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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Arina Pacheco Magalhdes Lopes

Makalata € um género de roedor arboricola encontrado predominantemnete na
floresta Amazonica, atualmente com duas espécies reconhecidas (Makalata didelphoides e
M. macrura). Devido a dificuldade de coleta, hd poucos estudos a respeito deste género.
Existem publicados dois complementos cromossémicos atribuidos a M. didelphoides e
nenhum para M. macrura. Existem vérios estudos filogenéticos com Makalata mas apenas
dois focando no género especificamente. No presente estudo foram realizadas analises
citogenéticas e filogenéticas com quatro marcadores moleculares, citocromo b, citocromo
oxidase subunidade |, éxon 28 do fator de Von Willebrand e o intron 7 do Beta-fibrinogénio.
As andlises mostraram quatro diferentes linhagens evolutivas dentro do género Makalata:
(1) M. macrura do Brasil e Peru, com estruturacao geografica, (2) M. aff. macrura das ilhas
do rio Negro, (3) M. aff. didelphoides do interflGvio entre o rio Branco e o rio Negro e, (4) M.
didelphoides dividida em linhagem a esquerda do rio Branco, linhagem do escudo das
Guianas, linhagem da Amazodnia Paraense e do cerrado do Tocantins, e linhagem da
Bolivia. O intron 7 do Beta-fibrinogénio apresentou politomia para os dados analisados.
Foram descritos dois novos cariétipos um atribuido a M. aff. macrura, outro a M. aff.
didelphoides e dois novos caribtipos para M. didelphoides. Os padrdes filogeograficos
encontrados sugerem que alguns rios da bacia amazbnica e o escudo das Guianas
possuem importancia na distribuicdo das linhagens de Makalata e que podem estar
funcionando como barreiras geograficas. Os dados filogenéticos e citogenéticos sao
congruentes e indicam a presenca de pelo menos quatro linhagens evolutivas distintas além

das linhagens ja conhecidas, e que necessitam ser descritas.

Palavras chave: gene mitocondriais e nucleares, cariotipo, rato de espinho arboricola

do fucinho vermelho
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN BIODIVERSIDADE E SAUDE

Arina Pacheco Magalhdes Lopes

Makalata is an arboreal rodent genus predominantly found in the Amazon forest,
currently two recognized species (Makalata didelphoides and M. macrura). Due of the
difficulty of collecting these specimens, there are few studies of this kind. In the literature
there are two karyotipes attributed to M. didelphoides and neither for M. macrura. There are
a lot of phylogenetics studies with Makalata, nevertheless there are only two studies about
the genus especifically. In this study were performed cytogenetic and phylogenetic analyzes
with four molecular markers, cytochrome b, cytochrome oxidase subunit I, exon 28 of the von
Willebrand factor and intron 7 Beta-fibrinogen. These analyzes showed different evolutionary
lineages within the genus Makalata: (1) M. macrura in Brazil and Peru, with geographic
structure, (2) M. aff. macrura in the islands of the Rio Negro, (3) M. aff. didelphoides in the
interfluve between the Branco River and the Negro River, and (4) M. didelphoides divided in
lineage to the left of the Branco River, lineage of the Guianas Shield, lineagen the Amazon of
Para and cerrado of Tocantins, and lineage of Bolivia. The intron 7 of Beta-Fibrinogen
polytomy presented to the analyzed data. Were we described two new karyotypes assigned
to one for M. aff. macrura, another M. aff. didelphoides and two new karyotypes of M.
didelphoides. The found phylogeographic patterns suggest that some rivers of the Amazon
basin and the Guianas shield have importance in the distribution of Makalata lineages and
can be functioning as geographic barriers. The phylogenetic and cytogenetic data are
consistent and indicate the presence of at least four distinct evolutionary lineage addition to

already known strains, and need be described.

Keywords: mitocnondriais and nuclear genes, karyotype, red nosed rat
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1 INTRODUCAO

A ordem Rodentia é a radiacdo que obteve o melhor sucesso adaptativo
dentre os mamiferos, presente em todos os continentes e representando cerca de
40% da diversidade dos mamiferos viventes (Musser & Carleton, 2005; Upham &
Patterson, 2012). Dividida em cinco subordens e aproximadamente 34 familias,
apresenta ampla diversidade ecolédgica, morfoldgica e taxonémica (Wilson & Reeder,
2005). Devido a essa grande diversidade, os roedores sdo bons representantes para
estudos biogeogréficos, ecoldgicos e evolutivos (Huchon, 1999).

A familia Echimyidae é uma das mais antigas da América do Sul, com
registros fosseis que datam entre o médio Eoceno e o Oligoceno, um dos mais
antigos para roedores (Emmons et al., 2015). E a familia mais abundante em
espécies (91 espécies viventes) e com a maior diversidade ecolégica (Upham &
Patterson, 2015). Essa familia possui géneros de habitos terrestres como
Proechimys e Thrichomys, arboricolas como Echimys, Makalata e Isothrix, semi-
fossoriais como Clyomys, e semi-aquatico como Myocastor (Lara et al.,, 1996;
Upham et al., 2013; Upham & Patterson, 2015). Encontrados desde a América
Central até a Argentina, sdