unido, Rio das Ostras, RJ KF562081
Restinga de Marica, RJ AF194290
Fazenda Santa Helena, Silva Jardim,

RJ KF562079
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CitB vVWF
Cod. NUmero NUmero
Cod. Exemplar Coletor/Museu 2N FN Localidades Geograficas Referéncia de acesso Referéncia de acesso
Fazenda Santa Helena, Silva Jardim,
RJ KF562080
REBIO Unido, Rio das Ostras, RJ KF562085
PARNA Restinga de Jurubatiba,
Carapebus, RJ KJ707247
PARNA Restinga de Jurubatiba,
Carapebus, RJ KF562088
Cabilnas, Macaé, RJ KF562086
Cabilnas, Macaé, RJ KF562087
Cabilnas, Macaé, RJ KJ707244
Morro da Itaoca, Campos dos
Goytacazes, RJ KF562091
Morro da Itaoca, Campos dos
Goytacazes, RJ KF562092
Morro da Itaoca, Campos dos
Goytacazes, RJ KF562089
T. dimidiatus
Mata da Rifa, PE do Desengano,
MNRJ31413 Santa Maria Magdalena, RJ U35168
Fazenda Inglesa, Petropolis, RJ U35170
Mambucaba, Angra dos Reis; RJ U35169
Nova Friburgo, RJ U35167
NC021388
Mambucaba, Angra dos Reis; RJ AF194305
Mambucaba, Angra dos Reis; RJ AF194304
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CitB vVWF
Cod. NUmero NUmero
Cod. Exemplar Coletor/Museu 2N FN Localidades Geograficas Referéncia de acesso Referéncia de acesso
Serra dos Orgdos, Garrafio, RJ AF194303
Serra dos Orgdos, Garrafo, RJ AF194302
Serra dos Orgdos, Garrafio, RJ AF194301
Serra dos Orgéos, Garrafio, RJ AF194300
Serra dos Orgéos, Garrafio, RJ AF194299
Nova Friburgo, RJ AF194298
ML98 Nova Friburgo, RJ AF194297
PE do Desengano, Santa Maria
Madalena, RJ. AF194296 KJ742620
Euryzygomatomys
spinosus EU544667 AJ849319
Clyomys laticeps AF422918 AJ849306

!Sequéncias geradas pelo trabalho de Agrizzi, 2013 e cedidas por Y. L. R. Leite. 2Sequéncias cedidas por J. L. Patton. PE: Sequéncias geradas pelo presente estudo. Siglas

das colegdes e coletores: AL:Alfredo Langguth; AMOPI: S. Talamoni e F. Kessen-Ferreira; AP: A. Paglia; APC: A. P. Carmignotto; BIO/CIT: Y. Yonenaga-Yassuda;

EDH: E. D. Hingst; FMNH: Field Museum of Natural History, Chicago, EUA; LGA: Laboratdrio de Genética Animal da Universidade Federal do Espirito Santo, Vitdria,
Brasil; LG: Lena Geise; LC/LPC: L. P. Costa; MBML.: Museu de Biologia Professor Mello Leitdo, Santa Teresa, Espirito Santo, Brasil; Brasil; ML: M. Lara; MNRJ:

Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil; MZUSP: Museu de Zoologia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil; NSV:
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Anexo 3. Divergéncias genéticas intraespecificas (em vermelho) e interespecificas (quadrante abaixo) em Trinomys,

baseada em 150 sequéncias do gene citocromo b, conforme Anexo 2. Acima estdo os desvios padréo.
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T. iheringi 0,85 2,08 2,07 2,36 2,40 2,84 2,78 2,80 2,53 2,64 2,89 2,66
T. dimidiatus 13,22 2,58 1,96 2,25 2,33 2,50 2,46 2,42 2,64 2,35 2,77 2,39
T. mirapitanga 12,04 11,61 0,00 2,19 2,41 2,52 2,41 2,34 2,41 1,99 2,66 2,39
T. gratiosus 1596 1454 13,12 2,00 1,98 2,42 2,30 2,29 2,29 2,18 2,59 2,28
T. moojeni 16,24 15,00 1437 1099 nc 2,36 2,72 2,39 2,39 2,26 2,71 2,33
T. albispinus 20,50 17,63 17,70 16,71 1561 3,15 2,36 2,36 2,37 2,33 2,34 2,46
T. paratus 18,40 16,67 1491 1537 17,62 16,69 0,52 1,15 2,31 2,06 2,35 2,38
T. eliasi 1929 16,80 14,58 15,39 1557 16,70 5,42 0,63 2,33 2,13 2,14 2,22
T. setosus 18,83 1891 1650 16,32 16,60 17,51 16,42 17,09 5,20 1,72 2,50 2,32
T. yonenagae 17,40 15,04 11,16 13,56 12,97 1552 12,62 13,07 10,59 0,30 2,44 2,01
Clyomys 20,31 20,97 18,32 18,63 19,37 16,22 15,77 14,05 1840 16,50 nc 2,19

Euryzygomatomys 1799 16,51 1542 1564 1525 17,03 16,37 1501 16,70 12,20 1345 nc
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Anexo 4 . Divergéncia molecular do gene citocromo b destacando os grupos de T. gratiosus (em cinza) e as demais

espécies de Trinomys do presente estudo. Divergéncias genéticas intraespecificas (em vermelho) e interespecificas

(quadrante abaixo), baseada em 150 sequéncias do gene citocromo b, conforme Anexo 2. Acima estdo os desvios

padréo.
0 B = 2 3 g
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T. iheringi 082 213 204 253 274 254 248 285 281 28 262 280 292 272
T. dimidiatus 13,78 256 192 214 230 214 227 252 247 253 254 236 289 248
T. mirapitanga 12,23 11,52 000 221 235 221 242 260 249 249 245 211 29 256
T. gratiosus 17,14 14,74 13,82 213 073 0,36 200 237 245 247 241 220 273 249
T. bonafidei 18,15 1548 14,36 295 029 067 201 246 246 252 251 232 291 266
T.gratiosustotal 17,22 14,79 1386 211 2,74 224 199 236 244 246 241 220 273 250
T. moojeni 16,65 1513 14,84 11,54 10,82 11,49 nc 232 261 243 243 220 290 242
T. albispinus 21,29 1822 1858 17,13 17,40 17,15 1564 3,06 2,38 245 238 238 242 263
T. paratus 19,07 17,34 16,03 1598 1591 1597 17,58 17,05 050 1,20 2,36 2,11 238 251
T. eliasi 19,95 17,51 1575 16,02 16,04 16,02 1562 169 565 075 240 215 230 242
T. setosus 19,39 19,44 17,44 17,14 17,35 17,15 1695 17,65 16,61 17,39 530 1,81 2,62 252
T. yonenagae 18,17 1510 11,74 13,56 13,78 1358 13,17 16,01 12,48 13,07 11,22 029 256 2,08
Clyomys 20,97 21,30 19,08 19,13 19,60 19,16 19,72 17,34 16,52 14,91 1945 16,58 nc 2,21
Euryzygomatomys 18,34 16,59 1586 1580 16,74 1587 1535 17,79 16,73 1545 1742 1207 1325 nc
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Anexo 5. Divergéncia molecular do gene citocromo b destacando os grupos de T. setosus (em cinza) e as demais espécies de Trinomys do

presente estudo. Divergéncias genéticas intraespecificas (em vermelho) e interespecificas (quadrante abaixo), baseada em 150 sequéncias do

gene citocromo b, conforme Anexo 2. Acima estdo os desvios padrao.
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T. iheringi 078 193 191 231 236 263 263 275 266 274 263 263 271 252 260 243 2,74 2,59
T. dimidiatus 1193 245 1,79 202 212 225 232 219 258 262 275 25 276 243 255 214 256 2,33
T. mirapitanga 10,78 10,23 000 206 224 239 251 235 254 263 277 254 263 25 252 203 266 232
T. gratiosus 1528 13,43 1261 201 1,8 213 231 217 246 235 237 234 229 251 230 209 252 216
T. moojeni 1520 13,61 14,29 1005 nc 212 260 239 245 264 255 247 253 274 244 216 254 215
T. albispinus 1954 16,56 17,17 1515 14,06 311 231 233 233 233 247 231 251 240 232 226 228 239
T. paratus 17,72 15,75 15554 1480 17,94 1556 049 1,18 265 256 2,76 257 265 236 254 211 230 243
T. eliasi 18,98 15,48 14,82 14,48 1542 1590 539 081 258 25 2,74 253 267 243 251 215 2,07 226
T. setosus Al 17,83 18,23 16,54 1596 15,01 1623 18,22 1741 016 079 081 037 098 159 041 205 260 247
T. setosus A2 18,94 18,551 17,27 1561 16,99 16,70 17,67 17,80 241 124 085 052 1,12 158 057 214 261 240
T. setosus A3 17,85 19,84 18,54 1533 16,03 17,29 19,24 1922 224 263 nc 065 093 154 061 213 262 250
T. setosus A 18,24 18,554 17,06 15,75 15,88 1654 18,14 17,78 124 184 210 180 093 150 046 203 254 238
T. setosus B 18,98 20,48 17,25 15,14 15,84 17,80 19,00 18,88 323 426 284 357 031 154 075 199 265 245
T. setosus C 17,11 15,99 16,18 17,43 18,90 16,72 15,05 16,44 837 850 804 838 7,65 057 144 189 252 274
T. setosus A+B 18,39 18,93 17,10 1563 15,87 16,79 18,31 1800 164 233 225 197 289 823 240 198 252 235
T. yonenagae 16,70 14,08 11,65 1299 13,12 1436 13,10 13,35 11,34 1187 11,74 11,59 10,78 1068 1142 031 241 2,05
Clyomys 19,63 19,01 18,30 17,08 18,22 1592 1526 13,551 18,10 1883 18,26 18,39 18,88 18,48 1849 1603 nc 214

Euryzygomatomys 17,29 15,72 14,93 14,08 13,67 1657 1554 14,14 1517 14,89 1530 15,08 15,07 18,10 1508 11,27 12,86 nc

7



Anexo 6. Divergéncia molecular do gene citocromo b destacando os grupos de T. albispinus (em cinza) e as demais

espécies de Trinomys do presente estudo. Divergéncias genéticas intraespecificas (em vermelho) e interespecificas

(quadrante abaixo), baseada em 150 sequéncias do gene citocromo b, conforme Anexo 2. Acima estdo os desvios

padréo.
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T. iheringi 082 201 199 237 240 289 293 279 253 254 238 246 273 241
T. dimidiatus 1342 255 183 210 212 250 259 245 233 232 230 215 281 244
T. mirapitanga 1223 11,45 0,00 206 211 259 274 253 218 209 216 1,88 2,62 240
T. gratiosus 16,32 1456 13,17 2,13 1,88 264 233 238 224 225 217 213 262 233
T. moojeni 16,04 1518 14,56 1142 nc 232 246 224 237 219 217 2,07 266 2,29
T. albispinus A 20,60 18,10 17,93 18,40 1483 0,29 124 056 255 237 226 241 245 2,68
T. albispinus B 20,74 18,14 1854 1568 1690 521 021 071 236 257 226 238 256 269
T. albispinus 20,66 18,12 18,19 17,23 15,72 2,36 3,04 309 235 234 218 228 238 258
T. paratus 18,12 16,44 14,66 15,38 16,96 17,66 1514 1658 051 126 2,12 197 2,39 2,28
T. eliasi 18,64 16,98 14,75 15,70 1536 16,81 16,94 16,87 537 062 2,18 2,05 2,18 217
T. setosus 18,74 19,34 16,94 16,87 16,68 18,06 17,21 17,70 15,77 16,86 5,22 155 243 2,20
T. yonenagae 17,23 14,88 11,06 13,59 13,21 16,10 16,05 16,08 12,11 12,96 10,83 0,29 2,40 2,02
Clyomys 20,04 21,09 18,48 18,89 1992 17,18 17,05 17,13 1551 1424 18,86 16,33 nc 2,08
Euryzygomatomys 17,76 16,67 15,60 15,92 1581 18,08 17,73 17,93 16,10 15,18 17,16 12,09 13,27 nc
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CAPITULO 2

Variagao cariotipica do tipo fusdo céntrica em uma nova
espécie de Proechimys do grupo goeldii (2n=15-17)

Artigo a ser submetido na revista BMC Genetics
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Variacao cariotipica do tipo fusdo céntrica em uma nova espécie

de Proechimys do grupo goeldii (2n=15-17)

Resumo

Representantes do género Proechimys com nimero dipléide baixo de 2n=14 a 17 tém
sido alvo de discuss@es e incongruéncias na literatura. Na década de 70, os cariétipos de
quatro exemplares do Para foram descritos com 2n=14, 15 e 16, com par 1
metacéntrico, pares 4-7 acrocéntricos, e rearranjos do tipo fusdo/fissdo céntrica entre 0s
pares acrocéntricos 2 e 3, gerando formas homomorficas 2n=16 (2+3) e 2n=14 (2 e 3
separados) e polimérfica com 2n=15 (um cromossomo metacéntrico e dois
acrocéntricos), sendo esses exemplares associados a um tdxon novo de Proechimys.
Cerca de 30 anos depois, um exemplar com 2n=15 do Mato Grosso, idéntico ao descrito
anteriormente) foi associado ao grupo goeldii, e a variacdo do 2n também foi explicada
pela fusdo dos pares autossémicos acrocéntricos 2 e 3 na forma heteromorfica.
Entretanto, em 2013, sete exemplares com 2n=16 e 2n=17 do Mato Grosso foram
descritos como portadores de um sistema multiplo de determinacéo sexual XX/XY1Y2,
sendo 2n=16 exclusivo de fémeas e 2n=17 exclusivo de machos, e associados ao grupo
longicaudatus. No presente estudo, foram investigados os cariotipos e as sequéncias de
DNA mitocondrial de dois exemplares, um com 2n=15 e outro com 2n=17, ambos do
Mato Grosso, e reconstruida a filogenia molecular com varios representantes de
Proechimys, visando buscar evidéncias para identificar o mecanismo de evolugéo
cariotipica, os niveis de divergéncia molecular e a posicdo filogenética desses
espécimes no género Proechimys. Verificou-se que os exemplares tém caridtipo
idéntico aos exemplares com 2n=15 e 2n=17 descritos na literatura. As andlises
cariotipicas de todos os exemplares descritos na literatura mostraram que as variacoes
de 2n=16 ocorrem tanto em machos como em fémeas, enfraquecendo a proposta de
sistema multiplo de determinacdo sexual. Os exemplares com 2n=15 e 2n=17
recuperam um clado monofilético dentro do grupo de espécies goeldii, com baixa
divergéncia intraclado (2,26%), distintos de P. goeldii e de P. longicaudatus, com
divergéncia intercalado de 12,78% e 12,06%, respectivamente. O cari6tipo com 2n=17
seria, portanto, resultado de um processo de fusao/fissdo dos pares 1 e 7 (a partir de um
hipotético 2n=18 com todos 0s cromossomos acrocéntricos) e o cariotipo com 2n=16

seria a forma homomorfica com rearranjo entre 1 e 7. Os cariotipos com 2n=15 e 2n=14
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seriam as formas heteromoérficas e homomorficas, respectivamente, do rearranjo entre
os pares 2 e 3. Os dados de divergéncia genética sdo compativeis a valores
intraespecificos dos exemplares com 2n=15 e 17 e equivalente a espécies distintas das
demais de Proechimys. Os dados do presente estudo reforcam a associacdo desses
exemplares com as espécies que formam o grupo goeldii e ainda que devam pertencer a
uma unidade taxonémica distinta, ndo descrita para Proechimys, com polimorfismos de

processo de fusdo/fissdo céntrica em autossomos.

Palavras-chave: Proechimys, citogenética, polimorfismo cromossémico, filogenia

molecular, citocromo b.
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Introducéo

Os ratos de espinhos do género Proechimys J. A. Allen 1899, sdo amplamente
distribuidos nas florestas neotropicais desde Honduras na América Central até o
Paraguai e a regido do Centro-Oeste brasileiro na América do Sul (Emmons e Ferr,
1997; Patton et al., 2000; Patton e Leite, 2015). Segundo a mais recente revisao do
género baseada em caracteres morfologicos, sdo reconhecidas 22 especies (Patton e
Leite, 2015), embora os autores admitam que o numero de espécies esteja subestimado.
Esse dado € apoiado por trabalhos que contemplam anélises moleculares, que embora
poucos, mostram taxas de divergéncia genéticas interespecificas e intraespecificas altas
(Patton et al., 2000; Bonvicino et al., 2005). Além disso, estudos apontam diferencas
entre caridtipos, algumas vezes dentro de um mesmo taxon, podendo sugerir que ha
ainda taxons a serem identificados no grupo (Reig et al., 1980; Gardner e Emmons,
1984, Patton et al., 2000; Bonvicino et al., 2005; Machado et al., 2005).

Patton e Gardner (1972) ja haviam postulado que os dados cariolégicos em
Proechimys sdo muito valiosos para a identificacdo das espécies, podendo cada forma
cariotipica representar uma entidade morfolégica Unica. O cariotipo tem sido citado,
ainda, como uma importante ferramenta para entender a evolucdo do género e util para
auxiliar na separacdo das espécies (Reig et al., 1980; Patton e Gardner, 1972; Gardner e
Emmons, 1984; Weksler et al., 2001; Bonvicino et al., 2005; Machado et al., 2005). O
namero dipldide para o género pode variar de 2n=14 a 62, entretanto os cariotipos com
2n baixos tem sido alvo de discussdes e incongruéncias na literatura.

Barros (1978) descreveu trés caridtipos distintos para a localidade de
Jacareacanga-Flexal (Pard), associados a quatro exemplares de Proechimys, definido
pela autora como Proechimys sp. 3. Os citétipos de um macho e uma fémea com
2n=16/FN=16 apresentaram um par submetacéntrico grande e seis pares acrocéntricos
com variacdo gradativa de tamanho, o par sexual é um X acrocéntrico médio e Y
acrocéntrico pequeno; 2n=15/FN=16 de uma fémea mostrou um par submetacéntrico
grande, um Unico cromossomo submetacéntrico grande e dois acrocéntricos médios que
ndo formam um par, e quatro pares de cromossomos acrocéntricos com variagdo
gradativa de tamanho, o cromossomo X é um acrocéntrico médio; e um macho com
2n=14/FN=16 mostrou dois pares de submetacéntricos grandes e quatro pares de
acrocéntricos com variagdo gradativa de tamanho, o X acrocéntrico médio e 0 Y €

acrocéntrico pequeno. A autora justifica a variacdo entre os 2n=14 a 16, devido a
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presenca de rearranjos do tipo fusdo/fissdo nos pares 2 e 3, originando as formas
polimorficas.

Machado et al. (2005) descrevem o cit6tipo de 2n=15/FN=16 para um exemplar
fémea coletado em Juruena (Mato Grosso), idéntico ao descrito para Proechimys sp. 3
por Barros (1978), e o associaram ao grupo goeldii baseando-se em analises
craniodentais e cromossdmicas. Esse caridtipo, segundo os autores, € idéntico ao
descrito por Barros (1978) e foi reforcada a proposta de que a variagdo do 2n seria
devido a fusdo dos cromossomos 2 e 3 a partir de um car6tipo com 2n=16, originando
uma forma polimérfica com 2n=15.

Mais tarde, Amaral et al. (2013) analisaram sete exemplares coletados nos
municipios de Queréncia e Cotriguacu, Mato Grosso (MT), e encontraram 2n=16 em
fémeas e 2n=17 em machos. Os autores associaram a varia¢do a um sistema multiplo de
determinagdo sexual XX/XY1Y,, sendo os autossomos formados por acrocéntricos, 0
cromossomo X com dois bragcos (submetacéntrico grande), o Y; representado pelo
menor acrocéntrico do caridtipo € o Y, um acrocéntrico grande. Esses autores
associaram esses exemplares a Proechimys do grupo longicaudatus e discordam de
Machado et al. (2005) sobre a possibilidade de uma variacdo polimérfica de autossomos
e seu relacionamento com o0s exemplares com 2n=14 a 16, sugerindo erro de
classificagcdo dos pares cromossdmicos dos exemplares estudados.

Diante dos fatos, o objetivo do presente estudo foi utilizar analises integradas de
cariotipo e filogenia molecular de modo a avaliar qual das propostas seria mais viavel
para o entendimento da variacdo nos menores diploides, da estrutura cariotipica, alem

de identificar em qual grupo de espécies esses citotipos devem estar associados.

Material e Método

Foram analisados citogeneticamente dois exemplares, um macho e uma fémea,
coletados, respectivamente, em Ribeirdo Cascalheira — PA (LPC742-12°38'S; 51°55'0)
e Juruena — MT (MZUSP31924 - 10°19'S; 58°29'0, o mesmo exemplar analisado por
Machado et al., 2005), Mato Grosso. Os cromossomos foram obtidos a partir da
preparacdo direta de medula dssea. As analises se basearam em coloracdo comum e
foram contadas em média 20 metéfases por individuo tanto para o estabelecimento do
namero diploide (2n) e do nimero de bragos autossomicos (FN), sendo as melhores
metafases fotodocumentadas e editadas, possibilitando a montagem e comparagdo dos

cariogramas.
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O DNA de 13 exemplares de Proechimys, incluindo os dois cariotipados, foi
extraido de amostras de figado e da preparagdo citogenéticas presentes nas laminas
utilizando o protocolo de extracdo salina descrito por Bruford et al. (1992). Para a
extracdo do DNA presente nas laminas precedeu-se a raspagem do material contendo
medula, seguida de lavagem em solucédo salina de PBS 1X e seguindo posteriormente o
protocolo padrdo de extracdo de DNA. Os produtos de PCR foram purificados com a
enzima ExoSap e sequenciados em uma Unica dire¢cdo (primer MVZ05) em
sequenciador automatico ABI Prism 310 (Applied Biosystems, Inc.) no Nucleo de
Genética Aplicada & Conservacdo da Biodiversidade da Universidade Federal do
Espirito Santo (NGACB-UFES), obtendo assim sequéncias parciais do gene
mitocondrial citocromo b — CitB (primers MVZ05 e MVZ 16 ~ 801pb, Smith e Patton,
1993). A matriz de dados foi composta por 118 sequéncias de Proechimys, sendo 13
sequéncias geradas no presente estudo, 86 sequéncias cedidas pelo Dr. James Patton, do
Museu de Zoologia de Vertebrados (Berkeley), além de 19 retiradas do GenBank
(http://mww.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/).

As sequéncias foram submetidas a ferramenta BLAST no software MEGA 7.0
(Kumar et al., 2015), alinhadas e conferidas manualmente usando o mesmo programa.
A fim de determinar os haplotipos e detectar a saturacdo de substituicGes nas diferentes
posicdes dos codons foi utilizado o programa DAMBES (Xia, 2013). Quando os
haplotipos foram similares, uma Unica sequéncia por localidade foi selecionado para as
analises. Nao foi detectada a saturagé@o nas bases.

Para as inferéncias filogenéticas foi gerado um cladograma utilizando o critério
de otimizacio de Inferéncia Bayesiana (1B) com 20° replicagdes no programa Mr. Bayes
3.2 (Ronquist et al., 2012). O melhor modelo de substituicdo nucleotidica para as
inferéncias foi determinado no programa jModelTest 2.1.10 (Darriba e Posada, 2012),
permitindo onze esquemas de substitui¢do utilizando o critério Bayesiano (BIC). Foram
considerados clados confiaveis apenas aqueles que apresentaram valores de
probabilidades posteriores acima de 0,95 (IB). Myocastor coypus (EU544663) e
Thrichomys apereoides (EU544668) foram utilizados como grupos externos. Os
calculos de divergéncia genética foram feitos no software MEGA 7.0 (Kumar et al.,

2015) por meio do modelo evolutivo Kimura 2-parametros (Kimura, 1980).
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Resultados

O exemplar fémea (MZUSP31924) proveniente de Juruena (MT) apresentou
2n=15 e FN=16, formado por um par grande de cromossomos submetacéntrico (1+7),
um unico cromossomo submetacéntrico grande (2+3), os dois acrocéntricos médios
(cromossomos 2 e 3 separados) com tamanhos distintos, equivalentes aos bracos curto e
longo, respectivamente, quatro pares de acrocéntricos (pares 4 a 6 e 8). O cromossomo
X é acrocéntrico médio (Am) (Figura 1a, Tabela 1).

O exemplar macho (LPC742) coletado em Ribeirdo Cascalheira (MT)
apresentou 2n=17 e FN=16, formado por um Unico submetacéntrico grande com dois
bragos (cromossomo 1+7), um acrocéntrico grande (cromossomo 1) e um acrocéntrico
médio (cromossomo 7), equivalentes em tamanho aos bracos longo e curto,
respectivamente, e seis pares de acrocéntricos (pares 2-6 e 8) com variagdo gradativa de
tamanho. O X é um acrocéntrico medio e 0 Y um acrocéntrico pequeno (Ap) (Figura 1b,
Tabela 1).

A matriz de dados para as analises de filogenia foi composta por 118 sequéncias
de Proechimys spp (Anexos 2 e 3). O melhor modelo evolutivo para as inferéncias
filogenéticas de IB foi o TrN+I+G (1=0.4190;G=1.0800). No critério de otimizagédo
utilizado (I1B) Proechimys foi recuperado como grupo monofilético com alto suporte (1)
(Figura 2). A filogenia recuperou 15 clados com alto suporte, sendo 13 associados a um
nome especifico: P. cuvieri (1), P. brevicauda (1), P. longicaudatus (1), P. goeldii (1),
P. steerei (1), P. quadruplicatus (1), P. roberti (1), P. simonsi (1), P. kulinae (0,98), P.
pattoni (1), P. gardneri (1), P. echinothrix (1) e P. guyannensis (1).

Os individuos com 2n=15 e 2n=17 formam um grupo monofilético com 2,26%
de divergéncia intraclado, compativel com diversidade intraespecifica em Proechimys,
mas divergentes das demais espécies de Proechimys, sendo a menor divergéncia
interespecifica com P. pattoni de 9,69%. A maior divergéncia interespecifica foi entre
P. pattoni e P. longicaudatus com 16,71%. As divergéncias intraespecificas variaram de
1,70% em P. pattoni a 8,15% em P. simonsi (Anexo 1).
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Figura 1. Cariétipo em coloracdo comum: a. Exemplar fémea (MZUSP31924) com
2n=15 e FN=16. b. Exemplar macho (LPC742) com 2n=17 e FN=16. c. Cariotipo de

2n=17 do presente estudo, organizado segundo Amaral et al. (2013).
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Figura 2. Arvore de inferéncia Bayesiana de espécies de Proechimys, construida com
sequéncias do gene mitocondrial citocromo b (CitB), com destaque para 0S grupos
goeldii e P. longicaudatus. Numeros acima dos ramos indicam a probabilidade posterior
Bayesiana (PPB) > 0,95. Cada exemplar esta identificado pelo seu nimero de coletor ou
cddigo do Genbank e associado a sua localidade. Os cari6tipos, quando descritos para o

exemplar se encontram associados a respectiva sequéncia.
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Tabela 1. Compilacdo dos cari6tipos dos menores valores de 2n descritos na literatura e

apresentados no presente estudo para Proechimys.

Morfologia dos

Referdnci ) EN S Spst Total de 2 Cromossomos
eferéncia n exo Cromossomos sexuais®
A M/SM X Y
Barros (1978) 14 16 M XY 10 4 Am Ap
15 16 F,M XY 12 3 Am Ap
16 16 F,M XY 14 2 Am Ap
Machado et al (2005), 15 16 = XY 12 3 Am i
Presente estudo
Amaral et al. (2013) 16 14 F R 14 2 SMg -
17 14 M 172716 1 SMg AgeAp
Presente estudo 17 16 M XY 16 1 Am Ap

!Sistema de Determinacdo Sexual proposto pelos autores; “Incluindo autossomos e sexuais,
*Morfologia dos cromossomos sexuais: Ap=acrocéntrico pequeno; Am=acrocéntrico médio;
Ag=acrocéntrico grande; SMg=submetacéntrico grande.

Discusséo

Os dados apresentados por Barros (1978) descrevem uma varia¢ao de 2n=14, 15,
16 e FN=16 para exemplares do Para e foram associados a um taxon distinto (chamado
de Proechimys sp.3), em decorréncia de uma fuséo de dois pares de acrocéntricos (pares
2 e 3) gerando um par de cromossomos submetacéntricos grande (2/3), que apareceriam
em homozigose (2n=14) ou em heterozigose (2n=15) ou os dois pares separados como
acrocéntricos (2n=16).

Essa proposta de variacao cariotipica foi apoiada por Machado et al. (2005), que
encontraram a forma 2n=15 e FN=16 para um espécime de Juruena (MT). Os autores,
baseando-se no dado cromossémico com baixo valor de 2n (caracteristico do grupo de
espécies goeldii) e em dados morfoldgicos craniodentais, associaram o exemplar de
2n=15, juntamente com o0s descritos por Barros (1978) contendo 2n=14 a 16, ao grupo
de espécies goeldii.

Entretanto, Amaral et al. (2013) descreveram um cariotipo associado ao grupo
de espécie longicaudatus com 2n=17 e FN=14 para machos e outro com 2n=16 em
fémeas e justificaram a varia¢do encontrada devido a presenca do sistema mdltiplo de
determinacdo sexual, tendo como resultado um cari6tipo formado por sete pares de
autossomos acrocéntricos, X submetacéntrico grande, Y; (Y verdadeiro) acrocéntrico
minusculo e Y, (neo-Y) acrocéntrico médio, equivalente em tamanho ao braco longo do
X. Ao mesmo tempo, as fémeas apresentariam dois cromossomos X submetacéntricos

grandes. Segundo esses autores, 0 surgimento do sistema multiplo de determinagé&o,
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nesse caso, se daria por um rearranjo do tipo Robertsoniano entre o cromossomo X
acrocéntrico e 0 maior cromossomo autossomico acrocéntrico (par 1), criando um Neo-
X. As fémeas teriam dois Neo-X, enquanto os machos teriam um Neo-X, um Y; e um
Yo.

Amaral et al. (2013) questionaram as analises de Machado et al. (2005)
argumentando que 0s autores erraram na preparacdo citogenética dos espécimes, sendo
0S cromossomos apresentados pelos autores de um animal correspondente ao grupo
longicaudatus e a pele e 0 esqueleto pertencente a outro animal, do grupo goeldii. Ainda
discordam do polimorfismo cromossémico encontrado por Barros (1978) como sendo a
justificativa para a variacdo de 2n=14-16, e argumentam que 0 par submetacéntrico
grande (denominado como par 1 pela autora e cromossomo 1+7 no presente estudo)
seria 0 Neo-X por eles identificado. Nesse estudo, Amaral et al. (2013) afirmaram que o
cariotipo 2n=16 seria exclusivo de fémeas e que o cariétipo com 2n=17 de machos.

No presente estudo, ao se reanalisar os dados cariotipicos apresentados por
Barros (1978) e Amaral et al (2013), observa-se 0 mesmo numero de cromossomos
entre os caridtipos com 2n=16 apresentados, sendo possivel reorganizar o caridtipo
apresentado por Amaral et al. (2013) idéntico ao de Barros (1978) e vice-versa. No
entanto, a incongruéncia a favor da composicao de Barros (1978) é que nesse Ultimo (ao
contrario de Amaral et al. 2013), foram verificados individuos machos e fémeas com
2n=16, enfraquecendo, portanto, a proposta de sistema multiplo de determinacdo do
sexo proposto por Amaral e colaboradores, que estabelece que apenas fémeas
apresentem 2n=16.

O caridtipo com 2n=17 apresentado por Amaral et al. (2013) pertence a um
macho com sistema mdltiplo de determinacdo do sexo, por sua vez, pode ser
reorganizado segundo o presente estudo, Barros (1978) e Machado et al. (2005). Os
citétipos descritos na literatura juntamente com os do presente estudo permitem
hipotetizar que o cariotipo basico da espécie (ainda ndo encontrado na natureza) seria
2n=18.

Considerando a proposta de Amaral et al. (2013), que justifica a variacdo
cariotipica pela presenca de um sistema multiplo de determinacdo do sexo, verifica-se
as seguintes fragilidades: a) as fémeas seriam 2n=16, XX e 0s machos 2n=17, XYY
porém Barros (1978) apresenta fémeas e machos com 2n=16, com 0 mesmo conjunto
autossomico de 2n=17. b) os individuos 2n=15 deveriam ser fémeas XX com

polimorfismo 2+3. Amaral et al. (2013) propde que o cromossomo submetacéntrico
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grande descrito nos trabalhos anteriores foi erroneamente identificado e deve
corresponder ao Neo-X, porém esses autores ndo explicam a origem do cromossomo
submetacéntrico em heterozigose (2+3), mas confirmam que esse cit6tipo é similar ao
de 2n=16 e 17. Dessa maneira, contradizem a proposta de machos exclusivamente
heterozigotos, por assumirem a existéncia de uma fémea em heterozigose. c) relatam
que as translocagdes envolvendo 0s cromossomos sexuais e 0S autossomos sao raras em
Proechimys, mas o levantamento na literatura mostra que ndo ha relatos sobre a
ocorréncia de sistema multiplo de determinacdo sexual no género. d) a figura meiotica
indicando o trivalente de cromossomos sexuais em paquitenos é pouco esclarecedora e
ndo deixa claro a figura de um trivalente.

Segundo Hsu et al. (1968), desvios no padrdo XX/XY na classe Mammalia s&o
esporadicos e a translocacdo entre um autossomo e 0 X ndo acontece com frequéncia.
Yoshida e Kitano (2012) apresentam uma compilacdo dos sistemas multiplos de
determinacé@o sexual em diversas ordens de mamiferos e os roedores séo representados
por apenas oito familias com registros desse sistema, seja na forma XYY, ou X3 X;Y.
Os autores ainda concluem que o sistema XYY, em mamiferos prevalece em espécies
com cariétipos formados por mais cromossomos de dois bragos, fato esse que vai de
encontro a proposta de Amaral et al. (2013), uma vez que na variagdo do citotipo de
Proechimys (2n=14 a 17) ha a predominancia de acrocéntricos, em relacdo aos
metacéntricos/submetacéntricos.

Ao reanalisarmos o cariotipo de 2n=17 no presente estudo, observamos que 0s
cromossomos podem ser organizados em pares segundo a hipotese de Barros (1978),
assumida no presente estudo, mas podem ser reorganizados segundo Amaral et al.
(2013) (Figura 1c). Dessa maneira, a proposta do presente estudo segue a hipotese de
Barros (1978) e Machado et al. (2005) na qual os cariétipos desse grupo podem variar
de 2n=14 a 17, com FN=16 e sistema de determinacdo do sexo do tipo XX/XY. Os
rearranjos de autossomos ocorrem devido a eventos de fusdo e fissdo cromossdmica,
provavelmente envolvendo os pares acrocéntricos 1+7 (formando o primeiro par
submetacéntrico grande) e 2+3 (que podem formar um Gnico metacéntrico grande nos
citétipos de 2n=15 ou o par metacéntrico grande, nos citétipos de 2n=16), sendo
possivel ocorrer tanto em machos como em fémeas.

Como resultado da filogenia molecular apresentada nesse trabalho, os animais
de 2n=15 (MZUSP31924) e 2n=17 (LPC742) se localizaram no mesmo clado,

formando um grupo monofilético, distintos de P. longicaudatus e P. goeldii. A
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divergéncia intraespecifica foi baixa (2,26%) sendo mais um indicio que esses
exemplares pertencem & mesma unidade taxonémica, reforcando a hipdtese que a
variagdo existente entre esses citotipos é um caso de polimorfismo cromossémico. A
divergéncia genética desse grupo em relacdo a P. longicaudatus e a P. goeldii foi
superior a 12%. Além disso, o clado formado por 2n=15 e 2n=17, forma um grupo com
as demais espécies do grupo goeldii: P. goeldii, P. quadruplicatus e P.steerei,
sustentando a hipotese de que pertencem ao mesmo grupo, que também é caracterizado
pelos baixos valores de 2n. Por outro lado, a morfologia dos cromossomos (maioria
acrocéntrica) é muito distinta das demais encontradas para espéecies do grupo goeldii
(maioria metacéntrica) além das altas porcentagens de divergéncia genética: P. goeldii
(2n=24-27/FN=42 com 12,78%); P. steerei (2n=24/FN=40-42 com 11,13%) e P
quadruplicatus (2n=26/FN=44; 2n=28/FN=42-44, com 12,04%).

Estudos citogenéticos em roedores mostram uma grande complexidade de
rearranjos responsaveis pelos polimorfismos e diferenciacfes cariotipicas entre espécies
relacionadas existindo amplas evidéncias que o0s rearranjos cromossémicos reduzem a
fertilidade do individuo heterozigoto sugerindo que as alteracbes cromossdmicas
exercem um papel importante na especiacdo (Borondin et al., 2006; Castiglia et al.,
2006). Esses rearranjos quando em heterozigose podem causar segregacao incorreta dos
cromossomos nas divisdes | e Il da meiose dos individuos heterozigotos, produzindo
aneuploidias, duplicac6es e delecdes ou até mesmo de impedir completamente a meiose
(King, 1993).

Os tipos de rearranjos estruturais predominantes em populaces naturais de
roedores sdo as fusdes/fissdes céntricas (ou rearranjos robertsonianos e as inversdes
pericéntricas - Souza, 1981; Patton e Sherwood, 1983; Leal-Mesquita et al., 1993;
Qumsiyeh, 1994; Ananina et al., 2004; Freygang, 2004). Esses rearranjos quando em
heterozigose podem causar segregacdo incorreta dos cromossomos nas divisdes | e 11 da
meiose dos individuos heterozigotos, produzindo aneuploidias, duplicacdes e delecdes
podendo até mesmo impedir a meiose (King, 1993).

No entanto, em alguns casos, 0s rearranjos robertsonianos e as inversdes
pericéntricas parecem ndo atuar como mecanismos de isolamento reprodutivo e tais
rearranjos ocorrem na populacdo como polimorfismos. Um exemplo disso ocorre na
espécie de roedor neotropical Oligoryzomys nigripes que apresenta polimorfismo inter e
intrapopulacional devido a inversGes pericéntricas em quatro pares autossdmicos

(Paresque et al., 2007). Outro exemplo ocorre em Cerradomys langguthi que apresenta
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as formas 2n=46, 48-50 e FN=56 em simpatria no estado de Pernambuco, justificada
por um polimorfismo devido a rearranjos do tipo fusdo/fisséo céntrica (Maia e Hulak,
1981). A variacdo cromossomica dentro de A. cursor (2n=14, 15 e 16) foi definida
como um polimorfismo, uma vez que em estudos meidticos observou-se a segregacao
balanceada dos cromossomos durante a divisdo celular, sem gerar problemas
reprodutivos no heterozigoto (2n=15) (Yonenaga, 1979; Shalqueiro e Nascimento,
1996; Fagundes et al., 1998).

Considerando-se todas as evidéncias podemos assumir que uma espécie sem
nome, caracterizada por um polimorfismo de fusdo de cromossomos em quatro pares
autossémicos, presentes em forma polimaérfica na regido do Mato Grosso, estéa associada
ao grupo de espécies goeldii, e merece mais investigacdes a respeito de sua

caracterizacdo morfologica, molecular e citogenética .
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Anexo 1. Distancias genéticas p ndo corrigidas (%) intra e interespecificas de Proechimys calculadas a partir de sequéncias

de CitB. Na diagonal, em vermelho, representam divergéncias intraespecificas. nc=calculo da distancia intraespecifica ndo

calculado. Abaixo da diagonal: valores de distancia interespecifica. Acima da diagonal: erro padrao.
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CIT440/MZUSP31937 529 1,73 1,73 148 174 170 201 191 197 179 191 195 1,77 202 187 211 257
P. longicaudatus 10,52 2,34 168 152 167 187 181 226 184 216 204 165 1,85 2,09 1,79 2,34 252
P. brevicauda 10,33 10,56 2,22 165 1,72 191 214 211 201 183 191 1,75 183 166 188 251 244
P. cuvieri 10,12 10,86 11,19 524 163 168 188 192 176 195 188 166 164 186 182 227 2,38
P. guyannesnsis 11,90 11,74 11,84 12,41 4,11 150 186 1,97 151 1,77 1,78 147 172 166 1,78 230 2,22
P. echinothrix 12,16 14,30 14,22 13,11 1140 661 195 199 157 150 180 1,75 168 1,71 184 232 2724
P. gardneri 14,04 13,02 14,84 14,23 13,98 1558 342 191 162 232 203 183 1,82 199 190 2,78 2,771
P. pattoni 12,77 16,71 14,73 14,68 14,48 14,32 1324 1,70 1,71 240 194 199 153 223 216 243 2,60
P. kulinae 14,33 14,12 14,90 14,47 11,45 12,70 12,63 13,20 7,08 1,89 1,79 161 158 1,77 180 2,35 251
P. goeldii 12,33 15,48 12,28 14,60 12,27 11,70 16,20 17,32 14,35 4,14 188 193 19 165 191 255 2,60
P. quadruplicatus 13,43 14,73 13,51 14,96 12,73 14,19 15,01 13,84 14,06 1355 364 160 1,80 1,99 188 258 254
P. steerei 12,74 12,08 12,24 12,70 10,69 13,64 13,09 14,31 12,84 14,13 12,26 4,75 1,67 165 166 250 2,26
MZUSP31924/LPC742 10,86 12,06 11,82 11,29 11,30 11,97 11,87 9,69 11,08 12,78 12,04 11,13 226 1,81 2,03 245 2,45
P. simonsi 15,05 16,29 12,41 14,88 12,67 14,40 15,31 17,24 15,04 12,86 15,86 12,90 12,99 8,15 1,79 2,54 2,30
P. roberti 13,12 12,38 13,71 13,47 12,53 14,35 13,17 16,12 13,49 13,79 14,01 12,42 13,98 14,49 322 2,35 2,11
Myocastor 15,54 18,98 20,31 18,74 19,46 19,11 21,69 19,01 20,02 20,35 20,94 20,59 17,92 22,32 18,39 nc 2,50
Thrichomys 19,75 19,85 20,02 18,92 17,01 18,77 20,67 20,02 20,73 20,28 19,21 17,95 18,99 18,80 15,44 18,74 nc
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Anexo 2. Codigos dos exemplares utilizados no presente estudo para a filogenia molecular com o nome do taxon, localidades

geografica e quando disponiveis os cddigos de acesso ao GenBank.

Cédigo Taxon Localidades Geograficas Numero de Acesso GenBank
SLF223 P. cuvieri Platé Bacaba, Porto de Trombetas, Oriximina, PA PE
INPA2758° P. cuvieri Floresta Nacional Tapirapé-Aquiri, Maraba, PA
INPA3461° P. cuvieri Igarapé Porongaba, Rio Jurua, AC
INPA3476° P. cuvieri Seringal Condor, Rio Jurua, AM
JLP16783° P. cuvieri Lago Meduinim, Rio Negro, AM
USNM549559° P. cuvieri Rio Xingu, Altamira, PA
MV970010% MV970034° P. cuvieri San Pedro, Rio Blanco, Loreto, Peru
MV970080° P. cuvieri La Colmena, Quebrada La Colmena, Loreto, Peru
MVZ157874° P. cuvieri La Poza, Rio Santiago, Amazonas, Peru
MVZ160091° P. cuvieri Rio Cuyuni, Bolivar,Venezuela
MVZ190684° P. cuvieri Penedo, Rio Jurua, AM
MVZ190697° P. cuvieri Barro Vermelho, Rio Jurua, AM
V849° V8723 P. cuvieri La Trinité Mountains, Guiana Francesa
P. cuvieri Saint Jean du Maroni, Guiana Francesa AJ251400
P. cuvieri Les Nouragues, Guiana Francesa AJ251402
P. cuvieri Petit Saut, Guiana Francesa AJ251403
P. cuvieri Pic Matecho, Guiana Francesa AY20631937
P. cuvieri Hidrelétrica Petit Saut, Guiana Francesa AY206624
P. cuvieri Nouragues, Guiana Francesa AY206625
P. cuvieri AY206626

AMNH272700° M13337°

P. brevicauda

Nuevo San Juan, Rio Galvez, Loreto, Peru

INPA3441°

P. brevicauda

Oposto ao Igarapé Porongaba, Rio Jurug, AC
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Anexo 2. Continuagéo

Cadigo

Taxon

Localidades Geograéficas

NUmero de Acesso GenBank

INPA3445° MNFS1458°

P. brevicauda

Sobral, Rio Jurua, AC

MNFS1044° MNFS999° P. brevicauda Ocidente, Rio Jurua, AC
MV970004° MV970091°
MV970092° P. brevicauda San Pedro, Rio Blanco, Loreto, Peru
MV Z155125° P. brevicauda Huampami, Rio Cenepa, Amazonas, Peru
MVZ157905° P. brevicauda La Poza, Rio Santiago, Amazonas, Peru
MVZ190660° P. brevicauda Igarapé Porongaba, Rio Jurua, AC
MVZ190677° MVZ190678° P. brevicauda Nova Vida, Rio Jurua, AC
INPA34183 P. brevicauda Oposto ao Ocidente, Rio Jurua, AC
MZUSP31937° P. gr. longicaudatus Juruena, MT PE
CIT440 P. gr. longicaudatus Apiacas, MT PE
APC1085 APC1114 P. longicaudatus Estacdo Ecoldgica Serra das Araras, Porto Estrela, PE
LHE1419° P. longicaudatus El Refugio, Rio Paragua/Tavo, Santa Cruz, Bolivia
LPC462° P. longicaudatus Fazenda S8o Luis, Barra do Garcas, MT
TTS119° P. longicaudatus Bolivia
P. longicaudatus NC020657
LPC742/UFESCTA1689" Proechimys gr.goeldii Fazenda Noirumbd, Ribeirdo Cascalheira, MT PE
MZUSP31924*? Proechimys gr. goeldii Juruena, MT PE
INPA2760° P. goeldii Floresta Nacional Tapirapé-Aquiri, Maraba, PA
LPC564° P. goeldii Reserva Ecolégica Cristalino, Alta Floresta, MT
USNM549572° USNM5495735° P. goeldii Rio Xingu, Altamira, PA
INPA3755° MVZ190967° P. steerei Fazenda Santa Fé, Rio Jurua, AC
MVZ191449° P. steerei Sobral, Rio Jurua, AC
INPA3778° P. steerei Ilhazinha, Rio Jurud, lgarapé Arabidi, AM
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Anexo 2. Continuagéo

NUmero de Acesso GenBank

Cadigo Taxon Localidades Geograéficas
INPA4229° P. steerei Tambor, Rio Jai, AM
INPA3850° P. steerei Altamira, Rio Jurua, AM
INPA4240° P. steerei Rio Jai, AM
MVZ190957° P. steerei llha Paxiuba, Rio Jurua, AM
LHE7473 P. steerei Prov. Iturraldi, Rio Madidi, La Paz, Bolivia
MNFS114° P. steerei Oposto ao Igarapé Porongaba, Rio Jurua, AC
MVZ166036° P. steerei Reserva Cusco Amazonico, Madre de Dios, Peru
CCM35 P. quadruplicatus Arquipélago Anavilhanas, Rio Negro, AM
MV970104 MV970117 P. quadruplicatus El Chino, Rio Tahuayo, Loreto, Peru
MVZ157871 P. quadruplicatus La Poza, Rio Santiago, Amazonas, Peru
P. quadruplicatus San Carlos de Rio Negro, Amazonas, Venezuela U35413
P. quadruplicatus Rio Padauiri, Santa Isabel, AM AF308435
APC2345 P. roberti Carolina, Parque Nacional Chapada das Mesas, MA PE
APC1237 P. roberti Lagoa do Tocantins, Jalapdo, TO PE
Centro de Instrucéo de Adestramento de Brasilia,
APC 817 APC 839 P. roberti Brasilia, DF PE
Floresta Nacional de Carajas, Distrito de Sossego,
cJ5® P. roberti Parauapebas, PA
CRB931° P. roberti Parque Nacional da Chapada dos Veadeiros, GO
INPA2748° P. roberti Floresta Nacional Tapirapé-Aquiri, Maraba, PA
LPC540° P. roberti Reserva Ecolégica Cristalino, Alta Floresta, MT
USNM549587° P. roberti Lesta do Rio Xingu, Altamira, PA
AMNH272677° P. simonsi Nuevo San Juan, Rio Galvez, Loreto, Peru
MVZ157914° P. simonsi La Poza, Rio Santiago, Amazonas, Peru
P. simonsi EU313249
P. simonsi EU313250
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Anexo 2. Continuagéo

NUmero de Acesso GenBank

Cadigo Taxon Localidades Geograéficas
P. simonsi Madre de Dios, Aguas Calientes, Madre de Dios, Peru U35414
INPA2556° P. kulinae Seringal Condor, Rio Jurua, AM
INPA3515° P. kulinae Barro Vermelho, Rio Jurua, AM
AMNH272714® MUSM13340° P. kulinae Nuevo San Juan, Rio Galvez, Loreto, Peru
MV970079° P. kulinae La Colmena, Quebrada La Colmena, Loreto, Peru
MNFS1166° MNFS1200°
MVZ187199° P. pattoni Igarapé Porongaba, Rio Jurua, AC
MVZ187197° P. pattoni Sobral, Rio Jurua, AC
INPA3504° MVZ187209° P. gardneri Altamira, Rio Jurua, AM
LHE834? P. gardneri Centro, Abuna, Pando, Bolivia
MNFS121° MNFS88* P. gardneri Alto Rio Urucu, AM
INPA2526° P. echinothrix Comunidade Colina, Sdo Gabriel da Cachoeira, AM
INPA25513 P. echinothrix Barro Vermelho, Rio Jurua, AM
INPA34825° P. echinothrix Lago Vai-Quem-Quer, Rio Jurua, AM
MVZ187183° P. echinothrix Colocacgdo Vira-Volta, Rio Jurua, lgarapé Arabidi, AM
INPA4226° P. echinothrix Tambor, Rio Jai, AM
INPA4538° P. echinothrix Lado direiro do rio Jau, AM
MNFS133? P. echinothrix Alto Rio Urucu, AM
SLF309 SLF313 P. guyannensis Platd Bacaba, Porto de Trombetas, Oriximina, PA PE

ALG14297% USNM560676°

o

. guyannensis

Base de campo Neblina, Rio Mawarinuma, Amazonas,
Venezuela

ccma2d

o

. guyannensis

PDBFF, 82 km N Manaus, AM

CRB633° MNRJ42831°

. guyannensis

S&o Jodo da Baliza, Usina Hidrelétrica Alto Jatap(, RR

INPA2533°

. guyannensis

Estrada Pigarreira, Parque Nacional do Pico da
Neblina, AM
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Anexo 2. Continuagéo

Cédigo Taxon L ocalidades Geogréficas Numero de Acesso GenBank
MNFS1796° P. guyannensis Sem registro
MVZ160094° P. guyannensis Santa Elena, Bolivar, Venezuela
P. guyannensis St Eugene, Guiana Francesa AJ251395
P. guyannensis Petit Saut, Guiana Francesa AJ251399
P. guyannensis AY206605

Legenda: PE: Sequéncias geradas pelo presente estudo. 'Espécimes cariotipados pelo presente estudo. “Espécimes cariotipados por Machado et al.
(2005). 3sSequéncias cedidas por J. Patton. Siglas das Colecdes/Cddigo do Coletor: ALG: Alfred L. Gardner; AMNH: American Museum of Natural
History, New York, USA; APC: Ana Paula Carmignotto; BIO/CIT: Y. Yonenaga-Yassuda; CRB: Cibele R. Bonvicino; LGA: Laboratorio de Genética
Animal da Universidade Federal do Espirito Santo, Vitoria, Brasil; INPA: Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Manaus, Brasil; JLP: James L.
Patton; JPB: Jean-Phillipe Boubi; JUR: Jay R. Malcolm; LHE: Louise H. Emmons; LPC: Leonora Pires Costa; MNFS: Maria Nazareth F. Da Silva;
MNRJ: Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil; MUSM: Museo de Historia Natural, Universidad Mayor de San
Marcos, Lima, Peru; MV: Michael Valqui; MVZ: Museum of Vertebrate Zoology, University of California, Berkeley, EUA; ROM: Royal Ontario
Museum, Toronto, Canada; TTS: Teresa Tarifa S, SLF: S.L. Freitas; UFESCTA: Colecdo de Tecidos e DNA, Universidade Federal do Espirito Santo,
Vitéria, Brasil; USNM: National Museum of Natural History (formerly The United States National Museum), Washington, D.C., USA.
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CAPITULO 3

Cariotipos espécie-especificos e citotaxonomia
no género Proechimys (Rodentia: Echimyidae)
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Cariotipos espécie-especificos e citotaxonomiano género Proechimys

(Rodentia: Echimyidae)

Resumo

Os roedores do género Proechimys sdo amplamente distribuidos pelas florestas da América
Central, desde Honduras até o Paraguai na América do Sul, se estendendo ao longo da
Floresta Amazodnica e parte do Cerrado brasileiro, sendo o género mais especioso da familia
Echimyidae, com 22 espécies reconhecidas. A taxonomia do grupo € muito confusa, pois ha
grandes variacGes dos caracteres morfoldgicos intra e inter populacionais, devido o continuo
crescimento dos individuos ao longo da vida, o que torna a delimitagdo das espécies uma
tarefa complexa quando os estudos se baseiam exclusivamente nas comparacoes
morfometricas. Dessa maneira, 0s estudos citogeneticos tém sido apontados como uma
importante ferramenta no reconhecimento das espécies nesse género. No presente estudo,
avaliou-se a utilizacéo do caridtipo como um marcador especifico para o género Proechimys,
com a analise citogenética de 43 novos exemplares, os quais foram incorporados aos
disponiveis na literatura, permitindo a compilacdo de 1125 exemplares cariotipados de
Proechimys, com levantamento de 39 cariotipos a ele atribuidos. Também foi gerada uma
filogenia molecular dos genes VWF e citB, que recuperou treze linhagens evolutivas, sendo
duas ainda nao descritas para espécies do género. Os cariotipos quando disponiveis foram
associados a sua respectiva sequéncia de DNA na filogenia a fim de verificar se o cariotipo
estd associado aos clados monofiléticos. O presente estudo mostrou a formacéo de subclados
em alguns taxons, com alto suporte dentro de cada um desses grupos. Em P. cuvieri, o clado
A (2n=28/FN=46) apresentou 8,86% de divergéncia genética entre o clado B (2n=28/FN=48)
e de 10,36% em relacdo ao clado C (sem caridtipo associado), enquanto que o clado B
divergiu em 3%, do clado C, sugerindo que A (P. cuvieri, 2n=28/FN=46) é uma unidade
taxonémica distinta de B (2n=28/FN=48) e C, que devem representar uma espécie ainda ndo
descrita. Em P. longicaudatus, ocorreu a formacdo de dois clados divergentes entre si em
10,75%, tendo o clado associado ao caridtipo 2n=28/FN=50 identificado como P.
longicaudatus, enquanto que o associado a 2n=28/FN=48,50 deve pertencer a uma unidade
taxonémica ainda ndo descrita. Em P. roberti, o cariotipo 2n=30/FN=56 no clado A mostrou
baixa divergéncia em relacdo aos clados B (3,31%) e C (2,93%), mas alta divergéncia em
relacdo ao clado D (6,94%), associado ao cariotipo 2n=30/FN=56, mas morfologia do dltimo

par distinta do citotipo A. Nossa analise sugere que o clado D, com distribuigdo disjunta, alta
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divergéncia e caridtipo distinto deva corresponder a uma unidade taxondmica distinta.
Proechimys guyannensis se apresentou como a espécie mais complexa devido a grande
diversidade cariotipica associada a espécie. A filogenia mostrou trés subgrupos: A, B e C,
com relativamente baixa divergéncia, o clado B diverge em 2,45% do clado A, o clado C em
5,22% de B e o clado C em 5,49% de A. Embora baixa diversidade, a monofilia, localizacéo
geografica disjunta e os caridtipos distintos permitiram associar os cariétipos de P.
guyannensis: 2n=40/FN=50-52, para o Amapa, Guiana Francesa e Venezuela (clado B);
2n=46/FN=50 para o leste do Amazonas, Roraima e Para (clado A) e 2n=38/52 ao clado C
para o extremo noroeste do Amazonas. Esse Ultimo apresenta variagdes cariotipicas marcantes
e a maior divergéncia com os demais clados, podendo significar uma barreira no
intercruzamento desses individuos com os dos demais clados. Devido a auséncia de resolucédo
filogenético dos basal em P. guyannensis, baixo numero de exemplares analisados
molecularmente e cariotipados, esforgos adicionais sdo necessarios, pois esse tdxon pode
representar um conjunto de espécies. Representantes de P. steerei ndo foram cariotipados no
presente estudo mas a revisdo bibliografica permitiu associar cada cariotipo a sua respectiva
sequéncia. S&o reconhecidos os citotipos 2n=24/FN=40-42, com varia¢Ges do FN devido a
eventos de inversao pericéntrica no par 3. Nossa analise indicou que que ndo ha estruturacdo
na distribuicdo dos caridtipos, podendo se considerar a variacdo do FN dentro de P. steerei
(FN=40,41, 42) como um polimorfismo cromossémico, sendo FN=41 a forma intermediaria
entre as duas homomorficas. Dessa maneira, 0s resultados apresentados no presente estudo
reforcam a importancia da analise multidisciplinar cariotipo e molecular para caracterizacao

das espécies nesse especioso e complexo género de roedores.

Palavras chave: Proechimys, variabilidade cariotipica, caridtipo espécie — especifico, filogenia

molecular.
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Introducéo

Proechimys € o género mais especioso e amplamente distribuido da familia
Echimyidae, ocupando principalmente os habitats de floresta da América Central e da regido
Amazonica, se estendendo pelas florestas secas do sudeste da Bolivia e norte do Paraguai até
a regido do Centro Oeste Brasileiro (Patton e Leite, 2015).

Tradicionalmente, baseado em estudos de caracteres dentarios e da morfologia
corporal, esses ratos de espinhos terrestres foram por muito tempo divididos em dois
subgéneros: Trinomys, limitados a Mata Atlantica do Brasil e Proechimys, ocupando o sul da
América Central se distribuindo ao longo da regido amazonica (Moojen, 1948; Gardner e
Patton, 1972; Aguilera et al., 1979). A partir de 1996, com os esfor¢os em estudos envolvendo
dados de biogeografia, caracteres dentérios e estudos filogenéticos, Trinomys foi elevado a
nivel genérico (Lara et al., 1996; Lara e Patton, 2000; Carvalho e Salles, 2004; Woods e
Kilpatrick, 2005).

Devido a ampla distribuicdo geografica, a presenca de espéecies ocorrendo em
simpatria e a alta variabilidade dos caracteres dentro e entre as populacdes, a taxonomia desse
grupo € complexa e uma das menos compreendidas entre todos os mamiferos neotropicais,
tornando dificil assim a delimitacdo das espécies do género ao se basear exclusivamente nas
andlises dos caracteres morfologicos (Patton et al., 2000; Patton e Leite, 2015).

Patton e Leite (2015) organizaram as espécies de Proechimys em dez grupos (com
suas espécies), baseando-se na proposta de Patton (1987): canicollis (P. canicollis),
decumanus (P. decumanus), echinothrix (P. echinothrix), gardneri (P. gardneri, P. kulinae e
P. pattoni), goeldii (P. goeldii, P. quadruplicatus, P. steerei), guyannensis (P. guyannensis,
P. roberti), longicaudatus (P. brevicauda, P. cuvieri, P. longicaudatus), semispinosus (P.
semispinosus, P. oconnelli), simonsi (P. simonsi), trinitatis (P. chrysaeolus, P. guairae, P.
hoplomyoides, P. mincae, P. trinitatis). Embora o estabelecimento desses grupos tenha sido
realizado com base na similaridade dos caracteres, 0s poucos estudos existentes envolvendo a
filogenia molecular deram suporte a divisdo desses agrupamentos (da Silva, 1998; Patton et
al. 2000; Weksler et al. 2001; Bonvicino et al., 2005).

De modo agravante, os dados cromossomicos disponiveis para o género revelam uma
alta heterogeneidade cariotipica, com muitas variantes cromossémicas e nimeros diploides
que variam de 2n=14 a 62 (Reig e Useche; 1976; Barros, 1978; Reig et al., 1980; Machado et
al., 2005; Eler et al., 2012).

Os estudos citogenéticos tém sido apontados como uma importante ferramenta no

reconhecimento das espécies nesse género (Patton e Gardner, 1972; da Silva, 1998; Patton,
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2000; Machado et al., 2005; Bonvicino et al., 2005; Eler et al., 2012), podendo revelar uma
subestimada diversidade de espécies para Proechimys, e dessa forma as diferengas
cariotipicas sdo ferramentais essenciais para caracterizar os taxons desse género.

Nesse contexto, o principal objetivo desse trabalho foi avaliar a importancia do
cariétipo como um marcador especifico para Proechimys e ainda se cada caridtipo esta

associado a uma linhagem distinta na filogenia molecular do género.

Material e Método

As etapas do presente estudo envolveram levantamentos de dados da literatura, tanto
cariotipicos quanto de sequéncias de DNA, com reanalise de todos os cariétipos publicados; a
analise cromoss6mica de novos exemplares; geracdo de novas sequéncias de individuos com
cariotipo descrito e a analise de filogenia envolvendo exemplares cariotipados e néo
cariotipados.

O levantamento dos cariotipos disponiveis na literatura para Proechimys foi realizada
até Junho de 2016, com registro de dados citogenéticos presentes em artigos, monografias,
teses, dissertacdes, livros, resumos de congressos e encontros cientificos A busca se baseou
em bibliotecas virtuais, acervos de laboratorios, acervos pessoais e na internet, utilizando-se
as bases de dados bibliograficos como Google, Google académico, Scopus, Web of
Knowledge e na plataforma Lattes, através das palavras: cytogenetics, citogenética, karyotype,
cariotipo, cromossomo, chromosome, cromossomas, em conjunto com o nome do género
Proechimys.

As informacdes cariotipicas coletadas foram organizadas em uma planilha, contendo
0 namero dipldide (2n), o numero fundamental (FN), morfologia dos autossomos, morfologia
do par sexual, coloracdo, tipos de bandeamentos cromossémicos, espécie associada, as
localidades (municipio, estado e pais), coordenadas geograficas e as referéncias
bibliograficas. Para inclusdo do dado na planilha foram considerados os trabalhos que
continham ao menos a citacdo do nimero diploide do exemplar. Consideraram-se cariotipos
distintos aqueles que apresentaram diferencas no 2n, FN, morfologia dos autossomos e/ou do
par sexual. Para as analises comparativas foram considerados apenas os trabalhos que
apresentavam uma figura do cariétipo ou a descricdo completa da morfologia dos pares
autossémicos e dos sexuais.

Para a padronizacdo do cariétipo das espécies, a classificagdo da morfologia dos
Cromossomos seguiu-se a seguinte metodologia: M, para metacéntrico, SM para

submetacéntrico, ST para subtelocéntrico (cromossomos de dois bracos) e A para
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acrocéntrico/telocéntrico (cromossomos de um brago). Para classificar o tamanho do
cromossomo utilizaram-se as letras sobrescritas g para grande, m para médio, p para pequeno

e mi para minusculos.

Andlises citogenéticas

Foi realizada a andlise citogenética de 43 exemplares, sendo 29 fémeas e 14 machos,
coletados nos estados do Maranhdo, Mato Grosso, Pard e Tocantins (Anexo 1). Os
cromossomos foram obtidos a partir da preparacdo direta de medula 6ssea, apds injecdo in
vivo de solucdo de colchicina 0,1% incubadas em solu¢do de KCI (0,075M), fixadas em
solucdo Carnoy (metanol/acido acético 3: 1), pingadas em laminas e secas ao ar, segundo
Fagundes (1993). As analises se basearam em coloragdo comum, padrdes de bandeamento C
(BC, Sumner, 1972), bandeamento G (Seabright, 1971) e da coloracdo das regides
organizadoras de nucléolo pelo nitrato de prata (Ag-RONSs, Howell e Black, 1980).

Foram contadas em media 20 metafases por individuo tanto para o estabelecimento
do numero diploide (2n) e do numero de bragos autossdmicos (FN), apoés coloracédo
convencional, como para a identificacdo dos cromossomos portadores das RONs e suas
posicoes relativas. As melhores metafases foram fotodocumentadas e editadas possibilitando a

montagem e comparagdo dos cariogramas.

Sequenciamento de DNA e analises moleculares

Foram geradas as matrizes de dados de sequéncias de DNA para Proechimys de cada
gene analisado, 299 sequéncias do gene mitocondrial citocromo b (CitB) e 28 sequéncias do
éxon 28 do gene nuclear do fator de von Willebrand (VWF), assim como uma matriz com 0s
dados concatenados (Anexo 2).

As sequéncias utilizadas no presente estudo foram cedidas pelos pesquisadores, Dr.
James Patton, do Museu de Zoologia de Vertebrados, Berkeley, EUA e Dr. Yuri Leite, da
Universidade Federal do Espirito Santo, Vitoria, Brasil; obtidas do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) ou geradas pelo presente estudo.

O DNA foi extraido de amostras de musculo, figado ou de preparacdes citogenéticas
em suspensdo ou em laminas utilizando o protocolo de extracdo salina descrito por Bruford et
al. (1992). Para a extracdo do DNA presente nas laminas precedeu-se a raspagem do material
contendo medula, seguida de lavagem em solugéo salina de PBS 1X. Na extragdo do DNA de

medula em suspensdo, o0 material citogenético foi previamente submetido a duas lavagens em
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PBS 1X e seguiu-se 0 protocolo padrdo de extracdo de DNA. Foram geradas sequéncias
parciais do CitB com 801 pb utilizando os primers MVZ05 e MVVZ16 (Smith e Patton, 1993)
e do VWF com 954 pb utilizando so primers V2 e W1 (Huchon et al., 1999). Os produtos de
PCR foram purificados com a enzima ExoSap e sequenciados em uma Unica dire¢cdo com 0s
primers MVZ05 e V2 em sequenciador automatico ABI Prism 310 (Applied Biosystems, Inc.)
no Nucleo de Genética Aplicada a Conservacao da Biodiversidade da Universidade Federal
do Espirito Santo (NGACB-UFES). As sequéncias obtidas foram submetidas a ferramenta
BLAST no software MEGA 7.0 (Kumar et al., 2015), alinhadas e conferidas manualmente
usando 0 mesmo programa.

A fim de determinar os haplétipos e detectar a saturacdo de substituicdes nas
diferentes posicbes dos cddons foi utilizado o programa DAMBES (Xia, 2013). Quando as
sequéncias foram idénticas, uma Unica sequéncia por localidade foi mantida. Néo foi
detectada a saturacéo nas bases. Para as inferéncias filogenéticas foram gerados cladogramas
utilizando dois critérios de otimizacdo: Maxima Verossimilhanga (ML), com 1000
replicacdes, na plataforma online PhyML 3.0 (Guindon et al., 2010) e Inferéncia Bayesiana
(IB) com 20° replicacBes no programa Mr. Bayes 3.2 (Ronquist et al., 2012). O melhor
modelo de substituicdo nucleotidica para as inferéncias de ML e IB foi determinado no
programa jModelTest 2.1.10 (Darriba e Posada, 2012), permitindo trés e onze esquemas de
substituicao utilizando respectivamente os critérios de informacdo de Akaike corrigido (AlCc)
e 0 Bayesiano (BIC). Foram considerados clados confiaveis apenas aqueles que apresentaram
valores de bootstrap acima de 75 (ML) e probabilidades posteriores acima de 0,95 (IB).
Myocastor coypus (EU544663/AJ251140) e Thrichomys apereoides (EU544668/AJ849315)
foram utilizados como grupos externos. As analises das sequéncias de cada gene foram
realizadas de forma independente e posteriormente concatenadas. Os célculos de divergéncia
genética foram feitos no software MEGA 7.0 (Kumar et al., 2015) por meio do modelo

evolutivo Kimura 2-parametros (Kimura, 1980).

Resultados e Discussao

Inferéncias Filogenéticas

A matriz de dados composta pelas sequéncias de CitB de Proechimys gerou
HKY+I+G (1=0.3730; G=1.090) e TIM2+I+G (1=0.3690; G=0.9640) como os melhores
modelos evolutivos para as inferéncias filogenéticas de ML e IB, respectivamente. Para o
gene VWF, o melhor modelo evolutivo para as inferéncias filogenéticas de ML e IB foram
GTR+G (G=0.2300) e HKY+G (G=0.7220). Nos dois critérios de otimizacdo utilizados (ML
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e IB), Proechimys foi recuperado como grupo monofilético com alto suporte e as arvores
recuperadas muito semelhantes, sendo ilustrado no presente estudo somente as arvores de IB
concatenada.

No presente estudo, foram analisadas amostras de seis dos dez grupos de espécies de
Proechimys: goeldii, simonsi, echinothrix, longicaudatus, guyannensis e gardneri. A filogenia
molecular recuperou 15 clados distintos com alto suporte (IB/ML), sendo 13 deles associados
a 13 espécies reconhecidas de Proechimys (Figura 1): P. steerei (1/96), P. quadruplicatus
(1/100), P. goeldii (1/100), P. simonsi (1/57), P. brevicauda (1/100), P. longicaudatus
(1/100), P. cuvieri (1/80), P. guyannensis (1/92), P. gardneri (1/100), P. pattoni (1/89), P.
kulinae (0,99/59), P. roberti (1/99), P. echinothrix (1/100). Dois clados, ndo associados a
espécies validas, foram recuperados um no grupo longicaudatus (aqui chamado Proechimys
sp2) e um no grupo goeldii (aqui chamado Proechimys spl).

Dos seis grupos de espécies reconhecidos por Patton e Leite (2015) e analisados no
presente estudo, cinco grupos foram recuperados com alto suporte: grupo gardneri: P.
kulinae, P. pattoni e P. gardneri; grupo longicaudatus: Proechimys sp2, P. longicaudatus e P.
brevicauda, grupo goeldii: Proechimys spl1, P. goeldii, P. quadruplicatus e P. steerei; grupo
echinothrix: P. echinothrix e grupo simonsis: P. simonsi. Nao foi recuperada a monofilia do
grupo guyannensis, composto por P. roberti e P. guyannensis. Verificou-se uma politomia
basal, sem a definicdo das relacGes entre os grupos de espécies. No entanto, Proechimys foi
recuperado como um grupo com alto suporte. Dentro do grupo gardneri, recuperou-se, com
alto suporte, a relacdo (P. kulinae (P. pattoni + P. gardneri), enquanto que nos grupos
longicaudatus e goeldii ndo foi possivel recuperar a relacdo entre as espécies do grupo.

As divergéncias intraespecificas variaram de 1,39% em P. pattoni ao limite de 6,33%
em P. kulinae. As divergéncias interespecificas entre espécies do mesmo grupo variou de
9,95% a 11,78% no grupo longicaudatus; 12,68% a 13,62% no grupo gardneri e de 11,35% a
13,97% no grupo goeldii. As divergéncias interespecificas entre espécies pertencentes a
grupos distintos variaram de 11,13% a 18,39% e com 0 grupo externo variou de 16,33% a
21,44% (Anexo 3).

Revisdo dos dados cariotipicos
O levantamento bibliografico permitiu calcular que 1125 espécimes de Proechimys
foram cariotipados, com namero dipléide variando de 14 a 62 e numero fundamental de 16 a

80, totalizando 39 cariotipos distintos, associados as 22 espécies atualmente reconhecidas para

109



0 género. Somente para P. hoplomyoides ndo ha descricdo cariotipica. Somente as espécies P.
gardneri e P. pattoni compartilham o mesmo citétipo com 2n=40/FN=56 (Anexo 4).

Oito caridtipos foram descritos, porém em suas publicacbes originais os autores nao
puderam associar 0s cariotipos a espécies validas, sugerindo a associacdo a taxons novos,
sendo naqueles artigos nominados Proechimys sp, Proechimys spl, Proechimys sp2 e
Proechimys sp 3, Proechimys spA e Proechimys spB.

As andlises citogenéticas dos 43 novos exemplares, realizadas no presente estudo,
revelaram quatro caridtipos distintos, associados a quatro espécies de Proechimys. Esses
exemplares tiveram as sequéncias de DNA geradas e foram incorporados nas anélises da
filogenia molecular apresentadas no presente estudo. Os exemplares disponiveis na literatura
que continham sequéncia e cariotipo também foram incorporados a analise, como é o caso de
P. steerei e Proechimys sp2. A seguir serdo apresentados e discutidos os dados de cada um

dos grupos de espécies.
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Figura 1. Arvore de inferéncia Bayesiana de espécies de Proechimys, construida com
sequéncias do gene mitocondrial citocromo b (Citb) e do éxon 28 do gene nuclear do fator de
von Willebrand (VWF). Numeros acima dos ramos indicam a probabilidade posterior
Bayesiana (PPB) > 0,95.
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Proechimys cuvieri

Proechimys cuvieri ¢ amplamente distribuido em toda a Bacia Amazonica, do leste do
Equador e do Peru para o leste do Brasil (Acre, Amazonas e Pard), Venezuela e Guianas. E
simpétrica com P. guyannensis em toda a Guiana e no norte da Amazoénia brasileira, podendo
ainda co-ocorrer com até quatro outras espécies ao longo do Rio Jurué (Patton e Leite, 2015).

A amostra do presente estudo foi formada por trés fémeas da localidade de Oriximina
(PA). O cariotipo apresentou 2n=28 e FN=46 formado por 10 pares de cromossomos de dois
bracos (1, 2 e 4 a 10) e trés pares de cromossomos acrocéntricos, sendo o par 3 acrocéntrico
grande e os pares 12 e 13 acrocéntricos pequenos. O cromossomo X € acrocéntrico médio
(Figura 2a).

A heterocromatina constitutiva (HC) se distribui em pequenos blocos centroméricos
dos menores pares 7 a 10 (Figura 2b). Houve a marcacédo intersticial pela Ag-RONs no par,
que corresponderia ao 8 (Figura 2c).

Na literatura séo descritas trés formas cariotipicas para a espécie: (1) a forma
2n=28/FN=46, que correspondem ao citétipo do presente estudo, também foi encontrada para
as localidades de Presidente Figueiredo (AM) por Maia e Langguth (1993) e Silva et al.
(2012) e Macaco (AM) por Patton et al. (2000); (2) a forma 2n=28/FN=48 encontrada nas
localidades Altamira (PA), Penedo, Ipixuna e Barro Vermelho (AM) e Porongaba, Nova Vida
e Sobral (AC) por Patton et al. (2000); (3) a forma 2n=28/FN=50, para Saul Cayenne (Guiana
Francesa) por Reig et al. (1979) e Nova Vida (AC) por Patton et al. (2000), esse ultimo nédo

representado na filogenia.
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Figura 2. Cariotipo de Proechimys cuvieri com 2n=28/FN=46, em coloracdo convencional
(a), bandamento C mostrando blocos heterocromaticos nas regides pericentroméricas dos

pares de 7 a 10 (b) localizacdo das Ag-RONSs no par 8 (c).

Na filogenia molecular de P. cuvieri (Figura 3) considerou-se grupos aquele clado
com suporte, sendo observados sete grupos (Al, A2, A3, A4, A5; B e C). Somente 0s grupos
A3 e B apresentaram sequéncias com os devidos cariotipos associados.

Embora o clado A, representado por exemplares da Guiana Francesa, Para, Venezulea

e do Rio Negro no Amazonas, tenha sido dividido em subgrupos (Al, A2, A3, A4, Ab),
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apresentou baixa divergéncia genética, variando de 1,26 a 2,66% dentro do clado A (Anexo
5), compativel com variacdo intraespecifica. Esse clado é representado pelo citétipo de
2n=28/FN=46 no grupo A3.

Por outro lado, os clados B (Acre e Amazonas) e C (Peru) apresentaram divergéncias
genéticas altas quando comparadas aos valores dos subgrupos do grupo A. O clado B,
associado a forma 2n=28/FN=48, apresentou alta taxa divergéncia genética em relacdo ao
grupo A (8,86%). Porém, o clado B apresentou baixa diferenca em relacdo ao clado C com
3,00%.

Os dados citogenéticos indicam diferencas entre os trés citétipos descritos. O citotipo
de 2n=28/FN=46 (clado A, presente estudo) se difere das formas 2n=28/FN=48 e
2n=28/FN=50 pela presenca de trés pares de acrocéntricos, sendo um grande e dois pequenos,
além da morfologia do X ser acrocéntrico medio e Y acrocéntrico minusculo. Na forma de
2n=28/FN=48 ha dois pares de acrocéntricos e 0 X é acrocéntrico pequeno e Y acrocéntrico
minusculo. Na forma FN=50 ha a presenca de somente um par de acrocéntricos médios e um
par a mais de metacéntrico pequenos, 0 X € acrocéntrico pequeno e Y acrocéntrico minusculo
(Tabela 1).

Tabela 1. Diferencas entre as formas cariotipicas de P. cuvieri.

2n NF Pares X Y Localidades (Figura 4)
autossomos

28 46 3A, 10M Am Yp  Presidente Figueiredo (AM), Macaco (AM),
Oriximina (PA)

28 48 2A, 11M Ap Yp Altamira (PA), Penedo, Ipixuna e Barro
Vermelho (AM) e Porongaba, Nova Vida e
Sobral (AC)

28 50 1A, 12M Ap Yp  Saul Cayenne (Guiana Francesa) e Nova
Vida (AC)

Aliando os dados de citogenética e de divergéncia genética, sugere-se que o clado A
de 2n=28/FN=46 é uma unidade taxondmica distinta dos clados B (2n=48/FN=48) e C,
enquanto que os clados B e C podem corresponder a mesma unidade taxonémica. A
localidade tipo de P. cuvieri € Saul (Guiana Francesa) que corresponde ao clado A do
presente estudo, dessa forma o citétipo de 2n=28/FN=46 deve corresponder a P. cuvieri. Mais
estudos sdo necessarios com animais contendo sequéncia e cariotipo de 2n=28/FN=50, a fim
de verificar se ha a formacdo de um clado distinto com exemplares desse cariotipo. Se
verificada a formacdo de clados distintos e com alta divergéncia entre si, € possivel supor

haver pelo menos trés tdxons dentro de P. cuvieri, cada um associado a um cariotipo.
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Figura 3. Arvore de inferéncia Bayesiana de espécies de Proechimys, com destaque para 0s
grupos de P. cuvieri e seus subgrupos, construida com sequéncias do gene mitocondrial
citocromo b (Citb) e do éxon 28 do gene nuclear do fator de von Willebrand (VWF). NUmeros
acima dos ramos indicam a probabilidade posterior Bayesiana (PPB) > 0,95. Cada exemplar
estd identificado pelo seu nimero de coletor ou cddigo do Genbank e associado a sua

localidade. Os cariétipos, quando descritos, estdo associados ao exemplar.
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Figura 4. Mapa de distribuicdo de P. cuvieri, com destaque as localidades associadas a
cariotipos especificos. Em laranja uma representacdo da filogenia molecular, com a
divergéncia genética entre os clado A e B. Legenda das localidades: Acre: 23. lgarapé
Porongaba. Amapa: 8. 4 km Norte Amapa. Brasil - Amazonas: 9. Comunidade Colina, Sao
Gabriel da Cachoeira; 12. Lago Meduinim, Rio Negro; 19. Barro Vermelho, Rio Jurua; 20.
Seringal Condor, Rio Jurua; 21. Penedo; 28. Macaco; 29. Presidente Figueiredo. Para: 18.
Floresta Nacional Tapirape-Aquiri, Municipio de Maraba; 17. Rio Xingu, 52 km SSW
Altamira; 16. Ilha do Taiuno; 11. Oriximina. Equador: 10. Laguna Grande, Rio Cuyabeno,
Sucumbios. Guiana: Nouragues; 6. 30 km NE Surama, Potaro-Siparuni; 5. Kurupukari,
Essequibo, rio Demerara-Berbice; 7. Karanambo, rio Rupununi, Kanuku; 1. Barima-Waini,
Baramita. Guiana Francesa: 4. Montanhas La Trinité; 24. Petit Saut; 25. Macouria; 26.
Nouragues; 27. Pic Matecho. Peru: 14. La Poza, Amazonas; 13. Santa Luisa, Rio Nanay,
Loreto; 22. Sarayacu, Rio Ucayali, Loreto; 15. San Pedro, Rio Blanco, Loreto. Suriname: 3.

Lelydorpplan. Venezuela: 2. 69 km Sudeste, Rio Cuyuni, Bolivar.
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Proechimys longicaudatus

Proechimys longicaudatus ocorre nas florestas secas do oeste da Bolivia, norte do
Paraguai e no Centro-Oeste do Brasil (Patton e Leite, 2015).

A amostra do presente estudo foi formada por trés fémeas e dois machos da localidade
de Barra do Gargas e Porto Estrela (Mato Grosso). O cariétipo apresentou 2n=28 e FN=50
formado por 12 pares de cromossomos de dois bragos e um par de cromossomos acrocéntricos
pequenos. O par sexual é formado por X acrocéntrico médio e Y acrocéntrico minusculo
(Figura 5a). A marcacédo pela Ag-RON ocorreu no par oito, coincidente com a localizagéo da
constrigdo secundaria do braco longo (Figura 5b).
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Figura 5. Cariétipo de Proechimys longicaudatus com 2n=28/FN=50, em coloracéo

convencional (a), localizacdo das Ag-RONSs no par 8 (b) .

Machado et al. (2005) descreveram trés cariotipos associados a P. longicaudatus: (1)
2n=28/FN=48 (denominado carioforma A) com 12 pares meta/submetacéntricos, 2 pares
acrocéntricos, um grande na posicdo 3 e um pequeno na posicdo 11, X submetacéntrico médio
e Y acrocéntrico pequeno para as localidades de Samuel (RO), e Y submetacéntrico pequeno
para Aripuana e Juruena (MT); (2) 2n=28/FN=50 (denominada carioforma B), com 12 pares
de metacéntricos e um par de acrocéntricos grandes, sendo o par 11 um metacéntrico
pequeno, X submetacéntrico médio e Y acrocéntrico pequeno, para a localidade de Apiacas
(MT); (3) 2n=28/FN=50 (denominada carioforma C), com 12 pares de metacéntricos e um par
de acrocéntricos pequenos na posi¢do 11, X acrocéntrico médio e Y acrocéntrico pequeno,
para a localidade do Parque Nacional das Emas (GO). O cari6tipo descrito no presente estudo

do Mato Grosso é idéntico a carioforma C de Goias, descrita por Machado et al. (2005).
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Na amostra utilizada para reconstruir a filogenia molecular de P. longicaudatus
(Figura 6) foram sequenciados 0s exemplares do presente estudo bem como os representantes
das carioformas A e B de Machado et al (2005). Observou-se que os exemplares do MT
(presente estudo, carioforma C de Machado et al.; 2005) se organizaram em um clado com
outras sequéncias identificadas do Genbank como P. longicaudatus, com alto suporte.

As sequéncias dos exemplares das carioformas A e B de Machado et al. (2005)
formaram um grupo com alto suporte, distinto do clado de P. longicaudatus, com 10,75% de
divergéncia de P. longicaudatus. Esse grupo, denominado no presente estudo de Proechimys
sp2, esta subdividido em dois subclados, Al e A2, com 4,24% de divergéncia entre si (Anexo
6), cada qual associado a um cariétipo distinto (Figura 6).

A divergéncia genética entre os clados P. longicaudatus e o Proechimys sp2 tem um
valor proximo ao encontrado para a divergéncia de algumas espécies do género, como ocorre
entre P. echinothrix e P. guyannensis (11,49%) e P. cuvieri e P. brevicauda (11,54%). Por
outro lado, os subgrupos Al e A2, embora distintos, ainda acumulam baixa divergéncia entre
Si.

As diferencas entre os cariétipos com FN=50 sdo bastante marcantes, tanto no nimero
de cromossomos metacéntricos e acrocéntricos, e da morfologia dos cromossomos sexuais,
justificando o posicionamento desses exemplares em clados com mais de 10% de divergéncia.

Ao mesmo tempo, os cariotipos com FN=48 e FN=50 de Proechimys sp2, apresentam
diferencas basicamente na morfologia dos cromossomos do par 11, sendo acrocéntrico no
clado Al e metacéntrico no clado A2, ambos do MT. Essa diferenca pode ser interpretada
como uma variacdo geogréafica. Além disso, os exemplares de Aripuana e Juruena (clado Al)
estdo separados dos exemplares de Apiacads (clado A2), ambos no MT, pelo Rio Juruena
(Figura 7), com divergéncia de 4,24%.

De acordo com as evidéncias citogenéticas que mostram a ocorréncia de rearranjos
cromossdmicos distinguindo os cariotipos dos taxons P. longicaudatus e Proechimys sp2,
aliada a alta divergéncia genética entre os clados, pode-se propor que se tratam de unidades
taxonémicas distintas, com o grupo Proechimys sp2 ndo associado a um nome especifico. A
divergéncia dentro de Proechimys sp2 estd associada a variacdo geografica, provavelmente

associada a uma inversdo pericéntrica em um pequeno par de autossomos.
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Figura 6. Arvore de inferéncia Bayesiana de espécies de Proechimys, com destaque para 0s

grupos de P. longicaudatus e Proechimys sp2, construida com sequéncias do gene

mitocondrial citocromo b (Citb) e do éxon 28 do gene nuclear do fator de von Willebrand

(VWF). Numeros acima dos ramos indicam a probabilidade posterior Bayesiana (PPB) > 0,95.

Cada exemplar estad identificado pelo seu numero de coletor ou codigo do Genbank e

associado a sua localidade. Os cariotipos, quando descritos, estdo associados ao exemplar.
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Figura 7. Mapa de distribuicdo de P. longicaudatus e Proechimys sp2, com destaque as
localidades associadas a cariotipos especificos. O retangulo representa os individuos com
cariotipo descrito na literatura e o circulo os exemplares cariotipados no presente estudo. Em
laranja uma representacdo da filogenia molecular, com a divergéncia genética entre P.
longicaudatus e Proechimys sp2. Legenda das localidades: Bolivia: 7. El Refugio, Santa
Cruz; 8. Buenavista, Santa Cruz. Brasil - Goias: 9. Mineiros, Parque Nacional das Emas.
Mato Grosso: 1. Apiacés; 2. Juruena; 3. Aripuand; 4. Barra do Garcas; 5. Fazenda S&o Luis,
30 km N Barra do Garcas; 6. Porto Estrela; 10. Urucum. Paraguai: 11. 54 km Leste Agua

Dulce , Alto Paraguai.

Proechimys roberti
Proechimys roberti Thomas, 1901 esta distrubuido pela Floresta Amazbnica

Brasileira, ao sul do Rio Amazonas, no Cerrado do Centro-Oeste do Brasil, abrangendo os
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estados do Par4, Maranhdo, Tocantins, Mato Grosso, Goias e Minas Gerais (Weksler et al.,
2001).

No presente estudo foram analisados citogeneticamente 26 exemplares de Carolina
(Maranhdo - MA) e trés exemplares do Jalapdo (Tocantins - TO), que mostraram
2n=30/FN=56, composto por 14 pares de cromossomos de dois bracos, sendo o par 13
subtelocéntrico e o par 14, metacéntrico pequeno. O cromossomo X é submetacéntrico médio
e 0 Y acrocéntrico pequeno (Figura 8a). O par 9 apresentou marcacdo pela Ag-RONSs
coincidente com a regido da constricdo secundéria (Figura 8b). A heterocromatina constitutiva
(HC) se distribui em pequenos blocos centroméricos dos menores pares (13 e 14), na regido
telomérica do braco curto do par 3, no braco curto dos pares 11 e 12 e em ambos 0s bracos e
na regido pericentromérica do cromossomo 6 (Figura 8c). A banda G permitiu identificar os
pares homdlogos (Figura 8d).

Na literatura, Proechimys roberti é descrito com dois citotipos: 2n=30/FN=54 e
2n=30/FN=56. Ao analisar as figuras apresentadas em varios trabalhos verifica-se que muitas
apresentam padrOes de cromatina muito condensada, dificultando a identificacdo da
morfologia do Gltimo par se é acrocéntrico pequeno ou metacéntrico/subtelocéntrico pequeno,
colocando em duvida a existéncia da forma com FN=54.

O cariotipo obtido no presente estudo € idéntico ao descrito por Machado et al. (2005)
para a localidade de Urucui-Una (Piaui) com FN=56 e par 14 metacéntrico minusculo. Porém,
Machado et al. (2005) encontraram uma carioforma com FN=56 para Claudia e Galcha do
Norte (MT), distinta da descrita no presente estudo, com par 14 subtelocéntrico pequeno.

A filogenia molecular gerada no presente estudo foi composta por sequéncias doadas
pelo pesquisador J. Patton, outras disponiveis no GenBank e de aquelas de exemplares
cariotipados no presente estudo das localidades de Carolina (MA), Brasilia (DF) e Jalapéo
(TO). Considerando a filogenia obtida (Figura 9), quatro grupos com alto suporte foram
observados em P. roberti, identificados como subclado A (para exemplares de Tocantins,
Maranhdo e Goias, com 2n=30, FN=56), subclado B (para exemplares do Para, sem cariotipo
associado), clado C (para exemplares do Para, sem cari6tipo associado) e subclado D (para
exemplares de Mato Grosso, sem cariétipo associado).

Com relacdo a divergéncia genética (Anexo 7), 0 grupo que merece destaque € o clado
D, formado por exemplares da localidade de Alta Floresta (MT), que apresentou baixa
divergéncia interna (1,22%), mas altas taxas em relagdo aos subclados A (6,94%), B (7,22%)
e C (7,10%).
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P. roberti é considerada uma das espécies com historico taxondémico mais confuso do
género. Na descricdo original, Thomas (1901) considerou que P. roberti estaria relacionado a
P. longicaudatus, sendo tratado como subespécie de P. longicaudatus. Em 1904, Thomas
indicou que P. roberti era relacionado a P. cayennensis (= P. guyannensis) e Ellerman (1940)
0 considerou como subespécie de P. cayennensis. Mais tarde, em 1987, Patton considerou P.
roberti como distinto de P. guyannensis. PessOa et al. (1990), por sua vez, estudaram a
morfometria de populagdes do grupo guyannensis da Bacia Amazonica, da regido nordeste e
do Centro-Oeste brasileiro, incluindo exemplares denominados P. roberti e P. oris. Os autores
concluiram que ha um alto nivel de diferenciacdo morfométrica, indicando que se tratam de
unidades evolutivas distintas. Porém, mais tarde, Weksler et al. (2001) analisaram exemplares
de P. roberti e P. oris, coletados nos estados do Amazonas, Goias, Maranhdo, Para, Roraima
e Tocantins, concluindo que pertenciam ao mesmo taxon com base em evidéncias
morfoldgicas, cariotipicas e moleculares.

Segundo Patton e Leite (2015), espécimes dos estados de Mato Grosso e Para, ndo
incluidas no trabalho de Weksler et al. (2001), se diferenciam morfologicamente de P. roberti,
mostrando alta divergéncia na sequéncia de DNA mitocondrial. O presente estudo mostra que
exemplares do Para se diferenciam de P. roberti por 3,3% e formam um clado distinto, irmao
de P. roberti, enquanto que exemplares do Mato Grosso formam um clado distinto, com mais
de 7% de divergéncia dos demais (Figura 10).

Dessa maneira, baseando-se nos estudos descritos por Patton e Leite (2015), que
indicam a diferenca morfologica e de DNA mitocondrial dos exemplares de Mato Grosso
(Clado D no presente estudo) em relacdo aos espécimes de P. roberti das demais localidades,
o0 presente estudo apresenta dados de divergéncia genética que reforcam essa diferenciacao.

Embora na filogenia apresentada no presente estudo ndo tenha nenhum exemplar de
Alta Floresta (clado D) cariotipados, a descricdo de um cariotipo de Alta Floresta (MT),
distinto de P. roberti (Machado et al. 2005) reforcam que os dados citogenéticos também
caracterizam essa localidade como distinta. Patton e Leite (2015) haviam sugerido que
populacdes da Planicie Amazdnica fosse tratada como P. r. oris (clado B no nosso presente
estudo) e as populacdes do Cerrado como P. r. roberti (com certa sobreposicdo com amostras
do clado A no presente estudo). A localidade tipo de P. roberti é Araguari, em Minas Gerais,
enquanto que a localidade tipo de P. oris é lIgarapé-assu no Para (clado B no presente estudo).
Os exemplares de Alta Floresta (MT) ainda merecem investigacdo, e possivelmente se

configuram como uma unidade taxonémica nova (aqui denominada Proechimys sp3).
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Figura 8. Cariotipo de Proechimys roberti com 2n=30/FN=56, em coloracdo convencional
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Figura 9. Arvore de inferéncia Bayesiana de espécies de Proechimys, com destaque para 0s
grupos de P. roberti, construida com sequéncias do gene mitocondrial citocromo b (Citb) e do
éxon 28 do gene nuclear do fator de von Willebrand (VWF). Numeros acima dos ramos
indicam a probabilidade posterior Bayesiana (PPB) > 0,95. Cada exemplar esta identificado
pelo seu nimero de coletor ou codigo do Genbank e associado a sua localidade. Os cariétipos,

guando descritos, estdo associados ao exemplar.
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Figura 10. Mapa de distribuicdo dos espécimes identificados como P. roberti com
destaque as localidades associadas a cariotipos especificos. Em laranja uma representacéao
da filogenia molecular, com a divergéncia genética entre P. roberti e Proechimys sp3.
Legenda das localidades: Brasilia: 20. Distrito Federal. Goias: 16. Fazenda Fiandeira;
17. Parque Nacional da Chapada dos Veadeiros; 18. Fazenda Fiandeiras, 65 km sudoeste
Cavalcanti; 19. Niquelandia; 21. Anapolis. Maranhdo: 6. Fazenda Lagoa Nova; 9.
Carolina. Mato Grosso: 11. Reserva Ecoldgica Cristalino, 40 km norte Alta Floresta; 14.
Claudia; 15. Gaucha do Norte. Minas Gerais: 22. Araguari. Para: 1. Belém; 2. Curuéa-
Una; 3. Boim, Rio Tapajos; 4. Igarapé-Acu; 5. Leste do Rio Xingu, 52 km Altamira; 7.
Floresta Nacional Tapirapé-Aquiri, Marab4; 8. Floresta Nacional de Carajas, Distrito de
Sossego, Parauapebas; 52 km Sul-suldoeste Altamira. Piaui: 10. Estacdo Ecoldgica de

Urugui-Una. Tocantins: 12. Jalapdo; 13. Rio Santa Teresa, 20 km noroeste Peixe.
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Proechimys guyannensis

Proechimys guyannensis € uma espécie endémica da Amazonia, presente no leste da
Guiana, sul da Venezuela, Suriname, Guiana Francesa, e ao norte e leste do Rio Negro e
norte do Rio Amazonas, no Brasil.

A amostra do presente estudo foi formada por trés machos e duas fémeas de
Oriximind (PA), apresentando 2n=46/FN=50, composto por trés pares autossomicos com
dois bragos (pares 20 a 22) e 19 cromossomos acrocéntricos. O cromossomo sexual do tipo
X é acrocéntrico médio (Am) e 0 Y € acrocéntrico pequeno (Figura 11a). A marcacdo pela
Ag-RON ocorreu na regido intersticial em um par, possivelmente de nimero 20 (Figura
11b).
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Figura 11. Cariotipo de Proechimys guyannensis com 2n=46FN=50, em coloracédo

convencional (a), localizacdo das Ag-RONSs no par 8 (b) .

Os dados citogenéticos disponiveis na literatura (Anexo 2) mostram uma alta
variacao cariotipica associada a espécie com 2n=40/FN=50-52 registrado no Amap4a, Guiana
Francesa e Venezuela, e 2n=46/FN=50, nos estados do Amazonas, Roraima e Para. Ainda
existem as formas de 2n=38/52 e 2n=44/52, que estdo associados a Proechimys gr.
guyannensis. A analise compartiva dos caridtipos sugere que rearranjos complexos tenham
ocorrido na diferenciacdo desses caridtipos a partir de um cariotipo ancestral para o grupo
(Tabela 2).
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Tabela 2: Comparagdo citogenética par-a-par,

cromossdmicas que diferenciam os cariotipos de P. guyannensis.

e ndmero minimo de

mudangas

2n=38 2n=40 2n=40 2n=44 2n=46
FN=52 FN=50 FN=52 FN=52 FN=50
2n=38
FN=52 - - - - -
21P
2n=40 2FI/FU
FN=50 IP do X - - - -
2n=40 2FI/FU
FN=52 IP do X 21P - - -
2n=44 21P
FN=52 6FI/FU 4F1/FU 4F1/FU - -
2n=46 8IP 3IP 21P
FN=50 8FI/FU 6FI/FU 2FI/FU 2FI/FU -

IP= Inversdo pericéntrica, FI/FU= Fissdo/Fusdo céntrica, X= Cromossomo
sexual~ X. Valores seguidos por letras: nimero de pares que sofreram
mutacoes.

A filogenia gerada no presente estudo (Figura 12) mostrou a organizacdo de trés
subgrupos com alto suporte, identificados como A, B e C, sendo o cariotipo do presente
estudo associado ao clado A.

A divergéncia genética (Anexo 8) entre os subclados Al (representado por
exemplares de Pard) e A2 (com exemplares de Roraima e Manaus) foi de 2,57%. Os
representantes do clado B (Guiana Francesa) divergiram do clado A por 2,45% e do clado C
(Norte da Amazoénia e Venezuela) por 5,22%. O subgrupo C foi 0 que apresentou a maior
divergéncia genética, quando comparado aos demais grupos, chegando a 5,80% em relagéo
A2.

Ao se tentar fazer a associacdo das variantes cariotipicas com os clados filogenéticos
obtidos no presente estudo, apenas associando-se pelas localidades geograficas, verificamos
que 2n=40/FN=50-52, registrado no Amapa, Guiana Francesa e Venezuela, poderiam ser
associados ao clado B.

O cari6tipo 2n=46/FN=50, nos estados do Amazonas, Roraima e Para esta associado
ao clado A.

Representantes do clado C podem estar associados ao cariotipo 2n=38/52 (de
localidades de Santa Isabel e Barcelos, AM), proximo das localidades do Pico da Neblina
(Figura 12). Esse clado acumula, além de muitas variacdes cariotipicas, envolvendo seis a
oito eventos de fusdo e/ou inversdo, a maior divergéncia com os demais clados.

O caribtipo com 2n=44/FN=52 de Manaus que foi associado a Proechimys gr.

guyannensis, e merecem uma atencdo mais detalhada.
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Embora a divergéncia genética entre os clados seja baixa, equivalente, em
Proechimys, a divergéncia intraespecifica, a variacdo cariotipica é marcante, e 0 nimero de
eventos que distinguem o0s cariotipos podem representar uma barreira efetiva ao
intercruzamento entre individuos com cariotipos distintos. Além disso, ha uma estruturacao
geografica forte entre os clados e a distribuicdo dos caridtipos.

A localidade tipo de P. guyannensis é Cayennne, na Guiana Francesa, assim,
podemos afirmar que o clado B do presente estudo deve se referir a P. guyannensis. Porém,
como a associacdo dos cariétipos ao clados (exceto clado A) foi uma especulacdo, e ndo ha
uma resolucdo basal da &rvore, € necessario muita ressalva com relacdo ao grupo.
Considerando o numero baixo de exemplares coletados, analisados molecularmente e
cariotipados, esforcos adicionais sdo necessarios, pois esse taxon parece representar um

grupo de espécies ainda escondidas, cujos marcadores podem ser o cariétipo.
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Figura 12. Arvore de inferéncia Bayesiana de espécies de Proechimys, com destaque para
0s grupos de P. guyannensis, construida com sequéncias do gene mitocondrial citocromo b

(Citb) e do éxon 28 do gene nuclear do fator de von Willebrand (VWF). Numeros acima dos
ramos indicam a probabilidade posterior Bayesiana (PPB) 2 0,95. Cada exemplar esta
identificado pelo seu nimero de coletor ou codigo do Genbank e associado a sua localidade.

Os caridtipos, quando descritos, estdo associados ao exemplar.
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Figura 13. Mapa de distribuicdo dos espécimes identificados como P. guyannensis com
destaque as localidades associadas a caridtipos especificos. Legenda das localidades:
Brasil — Amapa: 1. Serra do Navio. Amazonas: 19. Barcelos; Estrada Picarreira, margem
direita rio Cauaburi, 13. Parque Nacional do Pico da Neblina; 14. Sdo Gabriel da Cachoeira;
17. Faro; 18. Manaus; 21. Rio Padauari, Igarapé Ucuqui, Santa Isabel; 15. Rio Preto, Igarapé
Araujo, Santa Isabel; 20. Rio Padauari, lgarapé Acuquaia, Santa Isabel; 22. Igarapé Aradijo,
Santa Isabel. Para: 16. Oriximind. Roraima: 11. S&o Jodo da Baliza, Usina Hidrelétrica
Alto Jatapd. Venezuela: 10. Capibara, 106 km Sudoeste Esmeralda 5. Monduapo,
Amazonas; 12. Acampamento Cerro Neblina, Amazonas; 4. Ponzdn, 50 km Nordeste Puerto
Ayacucho, Amazonas; 6. Arabupu, Bolivar. Guiana: 3. Loo Creek, 68 km sul Georgetown,
Demerara-Mahaica; 7. 40 km Surama, Potaro-Siparuni; 9. Rio Kuma, Kanuku 8.
Karanambo, Rio Rupununi. Guiana Francesa: 23. Macouria; 24. Petit Saut; 25. Nouragues;
26. Pic Matecho; 27. Caiena. Suriname: 2. Santo Boma Locks, cerca de 12 km Sudoeste de

Paramaribo, Wanica.
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Proechimys steerei

Proechimys steerei é conhecido do leste e sul do Peru, Sul do Rio Marafién-Rio
Amazonas, noroeste da Bolivia e oeste do Brasil, sul do Rio Solimes e norte do Rio
Solimdes.

Para esssa espécie sdo conhecidas quatro formas cariotipicas distintas com 2n=24 e
FN=40-42, 44. As formas FN=40-42 ocorrem no Amazonas e Acre. O cariotipo com FN=42
tem o par 3 homomarfico acrocéntrico médio, a forma FN=41 tem o par 3 heteromorfico,
formado por um acrocéntrico e um submetacéntrico médios, e a forma FN=42 com par 3
homomorfico submetacéntrico médio (Patton et al. 2000), sugerindo um rearranjo do tipo
inversdo pericéntrica nesse par, e uma variacao intraespecifica.

A partir dos cariétipos descritos em Patton et al. (2000), foi possivel associa-los a
filogenia molecular gerada no presente estudo. Dessa maneira, (Figura 14), observa-se que
0s exemplares cariotipados com FN=40-42 distribuiram-se no clado A, sem qualquer
estruturacdo geografica ou filogenética. Observa- se que ndo ha um padréo preferencial de
distribuicdo dos citotipos com a variagdo de FN em grupos monofiléticos definidos, essa
variacdo estd dispersa ao longo dos clados formados dentro da filogenia. O valor de
divergéncia genética intraespecifica (Anexo 9) foi de 3,19%, indicando que as sequéncias
apresentam baixa divergéncia. Dessa maneira, pode-se considerar que a variacdo do FN
dentro de P. steerei (FN=40, 41, 42) se trata de um polimorfismo cromossémico.

Os exemplares da localidade de Ucayali, Peru (identificados como P. cf. steerei por
Aniskin et al, 1991) apresentam FN=44 e assim seriam necessarios rearranjos envolvendo 2-
4 inversbes pericéntricas entre as formas FN=40-42. Devido a esses exemplares
apresentarem poucas rearranjos cromossomicos em relacdo aos demais citdtipos descritos
para a especie e por estarem na area de distribuicdo geogréafica de P. sterrei, é provavel
pertencam a espécie citada.

Um exemplar com 2n=24/42 de Ucayali, Peru (Reig e Useche, 1976) se distinguiu na
forma do cromossomo X que nesse caso foi submetacéntrico grande, ao invés do padréao
encontrado que é de um acrocéntrico médio. Nesse caso, ndo é possivel confirmar se a
variacdo no par sexual € verdadeira ou uma distingio no modo de interpretacdo dos
cariotipos dada a compactacdo dos cromossomos.

Diversos estudos demonstram a complexidade em definir os limites das espécies e 0s
geograficos em Proechimys (Patton e Gardner 1972; Reig e Useche, 1976; Bonvicino et al.,
2005; Patton et al., 2000).
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No presente estudo, foram fornecidos novos dados sobre Proechimys em um
contexto multidisciplinar cariotipico e molecular que podem ser Uteis no esclarecimento

sobre a diversificacdo evolutiva desse género de roedor tdo complexo.
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Figura 14. Arvore de inferéncia Bayesiana de espécies de Proechimys, com destaque para
0s grupos de P. steerei, construida com sequéncias do gene mitocondrial citocromo b (Citb)

e do éxon 28 do gene nuclear do fator de von Willebrand (VWF). NUmeros acima dos ramos
indicam a probabilidade posterior Bayesiana (PPB) 2 0,95. Cada exemplar esta identificado
pelo seu namero de coletor ou cddigo do Genbank e associado a sua localidade. Os

cariotipos, quando descritos, estdo associados ao exemplar.
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Anexo 1. Relacdo dos exemplares de Proechimys utilizados no presente estudo para andlises citogenéticas.

Codigo Sexo' 2n* FN? Localidade* Coordenadas
P. cuvieri
SLF223/ Plat6 Bacaba, Porto de . onn s
LGA2373 P28 46 rombetas, Oriximing, PA 1295 37030
SLF305/ Platd Bacaba, Porto de 090" ona>
LGA2388 P28 46 rombetas, Oriximing, PA 1295 377030
SLF328/ Platd Bacaba, Porto de 090" ona>
LGA2408 P28 46 rombetas, Oriximing, PA 1295 37030
SLF315/ Platd Bacaba, Porto de 090" ona>
LGA2397 P28 46 rombetas, Oriximing, PA 1295 37030
P. longicaudatus
LPC462/ Fazenda S&o Luis, 30 km norte
UFESCTA415/ M 28 50 Barra do Garg¢as, Barra do 15937'S  52°21'0
LGA2420 Gargas, MT
APC1085/ Estacdo Ecoldgica Serra das \ .
LGA734 F 2850 Avraras, Porto Estrela, MT 1515 56°50'0
APC1080/ Estacdo Ecoldgica Serra das \ .
LGA738 M 28 50 Avraras, Porto Estrela, MT 1515 56°50'0
APC1095/ Estacdo Ecoldgica Serra das \ .
LGA755 F 2850 Avraras, Porto Estrela, MT 1515 56°50'0
APC1110/ Estacéo Ecoldgica Serra das o1 o
LGAT770 F 28 50 Avraras, Porto Estrela, MT 1515 56°50'0
P. roberti
APC1217/ Lagoa do Tocantins, Jalapdo, 0991 0nE!
LGAO13 F 30 56 TO 10022'S  47°25'0
APC1218/ Lagoa do Tocantins, Jalapdo, 0991 0nE!
LGA14 F 30 56 TO 10022'S  47°25'0
APC1237/ Lagoa do Tocantins, Jalapdo, 0991 0nE!
LGAOL5 M 30 56 TO 10022'S  47°25'0

Carolina, Parque Nacional

APC2333 F 30 56 Chooag cas ey MA 7195 47°200
APC2336 F 30 56 Ccar:gg:;a Zggqluweeyai?ﬁrzl 7°19'S  47°20'0
APC2337 M 30 56 Ccar:gg:c?a Zggq#ﬂeeg‘aifﬁrz' 7°19'S  47°20'0
APC2338 F 30 56 Ccar:gg:c?a Zggq&eegiff&rz' 7°19'S  47°20'0
APC2344 M 30 56 CC"";Z;)':;& 32;‘*&22‘&2?&? 7°19'S  47°20°0
APC2345 M 30 56 CC"";Z;)':;& 32;‘*&22‘&:“&%' 7°19'S  47°20°0
APC2352 F 30 56 CC"";Z;)':;& 32;‘*&982\'&2,“&%' 7°19'S  47°20'0
APC2353 F 30 56 %”‘;‘a’g;‘;a 32;‘*&992'&3“&%' 7°19'S  47°20'0
APC2357 F 30 56 %‘;Zg;‘ga Zzgqltjﬂeeé\laz(,:il\glrﬁl 7°19'S  47°20°0
APC2358 M 30 56 %‘;Zg;‘;a Zzgqlt’ﬂeeé\'az,ci&rﬁ' 7°19'S  47°20'0
APC2359 M 30 56 %‘;Zg;‘;a Zzqu’ﬂeegz,ci&rf' 7°19'S  47°20'0
APC2364 M 30 56 Carolina, Parque Nacional 7°19'S  47°20'0

Chapada das Mesas, MA
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Anexo 1. Continuacéo.

Codigo Sexo' 2n? FN® Localidade* Coordenadas
APC2365 F 30 56 %ﬁgg:ja Zg;q#ﬁeeg'afﬁrﬁ' 7°19'S  47°200
APC2373 F 30 56 %ﬁgg:ja Zg;q&ee;\'aifﬁz' 7°19'S  47°200
APC2374 F 30 56 %‘;g:)':ga zz;qk’ﬂee;\'aiff&f' 7°19'S 47°20'0
APC2375 M 30 56 %‘;gg:ja Eggq&ee;\'aifﬁrz' 7°19'S  47°200
APC2379 F 30 56 %‘;gg:ga zggq,‘\’ﬂee;\'ai’c'&f' 7°19'S  47°200
APC2380 M 30 56 %‘;gg:ga zggq,‘\’ﬂee;\'ai’ci&f' 7°19'S  47°200
APC2384 F 30 56 %‘;gg:ga zggq,‘\’ﬂee;\'ai’cf&f' 7°19'S  47°200
APC2378 F 30 56 Ccf"r:gg:ja zg;q,‘\‘/lee;\';s‘,c!&“j' 7°19'S  47°200
APC2383 F 30 56 Ccf"r:gg:ja Zggq,‘\’/lee;\'a;cfﬂz' 7°19'S  47°200
APC2382 F 30 56 Ccf"r:gggja Zggqllxjﬂee?a?ﬂzl 7°19'S  47°200
APC2381 F 30 56 Ccf"r:gggja Zggq,‘\’/lee;\'a;cfﬂz' 7°19'S  47°200
APC2390 F 30 56 Cc‘e‘r:gg:ja Zggq&eeé\‘ai?ﬁ’f' 7°19'S  47°20'0
APC2391 F 30 56 Cc‘e‘r:gg:ja Zggq&eegilc'ﬂf' 7°19'S  47°20'0

P. guyannensis
Coams M4 S0 eoniming b 17295 ST030
SA2%0° Fooas 50 omiming A 1295 ST030
Coarses M a6 S0 eoniming b 1295 ST030
ohois M85 eonmiming A 1295 ST030
Comoayy P M S0 oniming b 17295 ST030
Coagms P M S0 onmiming b 1295 ST030

'F=Fémea; M=Macho. “2n=nimero dipldide; *FN=ndmero fundamental. *MA=Maranhio;
MT=Mato Grosso; PA=Para; TO=Tocantins.
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Anexo 2. Compilacdo de todos os dados cariotipicos descritos para representantes de Proechimys.

Quantidade e morfologia Morfologia  Coloracdo  Grupo de Espécies
2N FN Autossomos (pares) Sexual * Associado Espécie Associado  Localidade Referéncias
M/Sm/St A X Y
.. . Jacaréacanga- 1
14 16 2 4 Am Ap 1,2 goeldii Proechimys sp. Flexal, PA Barros, 1978
.. . Jacaréacanga - 1
15 16 1+1un 4+2un Am - 1 goeldii Proechimys sp. Flexal, PA Barros, 1978
15 16 1+1un 4+2un Am - L2, 3; 4.5, goeldii Proechimys sp. Juruena, MT Machado et al., 2005
15 16 1+1un 4+2un Am - 1 goeldii Proechimys sp. Juruena, MT Presente Estudo
.. . Jacaréacanga - 1
16 16 1 6 Am Ap 1,2 goeldii Proechimys sp. Flexal. PA Barros, 1978
16 16 1 6 Am - 2,3,47 goeldii Proechimys sp.  Cotriguacu, MT Amaral et al., 2013°
16 16 1 6 Am - 2,3,47 goeldii Proechimys sp.  Queréncia, MT Amaral et al., 2013°
16 16 1 6 Am - - goeldii Proechimys sp. Itaituba, PA, Rodrlgueszcéeie(slgosta etal,
.. . Jacaréacanga -  Rodrigues da Costa et al.,
16 16 1 6 Am - - goeldii Proechimys sp. Flexal. PA 2016°
17 16 lun 6+2un Am Ap 2,3,7 goeldii Proechimys sp.  Queréncia, MT Amaral et al., 2013°
17 16 lun 6+2un Am Ap 2,3,47 goeldii Proechimys sp.  Cotriguagu, MT Amaral et al., 2013°
Ribeirdo
17 16 lun 6+2un Am Ap 1 goeldii Proechimys sp. Cascalheira, Presente Estudo
MT
17 16 lun 6+2un Am Ap - goeldii Proechimys sp. Itaituba, PA Rodrlgueszc(i)alg;osta etal.
.. . Jacaréacanga -  Rodrigues da Costa et al.,
17 16 lun 6+2un Am Ap - goeldii Proechimys sp. Flexal, PA 2016°
24 42 10-Par3:Mm 1 Ap Ami 1 goeldii P.goeldii Altamira, PA Patton et al., 2000
24 42 10-Par3:Mm 1 SMg - 4,67 goeldii P.goeldii Tailandia, PA R"d“gueszgig(?“a etal,
24 42 10-Par3Mm 1 sMg - 4,6,7 goeldii P.goeldii Mocajuba, pA  Rodrgues ga Costaetal,
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Anexo 2. Continuacéo.

Quantidade e morfologia Morfologia Grupo de Espécies
2N FN Autossomos (pares) Sexual Coloragéo* Associado Espécie Associado  Localidade Referéncias
M/Sm/St A X Y
. - .. . Rodrigues da Costa et al.,
24 42 10-Par3:Mm 1 SMg - 4,6,7 goeldii P.goeldii Maraba, PA 20162
25 42 10-Par3:Mm 1+1b  SMg  Ap - goeldii p.goeldii Mocajuba, PA ROd“guezgiB?é’Sta etal,
25 42 10-Par3:Mm 1+1b  SMg  Ap - goeldii p.goeldii Marabd, PA ROd“guezgigé’Sta etal,
26 42 9-Par3:Mm 3 SMg - 2,3, 7 goeldii P.goeldii Belterra, PA Rodrlgueszgifsclé)sta etal,
26 42 9-Par3:Mm 3 My - 2,3,7 goeldii p.goeldii Itaituba, PA R"d“guezgigi?“a etal,
] .. . Jacaréacanga -  Rodrigues da Costa et al.,
26 42 9-Par3:Mm 3 SMg - 2,3, 7 goeldii P.goeldii Flexal. PA 20162
26 42 9-Par3:Mm 3 SMg Ap 1,3 NA P.goeldii Itaituba, PA Barros, 1978'%%
27 42 9 3+1b SMg Ap  2.3.46 goeldii P.goeldii Belterra, PA R"d”gueszgigé’“a etal,
27 42 9 3+1b  SMg Ap  2.3,4,6 goeldii P.goeldii Itaituba, PA R"d“gueszgigé’“a etal,
.. . Jacaréacanga -  Rodrigues da Costa et al.,
27 42 9 3+1b SMg Ap 2,3,4,6 goeldii P.goeldii Flexal, PA 2016
27 42 9 3+1b SMg Ap 1,2 goeldii P.goeldii Itaituba, PA Barros, 1978
2-Par10:Am . .
24 40 9 Parl1:Ap Am Ap 1 goeldii P. steerei Macaco, AM Patton et al., 2000
2-Par Lago Vai-
24 40 9 10:Am Am Ap 1 goeldii P. steerei Quem-Quer, Patton et al., 2000
Parll:Ap AM
2-
Par10:
24 41 9 LunAm-+ Am  Ap 1 goeldii P. steerei Sacado, AM Patton et al., 2000
1unSMm
Parll:Ap
24 42  10-Par3:SMg 1 Am Ap 1 goeldii P. steerei Nova Vida, AC Patton et al., 2000
24 42 10-Par3:SMg 1 Am - 1 goeldii P. steerei Balta, Peru Patton e Gardner, 1972
24 42 - - - - - goeldii P. steerei Pakitza, Peru  Gardner e Emmons, 1984’
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Anexo 2. Continuacdo

Quantidade e morfologia Morfologia Grupo de Espécies Espécie
2N FN Autossomos (pares) Sexual Coloracéo* Associado Associado Localidade Referéncias
M/Sm/St A X Y
.. . Pucallpa, .
24 42 10 1 Am - 1 goeldii P. steerei Ucayali, Peru Reig e Useche, 1976
. . Pucallpa, S 2
24 44 11 - Am Ap 2,3 goeldii P. cf. steerei Ucayali, Peru Aniskin et al., 1991
N _— Rio Cachiri, .
24 44 11 - Am Ap 1 canicollis P.canicollis Zulia, Peru Aguileraetal., 1979
- - Rio Cachiri, .
24 44 11- - Am - 2 canicollis P.canicollis Zulia, Peru Aguilera et al., 1995
Bonda,
24 44 11 - Am - - canicollis P.canicollis Magdalena, Gardner e Emmons, 1984%
Coldémbia
- L Coloso, Sucre, .
24 44 11 Am Ap 1,3 canicollis P.canicollis Coldmbia Quintana Sosa et al., 2008
La Esmeralda,
Territério
26 44 10 2 Am - 1 goeldii P. quadruplicatus Federal Reig e Useche, 1976
Amazonas,
Venezuela
28 42 8 5 Am Ap 1 goeldii P. quadruplicatus La Poza, Patton et al., 2000
' Amazonas, Peru v
28 42 8 5 Am Ap 1,3 goeldii P. quadruplicatus Santzll\jlabel, Bonvicino et al., 2005
. . Limoncocha, 36
28 44 9 4 Am sm 1 goeldii P. quadruplicatus Napo, Equador Gardner e Emmons, 1984
28 ND - - - - - longicaudatus P. longicaudatus ~ Mineiros, GO Rodrigues et al., 2002
3-Parl1l:A Lado direito do
28 46 10 Parl2 e Mm m 1,2,3,4 longicaudatus P. longicaudatus  Rio Aripuani, Eler et al., 2012"
13:a AM
3-Parll:A Lado esquerdo
28 46 10 Parl2 e Mm m 1,2,3,4 longicaudatus P. longicaudatus do Rio Eler et al., 2012"
13:a Aripuana, AM
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3-Parll:A Monte
i .. 22
28 46 10 P?Lr:gl-i e Mm - 1,234 longicaudatus P. cuvieri Dourado, PA Eler etal., 2012
3-Parll:A
28 46 10 Parl2 e Am Ap 1 longicaudatus P. cuvieri Macaco, AM Patton et al., 2000
13:a
3-ParlLA Presidente
28 46 10 Parl2 e Am Ap 1,2,4 longicaudatus P. cuvieri L Maia e Langguth, 1993’
133 Figueiredo, AM
3-Par1lA Presidente
. I - 26
28 46 10 Palrslé e Am Ap 1,2,3,4 longicaudatus P. cuvieri Figueiredo, AM Silva et al., 2012
3-Par 11:A
28 46 10 Parl2 e Am - 1,2,4 longicaudatus P. cuvieri Oriximind, PA Presente Estudo
13:a
28 48 11 2-@22112;_§m Ap Ami 1 longicaudatus P. cuvieri Altamira, PA Patton et al., 2000
28 48 11 Z'E,Zillé:_':‘m Ap Ami 1 longicaudatus P. cuvieri Penedo, AM Patton et al., 2000
28 48 11 Z-Ezrrllé:f:\m Ap Ami 1 longicaudatus P. cuvieri Porongaba, AC Patton et al., 2000
28 48 11 Z-Ezrrllé:f:\m Ap Ami 1 longicaudatus P. cuvieri Nova Vida, AC Patton et al., 2000
28 48 11 2-22211%:_? Ap Ami 1 longicaudatus P. cuvieri Ipixuna, AM Patton et al., 2000
28 48 11 Z'E,erll%:ém Ap Ami 1 longicaudatus P. cuvieri Sobral, AC Patton et al., 2000
2-Par12:Am . . L Barro
28 48 11 Parla-a Ap Ami 1 longicaudatus P. cuvieri Vermelho, AM Patton et al., 2000
28 50 12 1-Par13:Am  Ap Ami 1 longicaudatus P. cuvieri Nova Vida, AC Patton et al., 2000
Saul Cayenne,
28 50 12 1-Parl3:a Ap - 1 longicaudatus P. cuvieri Guiana Reig et al., 1979
Francesa
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Tambopata,
28 48 - - - - - longicaudatus P. brevicauda Madre de Dios, ~Gardner e Emmons, 1984
Peru
2-Parl2 e . .
28 48 11 Par13:Ap Am Ap 1 longicaudatus P. brevicauda Sobral, AC Patton et al., 2000
. . . Tingo Maria,
28 50 12 1-Parl3:Ap Am Ap 1, longicaudatus P. brevicauda Huanuco, Peru Patton e Gardner, 1972
50- ) . . Pucallpa, S 1
28 51 12 1-Parl3:Ap Am Ap 2,3 longicaudatus P. brevicauda Ucayali, Peru Aniskin et al., 1991
30 48 10 4 Am Ap 1 longicaudatus P. brevicauda Huamg:ﬂ:, AM, Gardner e Emmons, 1984
. . Limoncocha,
30 48 10 4 Am Ap 1 longicaudatus P. brevicauda Napo, Equador Gardner e Emmons, 1984
28 48 11- %—;irf_ AA\;:? SMm  sm 2,3 longicaudatus P. longicaudatus  Aripuand, MT Machado et al., 2005%
28 48 11 %—;irf_ AA\;:? SMm  sm 2,3 longicaudatus P. longicaudatus ~ Juruena, MT Machado et al., 2005%°
2-Par3:Ag . . Candeias do 20
28 50 11 Parl1:Ap SMm Ap 1,2,4 longicaudatus P. longicaudatus Jamari, RO Machado et al., 2005
28 50 12-Parll:STm  1- Par3:A SMm Ap 1,2 longicaudatus P. longicaudatus ~ Apiacas, MT Machado et al., 2005
28 50 12 1 F:Fr)lB: Am Ap 1,2 longicaudatus P. longicaudatus ~ Mineiros, GO Machado et al., 2005*>%
] . . Barra do
28 50 12 1-Parll:Ap  Am Ap 1,4 longicaudatus P. longicaudatus Garcas, MT Presente Estudo
28 50 12 1-Parll:Ap  Am Ap 1,4 longicaudatus P. longicaudatus Porto'vllz_s;trela, Presente Estudo
2- Par13:A . P. aff. Candeias do . 2
30 52 12 Parld:Am SMm - 1,234 longicaudatus longicaudatus Jamari, RO Leal-Mesquita, 1991
2- Par13:A . P. aff. Candeias do 24
30 52 12 Parld:Am SMm - 1,2,3,4 longicaudatus longicaudatus Jamari, RO Machado et al., 2005
50- L o Zona do Canal,
30 54 ND ND ND ND ND semispinosus P. semispinosus Panamé Gardner e Emmons, 1984
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50- Buenaventura,
30 55 ND ND ND ND ND semispinosus P. semispinosus Sabaletas, Gardner e Emmons, 1984
Coldmbia
50- Esmeraldas,
30 56 ND ND ND ND ND semispinosus P. semispinosus Majua, Gardner e Emmons, 1984
Equador
2-Parl2 e - _— El Oro, Santa
30 52 12 14: Ap Am - 1, semispinosus P. semispinosus Rosa, Equador Gardner e Emmons, 1984
Cariari,
. - Provincia de
30 54 13 1 Am - - semispinosus P. semispinosus Limén, Costa Patton e Gardner, 1972
Rica
Tumaco, Bueno e Gomez-Laverde
30 56  14-Par4:SMp - Am Ap 2 semispinosus P. semispinosus Narifio, 1993 '
Coldémbia
i i . . Quibdo, Chocd, Bueno e Gomez-Laverde,
30 56  14-Par4 SMp Am Ap 2 semispinosus P. semispinosus Colombia 1993
Tumbes Aguas 27
30 54 - - - - - decumanus P.decumanus Verdes, Peru Gardner e Emmons, 1984
El Oro Santa 27
30 54 - - - - - decumanus P.decumanus Rosa, Equador Gardner e Emmons, 1984
Chongon
30 54 - - - - - decumanus P.decumanus Guayas, Gardner e Emmons, 1984’
Equador
30 56 14;)2’?{41'.3&/?;'m - SMg Ap 1,23 guyannensis P. roberti Bacabal, MA Weksler et al., 2001°
14-Par13:STm . . S&o Sebastido, 3
30 56 Par14: Mp - SMg Ap 1,23 guyannensis P. roberti TO Weksler et al., 2001
30 56 1462?{135? - SMg Ap 1,23 guyannensis P. roberti Lajeado, TO Weksler et al., 2001°
30 56 14-Parl3:STm SMg Ap 1,23 guyannensis P. roberti Primavera, PA Weksler et al., 2001°

Parl4: Mp
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14-Par13:STm . . Cavalcante, 3
30 56 Par14:Mp - SMg Ap 1,23 guyannensis P. roberti GO Weksler et al., 2001
30 56 14l;gflrfﬁgm - SMg Ap 1 guyannensis P. roberti Jalapdo, TO Presente Estudo
14-Par13:STm . . Distrito 4
30 56 Parl4 Mp - SMg Ap 1, guyannensis P. roberti Federal Svartman, 1989
30 56 14;,2?{‘11,3:,3? i SMg  Ap 1,234 guyannensis P. roberti Lajeado, TO Lima, 2000°
14-Par13:STm . . Porto : 3
30 56 Parl4: Mp - SMg Ap 1,234 guyannensis P. roberti Nacional, TO Lima, 2000
14-Par13:STm . . . . 327
30 56 Par14: Mp - SMg - - guyannensis P. roberti Ipueiras, TO Saranholi et al., 2008
14-Par13:STm . . Jacaréaanga- 17
30 56 Parl4: Mp - SMm  Ap 1,23 guyannensis P. roberti Flexal, PA Barros, 1978
30 56 1462?{?:'\%m - SMm  Ap 1,234 guyannensis P. roberti Carolina, MA Presente Estudo
30 56 - - - - - guyannensis P. roberti Bacabal, MA Amorim et al., 2013
. . Capinzal do : 3
30 56 - - - - - guyannensis P. roberti Norte, MA Amorim et al., 2013
30 56 - - - - - guyannensis P. roberti Aragruoatlns, Amorim et al., 2013’
14-Par13:STm . . Curué-Una, 5
30 56 Parl4: Mp - SMm  Ap 1 guyannensis P. roberti PA Gardner e Emmons, 1984
30 56 14;,2?{1_3:&;m - SMm  Ap 1,2 guyannensis P. roberti Urugui-Una, PI Machado et al., 2005%®
30 56 14;,2?{1_3:&;m - SMm  Ap 1,2 guyannensis P. roberti Parand , TO Machado et al., 2005%®
30 56 1462?{1_3:'\%m - SMm  Ap 1,2 guyannensis P. roberti Peixe, TO Machado et al., 2005*
30 56 14-Par14:STp - STm  SMp 1 guyannensis P. roberti Vila Rica, MT Machado et al., 2005%
30 56 14-Parl3e 14: STp - SMm  Ap 1 guyannensis P. roberti Eggtce halv?.? Machado et al., 2005*
30 56 14-Parl3e 14: STp - SMm  Ap 1 guyannensis P. roberti Claudia, MT Machado et al., 2005*
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Departamento
S de Narifio, Bueno e Gomez-Laverde,
32 56 13 2 Am Mp 1,2,3,4,6 trinitatis P. chrysaeolus Tumaco, 1989
Coldémbia
57- . Pucallpa, s 11,36
32 58 14 1 Am Ap 2,3 - Proechimys sp. Ucayali, Peru Aniskin et al., 1991
Puerto Asis,
32 58 14 1 Am Ap 1 - Proechimys sp Putumayo, Reig e Useche, 19763°
Coldémbia
. . . . Limoncocha, 1
32 58 - - - - - simonsi P. simonsi Napo, Equador Gardner e Emmons, 1984
La Merced —
32 58 - - - - - simonsi P. simonsi Satipo, Junin,  Gardner e Emmons, 1984’
Peru
Tambopata,
32 58 14 1 Am - 1 simonsi P. simonsi Madre de Dios, Patton e Gardner, 1972
Peru
32 58 14 1 Am - 1 simonsi P. simonsi Purusﬁ;ﬁayall, Patton e Gardner, 1972
32 58 14 Am Ap - simonsi P. simonsi Rio Urucu, AM Patton et al., 2000%’
32 58 14 Am Ap - simonsi P. simonsi Rio Jurua, AM Patton et al., 2000%’
. . . . Barro 27
32 60 15 - a Ap - echinothrix P. echinothrix Vermelho, AM Patton et al., 2000
32 60 15 - a Ap - echinothrix P. echinothrix  Vira-Volta, AM Patton et al., 2000%’
Lago Vai-
32 60 15 - a Ap - echinothrix P. echinothrix ~ Quem-Quer, Patton et al., 2000
AM
. . . Da silva, 1998
34 52 11 4 Mp SMp 1 gardneri P. kulinae Ipixuna, AM Patton et al.. 20007
34 56 12 4 Am Ap 1,23 NA Proechimys sp. Loreto, Peru Aniskin, 1993
: P.gr. Vale do Rio
38 52 8 10 STg Ap 1,2,3,4 guyannensis guyannensis Jari, AM Eler etal., 2012




Anexo 2. Continuacdo

Quantidade e morfologia Morfologia Grupo de Espécies Espécie
2N FN Autossomos (pares) Sexual Coloragdo* Associado Associado Localidade Referéncias
M/Sm/St A X Y
. P.or. .
38 52 8 10 STg Ap 13 guyannensis guyannensis Barcelos, AM Bonvicino et al., 2005
. . Rio Amapa : 27
40 50 6 13 SMm Ap 1,2,3,7,8 guyannensis P. guyannensis Grande, AP Pereira, 2013
12- _ . . Saiil, Cayenne, : 8
40 52 7 Parg:Ag STm Amin 1 guyannensis P. guyannensis Guiana Francesa Reig et al., 1979
12- Caicara del
40 52 7 . STm - 1 guyannensis P. guyannensis  Orinoco Bolivar,  Reig e Useche, 1976%
Par8:Ag
Venezuela
. . Presidente .
46 50 3 19 Am Ap 1,234 guyannensis P.guyannensis Figueiredo, AM Silva et al., 2012
. . Séo Jodo da .
46 50 3 19 Am Ap 1 guyannensis P.guyannensis Baliza, RR Bonvicino et al., 2005
46 50 3 19 Am Ap 1,4 guyannensis P.guyannensis Oriximing, PA Presente estudo
. P.gr. Machado et al., 2005
44 52 5 16 STm Ap 1,234 guyannensis guyannensis Manaus, AM Leal-Mesquita, 1991
40 56 9 10 Am Ap 1 gardneri P. pattoni BaltaF,)elFﬁreto, Patton e Gardner, 1972
40 56 9 10 Am Ap 1 gardneri P. pattoni Sobral, AC Da silva, 1998
40 56 - - - - - gardneri P. pattoni Porongaba, AC Patton et al., 2000%’
40 56 - - - - - gardneri P. pattoni Sobral, AC Patton et al., 2000%
11-
40 54 8 Par 9:Ap Am Ap 1,234 gardneri P.gardneri Bela Vista, AM Eler et al., 2012
Par 11:Ag
. . . Da silva, 1998
40 56 9 10 Am Ap 1 gardneri P.gardneri Altamira, AM Patton et al.. 20007
40 56 9 10 Am Ap - gardneri P.gardneri Flora, AC Patton et al., 2000%’
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Minca,
48 68 11 12 Am - 1 trinitatis P. mincae Magdalena,  Gardner e Emmons, 1984
Coldmbia
N . Kéasmera, Zulia, Reig et al., 1980 Aguilera
42 76 18 2 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae Peru et al., 1995
San Juan de
42 76 18 2 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Colon Tachira, Aguilera et al., 1995
Venezuela
Providencia,
42 76 18 2 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Meérida, Aguilera et al., 1995
Venezuela
42 76 18 2 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Z\e/ae,n';iiré?:, Aguilera et al., 1995
La Tendida,
42 76 18 2 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Tachira, Aguileraetal., 1995
Venezuela
Umuguema,
42 76 18 2 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Tachira, Aguileraetal., 1995
Venezuela
42 76 18 2 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae ELIF;;S:reIr?J’ Aguileraetal., 1995
Los Angeles
42 76 18 2 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae del Tucuco, Aguileraetal., 1995
Zulia, Peru
o . Bejuquero, Reig et al., 1980%
44 72 15 6 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae Mérida, Aguil%ra etal., 1995%
Venezuela
. Migquimboch, Reig et al., 1980%
44 72 15 6 Am  Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Truiillo, Agu“%ra ot al. 10959
Venezuela
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. . El Venado, Reig et al., 1980™
44 72 15 6 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae Zulia, Peru Aguilera et al., 1995%
L . El Consejo, Reig et al., 1980™
44 72 15 6 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae Zulia, Peru Aguilera et al., 1995
Caja Seca, : 19
s . o~ Reig et al., 1980
44 72 15 6 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Mérida, Aguilera et al., 1995%
Venezuela
Miquimboch - 19
s . . ' Reig et al., 1980
44 72 15 6 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Trujillo, Aguilera et al., 1995%
Venezuela
Las Virtudes,
44 72 15 6 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Meérida, Aguilera et al., 1995"°
Venezuela
Rio Frio,
44 72 15 6 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Meérida, Aguilera et al., 1995
Venezuela
Rio Frio Arriba,
44 72 15 6 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Meérida, Aguilera et al., 1995
Venezuela
. . Aragua, Cata,  Reig e Useche, 1976™
46 72 14 8 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Venezuela Aguilera et al., 1995%
L . Bobare, Lara, Reig et al., 1980"
46 72 14 8 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Venezuela Aguilera et al., 1995%
Sanare. Falcon. €10 € Useche, 1976"
46 72 14 8 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae ; : Reig et al., 1980"

Venezuela

Aguilera et al., 1995%°
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San Esteban,  Reig e Useche, 1976™
46 72 14 8 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Carabobo, Reig et al., 1980"
Venezuela Aguilera et al., 1995
Bahia de Cata . 19
46 72 14 8 Am Ap 1 trinitatis P. guairae Aragua, Rellqgeie l;lts 2‘,’“91’9}3%7196
Venezuela g B
Ocumare de la : 19
s . Reig et al., 1980
46 72 14 8 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Cciita, Aragua, Aguilera et al., 1995%
enezuela
La Trilla, Reig e Useche, 1976™
46 72 14 8 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Cojedes, Reig et al., 1980"
Venezuela Aguilera et al., 1995"°
La Palma : 19
o . . ' Reig et al., 1980
46 72 14 8 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae Cojedes, Aguilera et al., 1995%
Venezuela
Las Rosas, : 19
o . . Reig et al., 1980
46 72 14 8 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae Cojedes, Aguilera et al., 1995%
Venezuela
Maraquita, : 19
s . . Reig et al., 1980
46 72 14 8 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae Cojedes, Aguilera et al., 1995%
Venezuela
Solano, : 19
46 72 14 8 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Cojedes, ARL?iII%rG: ;I'E'lllgfg%m
Venezuela g "
. . Tiara, Aragua, . 19
46 72 14 8 Am Ap 1, trinitatis P. guairae Venezuela Reig e Useche, 1976
Subida del
L . Diablo Reig et al., 1980
46 72 14 8 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae Cojedes, Aguilera et al., 1995%
Venezuela

153



Anexo 2. Continuagédo

2N EN Quantidade e morfologia Morfologia Coloragio* Grupo de _Espeues Espe_C|e Localidade Referéncias
Autossomos (pares) Sexual Associado Associado
M/Sm/St A X Y
Tierra Caliente : 19
S . . ' Reig et al., 1980
46 72 14 8 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Cojedes, Aguilera et al., 19951
Venezuela
Valle Hondo : 19
. . - ' Reig et al., 1980
46 72 14 8 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae VCOJede& Aguilera et al., 1995
enezuela
Sierra San o
s . Luis-Cabure, Reig et al., 1980
46 72 14 8 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Falcon. Aguilera et al., 1995%
Venezuela
Sierra San
Luis- . 19
o . o Reig et al., 1980
46 72 14 8 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae Carrizalito, Aguilera et al., 1995%
Falcon,
Venezuela
Urachiche : 19
o . ' Reig et al., 1980
46 72 14 8 Am  Ap 1,23 trinitatis P. guairae Yaracuy, Aguilera et al., 1995
Venezuela
L . Uveral-Bobare, Reig et al., 1980"
46 72 14 8 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Venezuela Aguilera etal., 199519
Ocumare de la
46 74 15 7 STm Mp 1 trinitatis P. guairae Costa, George e Weir, 1973°
Venezuela
El Limén . 19
o . ' Reig et al., 1980
48 72 13 10 Am  Ap 1,23 trinitatis P. guairae Aragua, Aguilera et al., 1995
Venezuela
L . Turiamo, Reig et al., 1980"
48 72 13 10 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Venezuela Aguilera etal., 199519
o . La Pascua, Reig et al., 1980™
48 72 13 10 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae Venezuela Aguilera et al., 1995
o . Manuare, Reig et al., 1980™
48 72 13 10 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae Venezuela Aguilera et al., 1995
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Mordn : 19
S . ’ Reig et al., 1980
8 72 13 10 Am  Ap 1,23 trinitatis P. guairae Carabobo, a0 ijera et al., 1995%
Venezuela
Las Rosas, : 19
. . . Reig et al., 1980
48 72 13 10 Am  Ap 1,23 trinitatis P. guairae Cojedes, Aguilera et al., 1995
Venezuela
Solano : 19
s . L Reig et al., 1980
48 72 13 10 Am  Ap 1,23 trinitatis P. guairae Cojedes, Aguilera et al., 1995
Venezuela
Subida del
N . Diablo, Reig et al., 1980"
48 72 13 10 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Cojedes, Aguilera etal., 199519
Venezuela
La Horqueta, : 19
o . . Reig et al., 1980
48 72 13 10 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae Miranda, Aguilera et al., 1995%
Venezuela
San Antonio, : 19
o . . Reig et al., 1980
48 72 13 10 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae Miranda, Aguilera et al., 1995%
Venezuela
La Sabana : 19
S . ' Reig et al., 1980
48 72 13 10 Am  Ap 1,23 trinitatis P. guairae vargas, Aguilera et al., 1995
Venezuela
Dos Caminos, : 19
S . . Reig et al., 1980
48 72 13 10 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae Guarico, Aguilera et al., 1995%
Venezuela
L . El Pao, Cojedes, Reig et al., 1980"™
48 72 13 10 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Venezuela Aguilera etal., 19951
Tierra Caliente . 19
o . . ' Reig et al., 1980
48 72 13 10 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae Cojedes, Aguilera et al., 1995
Venezuela
Valle de
48 72 13 10 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Sertenejas, Aguilera et al., 1995"

Venezuela
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Apartaderos,
50 64 11 10 Am Ap 1 trinitatis P. guairae Cojedes, Reig e Useche, 1976
Venezuela
San Carlos,
50 64 11 10 Am Ap 1 trinitatis P. guairae Cojedes, Reig e Useche, 1976
Venezuela
Piritu,
50 64 11 10 Am Ap 1 trinitatis P. guairae Portuguesa, Reig e Useche, 1976
Venezuela
Turrén,
50 64 11 10 Am Ap 1 trinitatis P. guairae Portuguesa, Reig e Useche, 1976
Venezuela
Solano, . .
50 72 12 12 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Cojedes, Reig et al., 1980 Aguilera
et al.,, 1995
Venezuela
Hacienda La o
o . Coromoto, Reig et al., 1980
50 72 12 12 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Cojedes, Aguilera et al., 1995
Venezuela
El Baul, . 19
s . . Reig et al., 1980
50 72 12 12 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Cojedes, Aguilera et al., 1995
Venezuela
El Charcoti, . 19
S . - Reig et al., 1980
50 72 12 12 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae Cojedes, Aguil%ra etal., 1995%
Venezuela
La Blanca,
50 72 12 12 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Cojedes, Aguilera et al., 1995
Venezuela
La Yaguara,
50 72 12 12 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Cojedes, Aguilera et al., 1995"
Venezuela
50 72 12 12 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae \E:r:repznglia Aguilera et al., 1995"
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Quantidade e morfologia Morfologia Grupo de Espécies Espécie
2N FN Autossomos (pares) Sexual Coloragéo* Associado Associado Localidade Referéncias
M/Sm/St A X Y
Tierra Caliente . 19
s . . ' Reig et al., 1980
50 72 12 12 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Cojedes, Aguilgera etal., 1995%
Venezuela
Valle Hondo,
50 72 12 12 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Cojedes, Aguilera et al., 1995
Venezuela
El Chaparro,
50 72 12 12 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Portuguesa, Aguilera et al., 1995
Venezuela
La Veja,
50 72 12 12 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Portuguesa, Aguilera et al., 1995"°
Venezuela
La Trinindad,
50 72 12 12 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Portuguesa, Aguilera et al., 1995
Venezuela
Ospino,
50 72 12 12 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Portuguesa, Aguilera et al., 1995™
Venezuela
Payara,
50 72 12 12 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Portuguesa, Aguilera et al., 1995
Venezuela
San Pablo,
50 72 12 12 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Portuguesa, Aguilera et al., 1995
Venezuela
. San Jorge, Reig et al., 1980
50 72 12 12 Am Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Portuguesa, Aguilera et al., 1995
Venezuela
Nueva Florida, . 19
o . Reig et al., 1980
50 72 12 12 Am Ap 1,23 trinitatis P. guairae Portuguesa, Aguilgera etal., 1995%
Venezuela
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Anexo 2. Continuagédo

Quantidade e morfologia Morfologia Grupo de Espécies Espécie
2N FN Autossomos (pares) Sexual Coloragéo* Associado Associado Localidade Referéncias
M/Sm/St A X Y
Turén . 19
s . ' Reig et al., 1980
50 72 12 12 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Portuguesa, Aguilera et al., 1995%
Venezuela
Cueva del
S . Agua, :
52 72 11 14 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Anzoatéqui, Aguilera et al., 199519
Venezuela
San Juan de
. . Aero, .
52 72 11 14 Am Ap 2,3 trinitatis P. guairae Monagas, Aguilera et al., 199519
Venezuela
San Juan de
o . Aero, Pérez-Zapata et al.,
52 74 12 13 Am Ap 1,3 trinitatis P. guairae Monagas, 199239
Venezuela
Tierra Buena, . .
62 74 7 23 Mm Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Portuguesa, Reig et al., 1980 Aguilera
et al.,, 1995
Venezuela
Las Matas, . .
62 74 7 23 Mm Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Portuguesa, Reig et al., 1980 Aguilera
et al.,, 1995
Venezuela
S . Las Cocuizas, Reig et al., 1980 Aguilera
62 74 7 23 Mm Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Venezuela etal. 1995
o . Portuguesa,  Reig et al., 1980 Aguilera
62 74 7 23 Mm Ap 1,23 trinitatis P. guairae Venezuela et al.. 1995
o . Barinitas, , Reig et al., 1980 Aguilera
62 74 7 23 Mm Ap 1,23 trinitatis P. guairae Venezuela et al. 1995
o . El Rincon, Reig et al., 1980 Aguilera
62 74 7 23 Mm Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Venezuela et al. 1995
o . Guaquitas, Reig et al., 1980 Aguilera
62 74 7 23 Mm Ap 1,2,3 trinitatis P. guairae Venezuela et al. 1995
o . Buena Vista, Reig et al., 1980 Aguilera
62 74 7 23 Mm Ap 1,23 trinitatis P. guairae Venezuela et al. 1995

158



Anexo 2. Continuagédo

Quantidade e morfologia Morfologia Grupo de Espécies Espécie
2N FN Autossomos (pares) Sexual Coloragéo* Associado Associado Localidade Referéncias
M/Sm/St A X Y

62 74 7 23 Mm Ap 2,3 trinitatis P. guairae \?el;aer;ireelé Aguilera et al., 1995
Guaquitas,

62 68 4 26 Mm Ap 1 trinitatis P. trinitatis Barinas, Reig e Useche, 1976
Venezuela

62 80 10 20 Mm  Ap 1 trinitatis P. trinitatis Caripe, , Reig e Useche, 1976

' Venezuela '
Chaguaramas,
62 80 10 20 Mm Ap 1 trinitatis P. trinitatis Trindade e Reig et al., 1979
Tobago
. Cachipo, Pérez-Zapata et al., 199227,

62 80 10 20 Mm Ap 2,3 trinitatis P. trinitatis Monagas, Aguilera et al., 1995
Venezuela

62 80 10 20 Mm  Ap 2,3 trinitatis P. trinitatis C\ﬂgr‘]aerz‘i‘é?: Aguilera et al., 1995
Cueva del

62 80 10 20 Mm Ap 2,3 trinitatis P. trinitatis Guacharo, Aguileraetal., 1995
Venezuela

Guanaguana,

62 80 10 20 Mm Ap 2,3 trinitatis P. trinitatis Monagas, Aguileraetal., 1995

Venezuela
El Algarrobo,

62 80 10 20 Mm Ap 2,3 trinitatis P. trinitatis Sucre, Aguileraetal., 1995
Venezuela

62 80 10 20 Mm  Ap 2.3 trinitatis P.trinitatis = oo U Aguilera et al., 1005

62 80 10 20 Mm  Ap 2,3 trinitatis P. trinitatis %/ueir:;ﬁeﬁ Aguilera et al., 1995

62 80 10 20 Mm  Ap 2,3 trinitatis P. trinitatis S@Zr?’e'zcjglf Aguilera et al., 1995

Santa Maria de

62 80 10 20 Mm Ap 2,3 trinitatis P. trinitatis Cariaco, Aguilera et al., 1995

Venezuela
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Anexo 2. Continuagédo

Quantidade e morfologia Morfologia Grupo de Espécies Espécie
2N FN Autossomos (pares)) Sexual Coloracéo* Associado Associado Localidade Referéncias
M/Sm/St A X Y
Turimiquire,
62 80 10 20 Mm Ap 2,3 trinitatis P. trinitatis Sucre, Aguilera et al., 1995
Venezuela

NA= Nao associado. “Coloragdo: 1=coloragio comum, 2= Bandeamento C; 3= Bandeamento G; 4=RON; 5=Bandeamento Q; 6 =FISH Ribossomal, 7= FISH Telomérica. ‘Autora denominou
Proechimys sp.3. 2Os autores consideraram como cf. steerei mas ndo ha registro de P. steerei com FN=44 e o cit6tipo apresentado é idéntico ao descrito para P. canicollis. *Cariétipo reinterpretado: Os
autores consideraram o Gltimo par como acrocéntrico mas é provavel que seja um metacéntrico pequeno devido a compactagéo do par cromossémico, alterando o FN de 54 para 56. “Cariétipo
reinterpretado: a autora considerou o par 13 como acrocéntrico e par 14 como metacéntrico. Pela fotografia original o par 13 é subtelocéntrico. °Cariétipo reinterpretado: Os autores consideraram o
Gltimo par como subtelocéntrico mas é provavel que seja um metacéntrico pequeno. Cromossomo Y definido como submetacéntrico pequeno mas a qualidade da fotografia deixa dividas e o0 mesmo
pode ser um acrocéntrico pequeno. ®Os autores determinam apenas o 2n e descrevem as morfologias dos cromossomos. O cariétipo foi reinterpretado utilizando a fotografia original que néo apresenta
boa qualidade. Assim, foi considerado nesse trabalho os pares originais 5 e 13 como sendo de dois bracos e ha ddvidas quanto a morfologia do X que pode ser um acrocéntrico médio e o0 Y que pode
ser um acrocéntrico pequeno. 'Cariograma reorganizado: Pares com um brago foram separados dos de dois bragos e alocados para a posicéo final do cariograma. Antigo par 3 foi realocado para o par
11. 8Cariétipo reinterpretado: Os autores consideraram o par trés como subtelocéntrico mas pela fotografia é acrocéntrico, alterando o FN de 54 para 52. O cari6tipo foi reorganizado e os pares com um
brago foram separados dos de dois bracos, assim o antigo par 3 foi realocado para a posigao 8. *Cari6tipo reinterpretado. Amaral considerou como Sistema Mltiplo de Determinag&o Sexual porém o
par sexual é idéntico ao par 1 decrito por Barros (1978) e Machado et al. (2005). *°Cariétipo reinterpretado. Os autores proporam Sistema Multiplo de Determinagdo Sexual mas a variagdo cariotipica
pode ser devido a presenca de cromossomo b como apresentado em Barros, 1978. "Variag4o cariotipica: presenca de um par heteromérfico. **Denominado Citétipo A. **Denominado Citétipo B:
difere do A pelo padréo de ; 4 e BC. **Denominada Carioforma B. **Denominada Carioforma C. **Cariétipo idéntico ao descrito por Rodrigues da Costa et al. (2016). A variagéo cariotipica é explicada
pela presenca de cromossomos b. 7O autor identificou como Proechimys sp.1 e a associag&o a espécie foi realizada no presente estudo. '®A autora identificou como Proechimys sp.2 e a associagdo a
espécie foi realizada no presente estudo. *°Os autores definiram 0 X como STm mas pela fotografia é um Am. ®Denominada Carioforma A. Cariétipo reinterpretado: Os autores consideraram o par 11
como subtelocéntrico mas pela fotografia original é um acrocéntrico. 2Cariétipo reinterpretado: Os autores consideraram o par 11 como subtelocéntrico e 01 braco mas pela fotografia original é um
acrocéntrico. Foi reorganizado e passou da posicdo 11 para 14. % Os autores associam o citétipo a P. cuvieri mas o mesmo é idéntico a P. longicaudatus. * Os autores consideram o X como
submetacéntrico médio mas pela fotografia original a morfologia é de um acrocéntrico médio. **Cariograma reorganizado: Pares com um brago foram separados dos de dois bragos e alocados para a
posicéo final do cariograma. Antigo par 3 foi realocado para a posicdo 13 e par 12 para posicao 14. 2°Os autores determinam apenas o 2n e descrevem as morfologias dos cromossomos. O cariétipo foi
reinterpretado utilizando a fotografia original que ndo apresenta boa qualidade. Assim, o par 11 que era considerado subtelocéntrico, pela reanalise passou a ser acrocéntrico. Cariograma reorganizado:
Pares com um brago foram separados dos de dois bragos e assim o par 3 acrocéntrico grande passou a ocupar a posicio 8 e o par 8 subtelocéntrico grande passou a ocupar a posicio 3. *Cariograma
reorganizado: Pares com um braco foram separados dos de dois bracos e alocados para a posigao final do cariograma. Antigo par 3 foi realocado para a posicéo 11. ¥Somente citou o 2n e FN, sem
fotografia. Denominada Carioforma D. ®Denominada Carioforma E. **Denominada Carioforma F. *'Figura do cariétipo com qualidade ruim. Os autores descreveram o cromossomo X como STm
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mas pela morfologia pode ser Am. *Figura do cariétipo com qualidade ruim. Os autores descreveram o cromossomo como m mas pode ser a. **Figura do cariétipo com qualidade ruim. A descrigdo da
morfologia dos cromossomos seguiu a proposta original dos autores. *Os autores ndo apresentam a fotografia do cromossomo Y, impossibilitando a confirmagdo da morfologia do mesmo. *0s
autores associaram o cariétipo a Proechimys sp. Mas o citétipo descrito é idéntico a P. simonsi. *Os autores ndo disponibilizam a imagem do cromossomo Y, gerando ddvidas quanto a morfologia do

mesmo.
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Anexo 3. Distancias genéticas p nao corrigidas (%) intra e interespecificas de Proechimys, calculadas a partir de sequéncias de CitB. Na diagonal, em vermelho, representam

divergéncias intraespecificas. nc=o calculo da distancia intraespecifica ndo calculado. Abaixo da diagonal: valores de distancia interespecifica. Acima da diagonal: erro

padréo.
2 »
= . S =
g 3 g § O E: £
= 2 —_ S > 2 ) = < = 2
s 2 s £ Z B § E g5 £ 2 T g & 2 § B
> < = = =] = > = = ° = @ = e 2
¢ 2 8 58 § £ 5 8 38 3 8 &8 3 €8 8 g %
a a a a a a a a o o o o o o o S B
P. steerei 319 164 1,82 164 1,78 164 178 171 162 148 175 1,88 163 164 1,65 247 221
P. quadruplicatus 12,24 346 183 175 204 1,70 1,95 1,78 183 176 192 1,92 1,76 1,89 176 249 243
P. goeldii 13,97 1369 3,99 1,78 1,73 163 214 168 1,85 160 201 226 1,79 190 1,44 249 251
Proechimysspl 11,35 12,57 12,96 226 189 165 1,88 162 158 166 1,73 159 157 195 164 236 2,54

P. simonsi 13,83 16,88 13,35 14,69 4,27 158 218 178 1,74 166 203 221 182 182 181 272 231
P. brevicauda 12,38 13,43 12,40 11,65 1191 230 168 1,49 151 158 193 189 184 178 174 244 237
P. longicaudatus 13,41 14,96 16,19 13,21 18,39 11,78 240 161 155 177 199 212 187 1,73 186 2,37 252
Proechimyssp2 12,66 13,74 12,44 11,13 14,53 10,54 11,00 321 134 171 186 175 1,75 167 161 210 256

P. cuvieri 13,25 15,03 14,77 11,65 15,35 11,54 1153 995 557 162 180 180 1,72 161 159 223 219
P. guyannensis 10,70 12,91 11,90 11,05 12,79 11,77 12,53 11,81 12,54 357 1,82 198 150 164 144 232 216
P. gardneri 12,86 14,45 16,12 12,02 16,92 15,21 14,04 14,45 1506 14,02 265 190 156 183 1,87 269 248
P. pattoni 14,72 13,79 18,00 10,71 18,72 14,95 16,76 13,27 14,83 14,72 13,31 1,39 1,74 2,01 1,88 243 240
P. kulinae 13,39 14,19 15,25 11,84 16,56 15,31 15,03 14,50 14,98 11,81 12,68 13,62 6,33 1,75 156 2,30 244
P. roberti 12,39 14,51 14,06 14,63 15,15 13,67 12,52 12,76 13,20 12,76 13,50 15,78 14,28 3,41 1,78 2,29 2,02
P. echinothrix 14,28 14,60 11,95 12,20 15,97 14,56 15,36 12,82 13,59 11,49 16,02 15,03 13,33 14,57 6,04 2,30 2,20
Myocastor 20,92 20,89 20,90 18,30 24,15 20,37 19,83 16,33 19,26 19,59 21,59 19,62 20,68 18,47 19,16 nc 2,56
Thrichomys 17,94 19,59 20,78 19,82 19,90 20,05 19,94 20,47 18,95 17,86 20,37 19,51 21,44 1525 19,18 19,09 nc
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Anexo 4. Relacdo de exemplares de Proechimys analisados nas analises filogenéticas no presente estudo, com respectivos dados citogenéticos (quando existentes), localidade

e nimero de acesso no Genbank (quando disponiveis).

NUmero de Acesso

NUmero de Acesso

2N FN Cadigo Localidades Geograficas GenBank - CitB GenBank - vVWF
P. cuvieri
Platé Bacaba, Porto de Trombetas,
28 46 SLF223/LGA2373 Oriximing, PA PE
Platé Bacaba, Porto de Trombetas,
28 46 SLF305/LGA2388 Oriximina, PA PE PE
Platé Bacaba, Porto de Trombetas,
28 46 SLF315/LGA2397 Oriximing, PA PE PE
Platé Bacaba, Porto de Trombetas,
28 46 SLF328/LGA2408 Oriximina, PA PE PE
Comunidade Colina, Sdo Gabriel da
INPA2529° Cachoeira, AM
Floresta Nacional Tapirapé-Aquiri, Marab4,
INPA2758° PA
28 48 INPA3461° INPA3462° Igarapé Porongaba, Rio Jurua, AC
28 48 INPA3476° MVZ190693° Seringal Condor, Rio Jurua, AM
JLP16783° JLP16804° Lago Meduinim, Rio Negro, AM
USNM549559° Rio Xingu, Altamira, PA
MV970010° MV970021°
MV970034° San Pedro, Rio Blanco, Loreto, Peru

MV970070° MV970080°

La Colmena, Quebrada La Colmena,
Loreto, Peru

MVZ157874° La Poza, Rio Santiago, Amazonas, Peru
MVZ160091° MVZ160092° Rio Cuyuni, Bolivar, Venezuela
28 48 MVZ190683° MVZ190684° Penedo, Rio Jurua, AM
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Anexo 4. Continuacéo

NUmero de Acesso

NUmero de Acesso

2N FN Cadigo Localidades Geograficas GenBank - CitB GenBank - vVWF
28 48 MVZ190697° MVZ190698° Barro Vermelho, Rio Jurua, AM
V849°® vg72° La Trinité Mountains, Guiana Francesa
V824 Saint Jean du Maroni, Guiana Francesa AJ251400
V879 Les Nouragues, Guiana Francesa AJ251402
V816 = MNHN1998-313 Petit Saut, Guiana Francesa AJ251403
PCU2479 Pic Matecho, Guiana Francesa AY206622
PCU2340 Baramita, Guiana Francesa AY206623
PCU1561 Petit Saut, Guiana Francesa AY206624
PCU2271 Nouragues, Guiana Francesa AY206625
PCU2336 Baramita, Guiana Francesa AY206626
PCU2475 Pic Matecho, Guiana Francesa AY206627
PCU2484 Saul, Guiana Francesa AY206628
PCU2519 Saul, Guiana Francesa AY206629
PCU1750 Petit Saut Guiana Francesa AY?206630
PCU1757 St Jean, Guiana Francesa AY206631
PCU1833 Trinité, Guiana Francesa AY206632
PCU1856 Nouragues, Guiana Francesa AY206633
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Anexo 4. Continuacéo

2N

FN Cadigo

NUmero de Acesso

Localidades Geograficas GenBank - CitB

NUmero de Acesso
GenBank - vVWF

KF590675

P. brevicauda

AMNH272700° AMNH272698°
M13337° M13338°

Nuevo San Juan, Rio Gélvez, Loreto, Peru

INPA3440° INPA3441°

Oposto ao Igarapé Porongaba, Rio Jurug,
AC

INPA3445°% INPA3446°

28 48 MVZ190671° MFNS1458° Sobral, Rio Jurua, AC
28 48 MFNS1044° MFNS999° Ocidente, Rio Jurua, AC
MV970001° MV9700043
MV970006° MV970091°
MV970092° MV970093° San Pedro, Rio Blanco, Loreto, Peru
MVZ155121° MVZ155125° Huampami, Rio Cenepa, AM, Peru
MVZ157878° MVZ157905° La Poza, Rio Santiago, AM, Peru
MVZ190657° MFNS1030°
28 48 MFNS1055° Fazenda Santa Fé, Rio Jurua, AC
MVZ190660° INPA3421°
28 48 INPA34243 Igarapé Porongaba, Rio Jurua, AC
MVZ190677° MVVZ190678°
28 48 MVZ190680° Nova Vida, Rio Jurua, AC
28 48 INPA3418° Oposto ao Ocidente, Rio Jurua, AC
P. longicaudatus
CIT622° CIT623°
28 48 CIT642? Juruena, MT PE
28 48 CIT668% CIT680° Aripuand, MT PE
CIT440° CIT441°
28 50 CIT448% CIT449° Apiacas, MT PE
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Anexo 4. Continuacéo

NUmero de Acesso NUmero de Acesso

2N FN Cadigo Localidades Geograficas GenBank - CitB GenBank - vVWF
Esta¢do Ecoldgica Serra das Araras, Porto
28 50 APC1079/LGA723" Estrela, MT PE PE
Estacdo Ecoldgica Serra das Araras, Porto
28 50 APC1085/LGA734 Estrela, MT PE
Esta¢do Ecoldgica Serra das Araras, Porto
28 50 APC1080/LGA738 Estrela, MT PE PE
Estagdo Ecoldgica Serra das Araras, Porto
28 50 APC1095/LGA755 Estrela, MT PE PE
Esta¢do Ecoldgica Serra das Araras, Porto
28 50 APC1110/LGA770 Estrela, MT PE PE
Estagdo Ecoldgica Serra das Araras, Porto
APC1114/LGAT74 Estrela, MT PE PE
El Refugio, Rio Paragua/Tavo, Santa Cruz,
LHE1413 LHE1419 Bolivia
LPC462 Fazenda S8o Luis, Barra do Garcas, MT PE
TTS119° Bolivia®
MSB:Mamm:59654 HM544128
MSB:Mamm:59654 NC020657
KJ742619
Proechimys sp.
UFESCTAL689/LPC742/ Fazenda Noirumb4, Ribeirdo Cascalheira,
17 16 LGA2442 MT PE PE
15 16 CIT648/MZUSP31924° Juruena, MT PE
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Anexo 4. Continuacéo

NUmero de Acesso

NUmero de Acesso

2N FN Cadigo Localidades Geograficas GenBank - CitB GenBank - vVWF
P. goeldii
Floresta Nacional Tapirapé-Aquiri, Maraba,
INPA2760° PA
Reserva Ecoldgica Cristalino, Alta Floresta,
LPC564° MT
24 42  USNM549572° USNM5495733° Rio Xingu, Altamira, PA
P. steerei
24 42 INPA3753% MVZ191448° Oposto ao Ocidente, Rio Jurua, AC
24 42 INPA3755° MVZ190967° Fazenda Santa Fé, Rio Jurua, AC
INPA3762° INPA3812°
INPA3813° INPA3817°
24 42 MFNS1548% MVZ191449° Sobral, Rio Jurua, AC
24 42 INPA3764° Nova Vida, Rio Jurua, AC
Lago Trés Unidos, Igarapé Arabidi, Rio
INPA3772% INPA3773° Jurua, AM
INPA3778% INPA3779° Ilhazinha, Rio Jurud, lgarapé Arabidi, AM
Colocacdo Vira-Volta, Rio Jurua, lgarapé
INPA3783° Arabidi, AM
INPA3831° INPA383°2 Jainu, Rio Jurua, AM
INPA3850° INPA3852°
24 41 INPA3853% MVZ190939 3 Altamira, Rio Jurua, AM
24 41 INPA3861° Boa Esperanca, Rio Jurua, AM
INPA4229° Tambor, Rio Jal, AM

INPA4240° INPA4547°

Rio Jau, AM

INPA4535° INPA4536°

Macaco, Rio Jal, AM
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Anexo 4. Continuacéo

NUmero de Acesso

NUmero de Acesso

2N FN Cadigo Localidades Geograficas GenBank - CitB GenBank - vVWF
JLP15692° MVZ190890
*MVZ190891° MV/Z190892° Seringal Condor, Rio Jurua, AM
JUR326° MFNS134"3
24 40 MVZ190957° Ilha Paxiuba, Rio Jurua, AM
LHE747® Prov. lturraldi, Rio Madidi, La Paz, Bolivia
Oposto ao Igarapé Porongaba, Rio Jurug,
24 40 MFNS114%° MVZ190954° AC
Reserva Cusco Amazénico, Madre de Dios,
MVZ166036° MV/Z168943° Peru
MVZ190831° MVVZ190832° Penedo, Rio Jurua, AM
MVZ190834° MV/Z190840°
MVZ190846° MV/Z190847°
MVZ190851° MVZ190863° Nova Empresa, Rio Jurua, AM
24 42 MVZ190882° S&0 José, Rio Jurua, AM
24 42 MVZ190899° Sacado, Rio Jurua, AM

MVZ190918° MVZ190921°

Barro Vermelho, Rio Jurua, AM

P. quadruplicatus

San Carlos de Rio Negro, Isla Saram4,

ALG14039° ALG14040° Amazonas, Venezuela
Base de campo Neblina, Rio Mawarinuma,

ALG14243° Amazonas, Venezuela
CCM35° CCM36° Arquipélago Anavilhanas, Rio Negro, AM
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Anexo 4. Continuacéo

2N FN Cadigo

Localidades Geograficas

NUmero de Acesso
GenBank - CitB

NUmero de Acesso
GenBank - vVWF

28 42 INPA4552°

Lago Meduinim, lado esquerdo do Rio
Negro, AM

MV970098° MV970099°
MV970101% MV970102°
MV970104% MV970117°

MV970122° El Chino, Rio Tahuayo, Loreto, Peru
MVZ157871° MVZ157875° La Poza, Rio Santiago, Amazonas, Peru
ALG14040 Venezuela U35413
CRB1483 Rio Padauiri, Santa Isabel, AM AF308435
AJ849313
P. roberti
Carolina,Parque Nacional Chapada das
30 56 APC2345 APC2390 Mesas, MA PE PE
30 56 APC1217/LGA913 Lagoa do Tocantins, Jalapdo, TO PE PE
30 56 APC1218/LGA914 Lagoa do Tocantins, Jalapdo, TO PE PE
30 56 APC1237/LGA915 Lagoa do Tocantins, Jalapdo, TO PE PE
Centro de Instrucéo de Adestramento de
30 56 APC817/LGA548 Brasilia, Brasilia, DF PE PE
Centro de Instrucdo de Adestramento de
30 56 APC839/LGA560 Brasilia, Brasilia, DF PE PE
Floresta Nacional de Carajas, Distrito de
cJs? Sossego, Parauapebas, PA
Parque Nacional da Chapada dos
CRB931° Veadeiros, GO
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Anexo 4. Continuacéo

NUmero de Acesso

NUmero de Acesso

2N FN Cadigo Localidades Geograficas GenBank - CitB GenBank - vVWF
CRB963® Fazenda Fiandeiras, Cavalcanti, GO
DSR3758° Niquelandia, GO
INPA2746° INPA2747° Floresta Nacional Tapirapé-Aquiri, Maraba,
INPA2748° PA
Reserva Ecoldgica Cristalino, Alta Floresta,
LPC522° LPC523® LPC540° MT
LPC714% Rio Santa Teresa, Peixe, TO
USNM549582° USNM549586°
USNM549587° Lesta do Rio Xingu, Altamira, PA
CIT714 Vila Rica, MT EU544666
AJ251139
P. simonsi

AMNH272677° MUSM13339°
MUSM1334® MUSM1334°%5

Nuevo San Juan, Rio Galvez, Loreto, Peru

INPA3528° Ilha Paxiuba, Rio Jurua, AM
INPA3560° INPA3561°
INPA3574° Ocidente, Rio Jurua, AC

INPA3607° INPA3609°

Sobral, Rio Jurua, AC

INPA3622° INPA3625°

Nova Vida, Rio Jurua, AC

INPA3650° MFNS1751°

Ilhazinha, Rio Jurua, lgarapé Arabidi, AM

INPA3654° INPA3655°

Colocacdo Vira-Volta, Rio Jurua, lgarapé
Arabidi, AM

JUR270° JUR2713

Lago Vai-Quem-Quer, Rio Jurua, AM
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Anexo 4. Continuacéo

2N FN Cadigo

NUmero de Acesso

Localidades Geograficas GenBank - CitB

NUmero de Acesso
GenBank - vVWF

LHE1431° LHE1432° LHE1434°
LHE1435° LHE1466° LHE1468°
LHE1479° LHE1488°

Tangoshiari, Cusco, Peru

Provincia Iturraldi, Rio Madidi, La Paz,

LHE742° Bolivia
Colpa de Guacamayo, Rio Tambopata,
LHE813® USNM579694° Madre de Dios, Peru

LHE820° LHES821®

Rio Tavara, Fila Boca Guacamayo, Madre
de Dios, Peru

MFNS1136° MFNS1336°

Igarapé Porongaba, Rio Jurud, AC

MFNS1377°

Oposto ao Igarapé Porongaba, Rio Jurud,
AC

MFNS190° MFNS192°

Alto Rio Urucu, AM

MV970035° MV970038°
MV970047°

San Pedro, Rio Blanco, Loreto, Peru

MVZ1579143

La Poza, Rio Santiago, AM, Peru

MVZ166803° MVZ166805°

Aguas Calientes, Rio Alto Madre de Dios,
Madre de Dios, Peru

MVZ190709° MVZ190710°

Penedo, Rio Jurua, AM

MVZ190753° MVZ190754°

Seringal Condor, Rio Jurua, AM

MVZ190804° MVZ190809°

Barro Vermelho, Rio Jurua, AM

MVZ190814° MVZ1908173

Altamira, Rio Jurua, AM

FMNH175264°

EU313249
FMNH175283° EU313250
JLP11051° Madre de Dios, Aguas Calientes, Peru U35414
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Anexo 4. Continuacéo

NUmero de Acesso

NUmero de Acesso

2N FN Cadigo Localidades Geograficas GenBank - CitB GenBank - vVWF
AJ849320
P. kulinae
INPA2556°° JLP15541°
34 52 MFNS541° Seringal Condor, Rio Jurug, AM
34 52 INPA3515%° MVZ187193° Barro Vermelho, Rio Jurua, AM
AMNH272714® MUSM13340° Nuevo San Juan, Rio Géalvez, Loreto, Peru
MV970015° MV970016°
MV970028° MV970031° San Pedro, Rio Blanco, Loreto, Peru
MV970059° MV970078° La Colmena, Quebrada La Colmena,
MV970079° Loreto, Peru
P. pattoni
MFNS1166° MFNS1200°
MVZ187194° MVZ18719°5
MVZ187199° Igarapé Porongaba, Rio Jurua, AC
MVZ187197° Sobral, Rio Jurua, AC
P. gardneri
INPA3504%° MVZ187206°
40 56 MVZ187209° Altamira, Rio Jurua, AM
LHE834® Centro, Abuna, Pando, Bolivia

LHE890° LHE891?

Rio Negro, Pando, Bolivia

MFNS121% MFNS88®

Alto Rio Urucu, AM

P. echinothrix

INPA2526°

Comunidade Colina, Sdo Gabriel da
Cachoeira, AM
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Anexo 4. Continuacéo

NUmero de Acesso

NUmero de Acesso

2N FN Cadigo Localidades Geograficas GenBank - CitB GenBank - vVWF
32 60 INPA25513° MFNS740° Barro Vermelho, Rio Jurua, AM
INPA3482°° INPA39273°
32 60 MVZ187180° MVZ1871813 Lago Vai-Quem-Quer, Rio Jurua, AM
INPA3501° INPA35023° Colocacao Vira-Volta, Rio Jurug, lgarapé
32 60 MVZ187183° Arabidi, AM
INPA4226° INPA42273 Tambor, Rio Jad, AM
INPA4533% INPA4534° Macaco, Rio Jal, AM
INPA4537% INPA4538° Lado direiro do rio Jat, AM
MFNS133® MFNS191° Alto Rio Urucu, AM
P. guyannensis
Platé Bacaba, Porto de Trombetas,
46 50 SLF309/LGA2392 Oriximina, PA PE PE
Platé Bacaba, Porto de Trombetas,
46 50 SLF312/LGA2395 Oriximing, PA PE PE
Platé Bacaba, Porto de Trombetas,
46 50 SLF313/LGA2396 Oriximing, PA PE PE
Platé Bacaba, Porto de Trombetas,
46 50 SLF316/LGA2398 Oriximing, PA PE PE
Platé Bacaba, Porto de Trombetas,
46 50 SLF326/LGA2406 Oriximing, PA PE PE
Platé Bacaba, Porto de Trombetas,
46 50 SLF327/LGA2407 Oriximing, PA PE PE

ALG14297° USNM560675°
USNM560676° USNM560678°

Rio Mawarinuma, Amazonas, Venezuela

ccm42d

82 km Norte Manaus, AM
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Anexo 4. Continuacéo

2N

FN

Cadigo

Localidades Geograficas

NUmero de Acesso
GenBank - CitB

NUmero de Acesso
GenBank - vVWF

S&o Jodo da Baliza, Usina Hidrelétrica Alto

CRB633° CRB639° MNRJ42831° Jatap(i, RR
Estrada Pigarreira, Parque Nacional do Pico
INPA2533% INPA2534° da Neblina, AM
JPBO® Sdo0 Gabriel da Cachoeira, AM
MFNS1796°
MVZ160094° Santa Elena, Bolivar, Venezuela
ROM©98216v Loo Creek, Demerara-Mahaica, Guiana
CRB1487 Rio Padauiri, Santa Isabel, AM AF308436
MNHN-1994-128 St Eugene, Guiana Francesa AJ251395
V-811 Petit Saut, Guiana Francesa AJ251396
V-873 Petit Saut, Guiana Francesa AJ251397
V-939 Les Nouragues, Guiana Francesa AJ251398
V-815 Petit Saut, Guiana Francesa AJ251399
PCA3292 Cayenne, Guiana Francesa AY 206600
PCA2656 Cayenne, Guiana Francesa AY206601
PCA1990 Macouria, Guiana Francesa AY?206602
PCA2715 Cayenne, Guiana Francesa AY206603
PCA1991 Macouria, Guiana Francesa AY206604
PCA2476 Pic Matecho, Guiana Francesa AY?206605
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Anexo 4. Continuacéo

NUmero de Acesso

NUmero de Acesso

2N FN Cadigo Localidades Geograficas GenBank - CitB GenBank - vVWF
PCA2477 Pic Matecho, Guiana Francesa AY?206606
PCA1394 Petit Saut, Guiana Francesa AY206607
PCA2725 Cayenne, Guiana Francesa AY206608
PCA1762 Petit Saut, Guiana Francesa AY206609
PCA1832 Petit Saut, Guiana Francesa AY206610
Myocastor coypus EU544663 AJ251140
Thrichomys apereoides EU544668 AJ849315

Legenda: PE: Presente Estudo. 'Espécimes néo cariotipados. “Espécimes cariotipados por Machado et al. 2005. *Sequéncias cedidas por J. Patton. *Localidade com registro

incompleto. *Espécimes cariotipados. Siglas das Colecdes/Cddigo do Coletor: ALG: Alfred L. Gardner; AMNH: American Museum of Natural History, New York, USA;
APC: Ana Paula Carmignotto; BIO/CIT: Y. Yonenaga-Yassuda; CRB: Cibele R. Bonvicino; LGA: Laboratdrio de Genética Animal da Universidade Federal do Espirito
Santo, Vitoria, Brasil; INPA: Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Manaus, Brasil; JLP: James L. Patton; JPB: Jean-Phillipe Boubi; JUR: Jay R. Malcolm; LHE:

Louise H. Emmons; LPC: Leonora Pires Costa; MFNS: Maria Nazareth F. Da Silva; MNRJ: Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil;

MUSM: Museo de Historia Natural, Universidad Mayor de San Marcos, Lima, Peru; MV: Michael Valqui; MVZ: Museum of Vertebrate Zoology, University of California,
Berkeley, EUA; ROM: Royal Ontario Museum, Toronto, Canada; SLF: S.L. Freitas; UFESCTA: Colecdo de Tecidos e DNA, Universidade Federal do Espirito Santo, Vitoria,
Brasil; USNM: National Museum of Natural History (formerly The United States National Museum), Washington, D.C., USA.
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Anexo 5. Distancias genéticas p nao corrigidas (%) intra e interespecificas de Proechimys, com destaque (em cinza) a P. cuvieri e subgrupos relacionados (A, Al, A2 A3, A4,

A5, B e C) calculadas a partir de sequéncias de CitB. Na diagonal, em vermelho, representam divergéncias intraespecificas. nc=o calculo da distancia intraespecifica ndo

calculado. Abaixo da diagonal: valores de distancia interespecifica. Acima da diagonal: erro padréo.

. s _ & 4 E 3 & _ s ¢t _ L, _ £ < 2

% s & § @w» s 2 5 3 e a4 o e w > & & 2 & 8 g £
P. steerei 320 180 199 182 184 181 18 187 1,75 184 184 194 189 197 191 201 214 165 190 218 1,78 180 191 2,74 2,30
P. quadruplicatus 12,70 3,41 191 187 222 191 207 194 199 219 225 222 218 221 234 209 217 188 201 200 186 202 193 286 255
P. goeldii 1458 14,10 408 184 183 185 226 185 193 208 212 211 214 219 205 211 224 1,71 222 236 185 194 155 2,70 2,72
Proechimys spl 11,89 13,08 1285 223 205 1,71 191 172 165 1,79 182 190 181 190 188 190 204 1,73 182 168 164 204 169 246 2,73
P. simonsi 13,69 17,34 1392 15,17 426 166 225 192 186 200 204 209 201 206 207 201 221 1,71 212 246 192 195 1,89 296 247
P. brevicauda 12,37 14,03 12,76 11,94 1190 234 174 162 159 1,79 184 19% 182 181 183 164 181 1,71 208 210 191 192 187 260 257
P. longicaudatus 13,25 15,42 16,77 13,71 18,14 11,74 237 164 156 166 1,71 1,78 170 166 181 189 204 178 192 229 184 178 192 257 2,60
Proechimys sp2 12,52 14,13 1294 1154 14,35 1053 1084 3,16 138 145 152 155 149 141 158 1,72 188 1,77 195 191 189 189 165 221 2,66
P. cuvieri 13,49 15,81 14,93 11,76 15,56 11,56 11,75 10,19 557 066 067 085 068 0,74 088 104 119 168 183 194 1,78 1,77 164 2,38 244
A 1278 16,07 1475 11,19 1544 11,65 1091 912 450 177 033 065 040 058 068 153 1,70 1,80 201 2,05 194 188 1,73 239 253
Al 12,49 16,06 14,71 10,99 15,38 11,59 10,92 9,14 422 131 0,70 0,72 047 0,73 075 158 1,76 1,84 2,00 209 194 192 1,75 2,40 255
A2 12,94 15,70 14,25 11,49 15,48 12,65 1161 936 513 235 225 085 0,76 087 095 167 1,77 188 2,13 203 203 193 1,78 255 246
A3 13,09 15,95 15,01 11,08 15,52 11,70 10,70 9,19 439 157 126 253 0,73 0,71 079 156 1,72 182 210 210 199 189 1,83 241 2,63
A4 1323 1573 15,16 1149 1552 11,36 10,22 844 455 2,05 220 283 218 018 099 151 1,73 1,86 213 209 203 195 1,78 248 2,68
AS 13,00 17,43 1426 11,66 1542 11,55 11,86 10,06 559 2,78 2,66 370 285 397 027 173 179 192 216 217 213 205 181 257 2,62
B 1424 1525 1511 12,64 1566 10,81 12,84 1156 649 886 870 963 886 829 10,16 113 077 1,90 200 2,22 184 205 1,87 279 270
c 1568 1550 1562 1359 16,87 12,25 14,16 1322 7,59 10,36 10,35 10,78 10,24 1004 10,84 3,00 071 211 210 223 19 210 1,9 281 277
P guyamnensis 11,01 1335 1222 11,38 13,29 12,03 12,98 12,22 12,69 12,25 1214 12,06 12,27 12,33 12,01 1324 1482 344 197 214 164 177 156 252 236
P. gardneri 12,73 14,87 16,61 12,45 16,73 15,13 13,86 14,28 15,19 15,10 14,68 15,42 15,46 15,49 16,03 15,09 15,92 14,27 262 205 166 194 199 280 2,66
P. pattoni 15,26 14,28 17,81 10,55 19,19 15,22 17,25 13,66 14,89 14,39 14,38 13,81 14,57 14,30 15,01 15,74 15,90 15,13 13,74 1,37 1,80 2,16 1,93 2,61 2,69
P. kulinae 13,68 14,76 15,35 11,89 16,79 15,42 15,27 14,69 15,02 15,29 14,91 15,61 15,43 15,55 16,52 14,27 15,40 12,08 12,89 13,65 6,53 1,77 1,61 2,39 2,64
P. roberti 13,05 14,85 14,12 14,72 15,82 14,08 13,18 13,38 13,46 13,05 12,96 12,73 12,75 12,98 14,53 14,27 14,49 12,72 14,04 15,86 1455 354 190 251 2,06
P. echinothrix 14,35 14,99 12,25 12,41 15,99 14,63 15,38 12,83 13,78 13,38 13,19 13,16 13,93 13,32 14,06 14,31 14,94 11,84 16,04 15,21 13,48 15,03 6,20 2,31 2,34
Myocastor 21,42 21,34 20,66 18,01 24,57 20,59 20,29 16,69 19,27 18,06 17,71 18,86 17,88 18,20 19,32 21,33 21,93 19,90 21,98 19,31 20,62 18,52 19,29 nc 2,67
Thrichomys 18,33 19,62 21,48 20,63 20,30 20,58 20,32 20,78 19,75 19,48 19,32 18,32 19,81 20,29 19,52 20,14 20,88 18,23 20,72 20,31 22,15 15,75 19,66 19,89 nc
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Anexo 6. Distancias genéticas p ndo corrigidas (%) intra e interespecificas de Proechimys, com destaque (em cinza) a P. longicaudatus e subgrupos relacionados (Al, A2 e

Proechimys sp2), calculadas a partir de sequéncias de CitB. Na diagonal, em vermelho, representam divergéncias intraespecificas. nc=o célculo da distancia intraespecifica

ndo calculado. Abaixo da diagonal: valores de distancia interespecifica. Acima da diagonal: erro padréo.

@ .
& = 2 @ 3
o 7 1] @© 7 n X
= 2 _ 3 35 ¢ s 3 3 £ 5 £
s § 5 = 5 £ £ = 5 § £ 5 £ § £ § s
& S 8 © E & 5 % > 3z 5 &£ 35 8 5§ & =
< = = e < < = e - o~ ° = = = = = ® > <
a o o a o o o o < < o o o o o o a = =
P steerei 316 176 187 178 197 181 189 181 187 18 168 163 188 205 1,75 173 1,74 251 231
P. quadruplicatus 1204 350 1,86 188 216 183 207 190 194 199 18 185 200 203 18 197 179 264 264
P. goeldii 1404 1342 389 191 171 166 216 185 190 193 181 160 220 239 18 194 147 257 2,57
Proechimys spl 1145 1238 1305 229 203 1,78 194 175 181 18 159 170 184 167 160 210 169 236 268
P. simonsi 1394 16,71 1341 1484 426 1,66 236 195 192 211 18 170 220 241 199 197 185 286 243
P. brevicauda 1242 1338 1239 11,70 11,94 224 175 163 161 178 154 169 203 214 196 188 187 256 255
P. longicaudatus 1323 1502 1594 1302 1824 11,67 224 165 170 173 160 172 195 230 196 175 194 247 265
Proechimys sp2 12,69 1349 1243 11,17 1458 1050 1075 313 052 063 131 166 191 187 181 176 164 212 263
Al 1258 1323 1226 1098 1370 9,54 1076 260 159 088 137 173 202 192 18 179 173 210 269
A2 1282 1381 1265 1142 1568 11,70 1073 302 424 198 139 172 194 196 192 188 166 229 271
P. cuvieri 13,27 1498 1475 11,68 1539 11,55 1141 988 953 1032 549 159 189 187 179 170 162 233 233
P. guyannensis 1080 12,71 11,97 11,19 1292 11,83 12,33 11,86 11,89 11,82 1258 362 183 202 149 169 143 230 237
P. gardneri 12,68 1462 1588 11,83 16,76 1518 14,09 1422 1458 1378 1501 1384 267 208 171 193 200 273 277
P. pattoni 1455 1396 17,76 1050 1857 14,91 16,85 13,02 1262 1351 1478 1454 1348 141 182 216 195 263 261
P. kulinae 13,20 1437 1499 1164 1639 1528 1509 14,25 1374 1490 1493 1160 1283 13,79 641 178 161 243 2,64
P. roberti 1228 1449 1392 1454 1506 13,62 1242 1261 1201 1335 1313 1266 1348 1577 1426 326 1,80 232 210
P. echinothrix 1426 1456 11,87 1218 1596 14,56 1530 12,75 1290 1256 1356 1147 1601 1500 1328 1451 594 226 2,39
Myocastor 20,80 21,16 20,69 1815 24,05 20,38 19,96 16,09 1501 17,45 1927 1945 21,87 19,88 20,96 18,50 19,17 nc 2,57
Thrichomys 17,80 19,85 20,56 19,68 19,76 20,06 20,07 20,26 20,15 20,39 1894 17,70 20,63 19,77 2173 1524 1919 1934 nc
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Anexo 7. Distancias genéticas p ndo corrigidas (%) intra e interespecificas de Proechimys, com destaque (em cinza) a P. roberti e subgrupos relacionados (A, B, C e D),

calculadas a partir de sequéncias de CitB. Na diagonal, em vermelho, representam divergéncias intraespecificas. nc=o calculo da distancia intraespecifica ndo calculado.

Abaixo da diagonal: valores de distancia interespecifica. Acima da diagonal: erro padréo.

.% ?u::'. 5 o % é é

s =] = é)‘ z g _r_% é = £ & E & = g S £

d & o & o Z2Fe £ & 2 2 & dd <« o o o & = F
P. steerei 320 1,70 19 1,78 200 180 186 18 1,79 162 182 215 1,76 1,75 179 191 185 231 187 269 236
P. quadruplicatus 11,83 302 189 186 218 183 213 184 185 178 200 208 181 1,9 197 207 207 274 1,77 267 264
P. goeldii 14,06 13,40 408 191 181 178 231 185 185 157 232 237 192 199 215 210 198 235 154 268 2,77
Proechimys spl. 11,71 12,23 1336 240 212 183 211 182 168 164 1,78 1,79 160 200 207 214 206 269 177 253 281
P. simonsi 14,44 16,78 13,22 15,08 4,28 1,60 225 190 193 1,78 228 245 201 19 200 206 19 273 197 289 251
P. brevicauda 12,51 13,07 12,76 12,41 11,84 240 1,72 155 160 162 217 219 198 186 189 210 201 220 196 267 259
P. longicaudatus 12,81 14,57 17,04 13,67 17,81 1197 211 161 167 1,80 207 242 203 188 19 197 189 249 201 280 275
Proechimys sp2 12,55 12,95 13,07 12,06 14,33 11,07 10,90 3,18 148 1,73 207 200 19 178 192 199 185 213 1,71 227 254
P. cuvieri 13,64 14,92 15,03 12,14 15,69 12,11 11,84 10,53 556 1,57 202 202 183 163 1,75 1,78 1,70 208 168 251 241
P. guyannensis 11,35 12,93 11,72 10,88 13,51 11,69 12,33 11,87 12,36 3,53 198 203 1,47 165 1,77 187 180 190 151 257 248
P. gardneri 12,55 14,17 16,36 12,50 16,63 15,77 14,16 14,60 15,68 13,83 264 198 1,76 206 207 217 209 311 214 282 2,76
P. pattoni 14,96 13,89 18,33 11,05 19,00 15,81 17,74 14,01 1541 14,36 14,20 1,48 1,87 219 226 251 224 280 209 274 2775
P. kulinae 13,34 14,12 15,35 11,79 16,51 15,65 15,55 14,69 15,34 11,47 13,01 1406 6,60 1,80 1,83 198 180 259 162 25 2,72
P. roberti 12,37 14,57 14,49 14,97 15,10 14,08 13,23 13,31 13,36 12,41 13,91 16,25 14,56 3,29 046 065 056 125 190 252 2,26
A 11,86 13,65 15,13 14,43 15,02 13,41 13,16 13,61 13,36 12,55 13,07 1545 1392 253 094 086 080 1,49 199 267 2,33
B 12,53 14,50 14,22 15,28 14,90 15,66 13,02 13,47 13,27 12,72 13,90 17,80 14,81 3,12 331 029 067 157 210 2,74 251
C 11,75 14,29 13,20 14,54 14,11 14,55 12,10 12,49 12,65 12,09 13,18 1597 13,33 2,71 293 185 068 153 191 266 237
D 15,17 18,42 15,25 17,41 17,51 14,33 15,71 13,70 14,80 12,22 18,24 18,64 1898 6,15 694 7,22 7,10 122 239 259 2,559
P. echinothrix 14,48 14,26 12,35 12,75 16,08 15,09 15,72 13,12 14,15 11,64 16,33 15,73 13,75 15,13 15,17 15,72 14,18 16,45 6,09 252 2,51
Myocastor 20,80 21,43 21,47 18,37 24,13 20,83 20,91 16,56 19,40 19,15 22,32 20,19 21,27 18,93 19,52 19,45 18,82 16,93 19,71 nc 2,60
Thrichomys 17,62 19,83 21,29 19,94 19,76 20,07 20,16 20,07 19,19 18,02 20,34 20,03 22,33 15,58 15,28 16,53 15,40 16,76 19,58 20,03 nc
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Anexo 8. Distancias genéticas p ndo corrigidas (%) intra e interespecificas de Proechimys, com destaque (em cinza) a P. guyannensis e subgrupos relacionados (A, Al, A2, B

e C), calculadas a partir de sequéncias de CitB. Na diagonal, em vermelho, representam divergéncias intraespecificas. nc=o calculo da distancia intraespecifica ndo calculado.

Abaixo da diagonal: valores de distancia interespecifica. Acima da diagonal: erro padréo.

g . CI= w

2 2 g S 9 2 £ o

'S g- = é B § § é = g .0:3 'S & = % é E

i < = e e = — e © = — o = = = = @ > =

o o o o o o o o o o < < < oM (@) o o o o o = =

P. steerei 321 168 190 176 181 167 187 1,73 173 160 157 165 160 166 191 181 209 1,78 1,72 183 2,68 2,33
P. quadruplicatus 12,50 3,12 1,84 187 218 1,79 204 18 182 189 19 204 191 198 207 197 193 182 192 175 269 244
P. goeldii 1460 13,69 4,14 192 176 1,77 227 187 192 165 1,79 182 188 182 1,74 219 238 193 190 159 275 259
Proechimys sp. 11,85 1253 13,51 2,35 2,02 184 202 1,77 1,71 167 1,70 1,79 168 184 184 185 1,71 166 213 168 251 2,67
P. simonsi 14,23 17,40 13,74 15,14 430 155 231 190 188 1,74 185 188 192 190 182 213 237 190 192 190 293 249
P. brevicauda 12,35 13,58 13,37 12,58 11,73 245 1,79 15 162 161 1,70 1,79 1,70 1,71 183 2,11 2,13 196 188 189 260 241
P. longicaudatus 13,27 15,01 17,70 14,52 18,25 12,36 2,49 164 158 181 1,89 197 189 196 197 201 240 192 183 202 265 249
Proechimys CIT 12,51 13,62 13,62 12,22 14,28 11,10 1147 334 1,41 166 1,73 1,77 1,75 180 187 19 197 188 181 162 228 246
P. cuvieri 13,56 15,36 15,58 12,30 15,59 12,05 12,29 10,64 570 161 169 1,75 169 1,74 180 197 192 182 175 165 237 236
P. guyannensis 11,40 13,49 11,99 11,11 13,53 11,78 12,77 12,02 1251 3,73 059 060 0,70 050 081 19 198 157 1,71 155 250 2,35
A 10,31 13,03 11,98 10,30 13,81 11,55 12,34 11,39 12,11 331 165 037 051 066 1,17 197 205 161 1,72 157 258 240
Al 10,25 13,45 11,90 10,69 13,43 11,57 12,48 11,27 12,10 3,11 125 058 0,78 0,72 1,19 19 215 160 1,73 156 264 244
A2 10,42 12,33 12,12 9,65 14,43 11,53 12,10 1159 12,11 366 1,75 257 058 082 126 2,13 200 1,70 182 167 259 245
B 10,61 13,10 12,21 10,95 13,83 11,18 12,51 11,75 12,23 2,75 245 223 281 038 1,16 203 2,15 161 1,73 164 251 238
C 13,04 14,28 11,63 11,98 12,85 12,92 13,17 12,89 13,18 424 549 531 580 522 1,13 205 2,13 1,72 201 1,78 2,78 2,60
P. gardneri 12,62 14,43 17,19 12,92 16,67 15,65 14,36 14,79 15,64 14,14 13,86 13,23 1491 1408 14,41 259 2,09 1,75 196 19 2,79 2,62
P. pattoni 15,39 13,79 18,80 11,15 19,37 16,05 18,30 14,48 15,63 14,91 14,71 15,13 14,00 1543 14,72 1425 145 180 2,13 194 2,67 2,58
P. kulinae 13,81 14,15 15,82 12,24 16,94 15,94 15,82 15,23 15,64 11,94 11,61 11,30 12,13 11,42 12,24 13,10 14,11 6,81 1,77 1,65 2,49 2,63
P. roberti 12,90 14,70 14,67 15,28 15,60 14,54 13,67 13,85 13,80 12,82 12,04 11,66 12,67 11,87 14,05 14,33 16,47 14,80 3,61 1,90 2,49 2,06
P. echinothrix 14,66 14,50 12,66 12,92 16,24 15,24 16,08 13,38 14,33 11,87 11,15 10,70 11,91 11,21 12,93 16,50 15,90 13,99 15,39 6,39 241 2,34
Myocastor 21,54 21,09 21,47 18,73 24,83 21,41 21,16 17,34 19,91 19,62 19,30 19,52 18,93 18,27 21,13 22,61 20,12 21,14 18,91 19,87 nc 2,67
Thrichomys 18,34 19,89 21,65 20,65 20,45 20,61 20,37 20,82 19,74 18,55 18,00 17,92 18,13 17,44 20,04 20,61 20,33 22,36 15,82 19,89 19,92 nc
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Anexo 9. Distancias genéticas p ndo corrigidas (%) intra e interespecificas de Proechimys, com destaque (em cinza) a P. steerei e subgrupos relacionados (A, Al, A2 e B),

calculadas a partir de sequéncias de CitB. Na diagonal, em vermelho, representam divergéncias intraespecificas. nc=o calculo da distancia intraespecifica nao calculado.

Abaixo da diagonal: valores de distancia interespecifica. Acima da diagonal: erro padréo.
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a < < < m a a a a a a o a a a a a a a S E
P. steerei 3,20 041 041 065 1,16 1,78 188 166 1,76 169 1,72 164 164 148 182 210 168 1,73 1,71 2,60 2,34
A 274 227 039 065 128 183 192 169 180 1,72 174 168 166 152 186 215 1,72 1,76 1,74 2,62 2,37
Al 232 179 036 08 135 200 197 179 188 1,74 186 1,74 1,72 161 191 219 186 187 1,79 2,69 247
A2 349 302 355 083 144 193 208 188 1,74 186 184 1,74 1,76 157 195 229 187 187 190 2,79 247
B 6,56 7,19 687 750 141 1,74 197 192 188 1,77 197 176 199 171 197 210 1,74 201 1,83 280 251
P. quadruplicatus 12,88 12,98 13,61 13,34 11,99 347 193 187 224 183 192 185 194 179 202 200 191 198 187 2,71 235
P. goeldii 14,80 14,75 14,87 14,70 15,19 1437 4,15 1,799 183 169 205 1,73 1,79 160 219 229 182 189 152 254 2,67
Proechimys spl. 11,77 11,62 12,02 12,17 13,07 12,97 12,74 2,27 2,08 166 191 172 160 1,75 1,78 159 161 197 166 2,38 2,79
P. simonsi 13,88 13,82 14,09 12,96 14,39 17,67 14,18 15,11 433 160 2,17 1,79 1,79 166 210 241 19 198 187 286 245
P. brevicauda 12,23 12,24 11,90 12,93 12,20 13,91 12,63 12,14 11,77 236 166 1,47 148 166 197 197 183 182 180 258 261
P. longicaudatus 13,15 13,07 13,21 13,20 13,82 15,35 16,71 13,97 18,12 11,94 2,41 157 1,47 1,77 193 230 1,78 169 1,86 252 2,60
Proechimys sp2 12,40 12,39 12,11 12,59 12,48 14,04 12,83 11,76 14,27 10,71 11,04 322 134 167 191 18 1,78 1,70 1,65 2,21 261
P. cuvieri 13,38 13,12 12,94 13,63 15,68 15,74 14,85 11,97 15,50 11,75 11,97 10,37 567 157 190 190 169 165 165 235 244
P. guyannensis 10,88 10,76 10,94 10,53 11,83 13,25 12,09 11,60 13,20 12,24 13,23 12,45 12,94 351 197 208 153 162 150 249 232
P. gardneri 12,72 12,70 12,40 13,06 12,92 14,90 16,67 12,11 16,77 14,79 13,53 13,95 14,87 13,93 253 2,02 1,75 187 195 286 2,59
P. pattoni 15,48 15,57 15,18 16,47 14,75 14,55 18,16 10,41 19,56 15,12 17,20 13,56 14,81 15,04 13,75 1,40 1,82 2,03 1,93 257 255
P. kulinae 13,87 13,89 14,33 14,67 13,69 15,04 15,64 11,77 17,10 15,32 15,19 14,61 14,94 11,96 12,89 1391 6,65 1,71 1,53 2,39 2,59
P. roberti 13,18 13,02 13,15 13,22 14,64 15,06 14,33 14,65 16,05 13,99 13,09 13,29 13,37 12,62 14,02 16,10 14,76 351 181 2,38 2,14
P. echinothrix 14,24 14,18 14,06 14,87 14,80 14,88 12,10 12,62 15,91 14,87 15,66 13,06 14,02 12,05 15,71 15,10 13,35 14,94 6,28 2,34 2,36
Myocastor 21,14 21,00 20,56 21,98 22,30 21,00 20,32 18,01 24,29 20,62 20,33 16,67 19,29 19,95 21,68 18,95 20,28 18,21 19,31 nc 2,68
Thrichomys 18,02 17,94 18,03 18,12 18,69 19,27 21,15 20,68 19,96 20,61 20,37 20,85 19,78 18,24 20,40 19,97 21,82 15,40 19,69 20,28 nc
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Conclusao

O presente estudo pretendeu investigar dois géneros muito complexos de
roedores, que mostravam sinais de alta diversidade interespecifica, grande nimero de
cariétipos descritos sem associagdo de nomes especificos, baixa diversidade
morfolégica, com muita sobreposicdo de caracteres ou até mesmo auséncia de
caracteres diagnosticos, além de incertezas sobre localidades tipo, distribuicdo
geografica e limites das espécies. O uso do cariétipo como ferramenta que auxiliaria na
compreensdo da diversidade genética, morfolégica e molecular mostrou-se altamente
eficiente, por evidenciar, em linhas gerais, cariétipos distintos, sem compartilhamento
de caridtipos idénticos entre duas espécies. Por outro lado, obter dados além das
coloragbes comuns dos cromossomos € um desafio nesse grupo, que apresenta
cromossomos altamente compactados ap0s técnicas corriqueiras de preparacoes
citogenéticas in vivo. Alia-se o fato de que poucos exemplares desses grupos sdo
cariotipados e menos ainda estdo disponiveis para analise simultdnea do cariétipo e das
sequéncias de DNA. A compilacdo de todos os dados citogenéticos disponiveis na
literatura foi massiva e altamente produtiva.

Os genes citocromo B e Vwf mostraram-se eficientes em resgatar a historia
filogenética das espécies e subespécies no grupo, embora as relacdes basais de alguns
taxons ndo foram esclarecidas. O monofiletismo dos clados foi recuperado com alto
sucesso, indicando a existéncia de possiveis taxons escondidos. Aliados aos dados
cariotipicos, algumas novidades puderam ser apresentadas.

Em Trinomys, os cariétipos de T. paratus e T. s. denigratus foram descritos pela
primeira vez no presente estudo. A reconstrucdo filogenética dos dados concatenados
recuperou dez linhagens evolutivas com alto suporte, cada qual associada as espécies de
Trinomys. Os caridtipos associados a cada clado sdo distintos entre si, ndo havendo
compartilhamento de formas cariotipicas entre as espécies. As evidéncias citogenéticas,
aliadas aos baixos valores de divergéncia genética, ndo ddo suporte a divisao entre T. g.
gratiosus e T. g. bonafidei, bem como entre T. a. minor e T. a. albispinus. Entretanto,
confirmam trés subespécies para T. setosus: T. s. setosus, T. s. elegans e T. s.
denigratus, recuperando o status de denigratus como subespécie valida. Nossos
resultados reforcam a importancia dos dados cariotipicos na caracterizacdo das espécies
de Trinomys e mostram que os cariotipos sdo espécie-especificos.

Para 0 género Proechimys, por outro lado, mais complexo que Trinomys,
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algumas questdes puderam ser investigadas e esclarecidas, porém levantou outras
questBes ainda a serem investigadas. Com a andlise citogenética e molecular de
individuos com 2n=15 e 17, os menores valores de 2n e FN para o género, a ddvida em
relacdo ao mecanismo responsavel pela variacéo do cariétipo, que varia de 2n=14 a 17,
assim como a identidade do taxon e seus relacionamentos dentro do género puderam ser
esclarecidas. Das duas propostas na literatura que explicavam essa varia¢cdo do nimero
dipldide. concluiu-se que ndo ha evidéncias para a ocorréncia de sistema multiplo do
tipo XX/XY1Y,, com 2n=17 ocorrendo somente em machos e 2n=16 em fémeas
pertencentes ao grupo longicaudatus, e 2n=14 e 2n=15 pertencentes a outro taxon, mas
que o mecanismo de fissdo/fusdo € o mais provavel para explicar a origem do
polimorfismo, uma vez que foi constatado que as formas 2n=15 e 17 pertencem ao
mesmo taxon, com 2,26% de divergéncia geneética, no grupo goeldii. Ainda, confirmou-
se pelo citétipo bem distinto dos demais do grupo e alta taxa de divergéncia das demais
espécies desse clado, que se trata de um taxon distinto das demais espécies validas.

O levantamento de todos os dados cariotipicos do grupo mostrou quem cerca de
1125 exempalres ja foram cariotipados em Proechimys, mostrando um alta diversidade
cariotipica, com mais de 39 cariotipos, sendo muitos reinterpretados.

Identificamos um taxon novo associado ao grupo cuvieri com 2n=28/FN=48,
ficando P. cuvieri relacionado ao cariotipo 2n=28/FN=46. No grupo longicaudatus, P.
longicaudatus foi associado a 2n=28/FN=50, e um novo taxon deve estar associado ao
cariotipo 2n=28/FN=48,50, distinto do anterior pela morfologia e tamanho dos
cromossomos. P. roberti foi associado ao cariotipo 2n=30/FN=56, havendo uma
variante cariotipica associada a um taxon novo no grupo. O grupo de espécies P.
guyannensis € bastante complexo, sendo o cariotipo 2n=46/FN=50 associado a P.
guyannensis, € uma série de variantes ainda a se investigar.

Quando os demais dados de cariétipos disponiveis na literatura foram associados
a filogenia molecular gerada no presente estudo, foi possivel observar a complexidade
desse género. Trabalhando de maneira integrativa com cariétipo, sequéncias de DNA, e
a localizacdo geografica dos exemplares sequenciados e cariotipados foram observadas
evidéncias de potenciais novas espécies, confirmando sugestfes anteriores de que a
diversidade de espécies em Proechimys esta escondida.

O presente estudo apresentou dados inéditos na literatura, com uma abordagem
inovadora de se associar caridtipos e filogenias moleculares, visando auxiliar na

delimitagao dos tdxons no grupo. Os dados citogenéticos mostraram que sdo marcadores
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essenciais na distincdo de unidades taxondmicas nesses dois géneros, que mostraram
baixa variabilidade cariotipica intraespecifica e alta variabilidade interespecifica.
Entretanto, € essencial a continuidade desses estudos, adicionando individuos, que
tenham sido investigados simultaneamente pelo cari6tipo, pela morfologia e
sequenciamento de DNA, além de associar os dados de distribuicdo geografica,
constituindo uma analise integrativa que permitira o esclarecimento gradual dos
processos evolutivos que envolvem um grupo tdo complexo de roedores que habitam
uma area geografica complexa, recortada por rios, montanhas e biomas tdo distintos.

Por enquanto, deixamos exposta a ponta do iceberg.
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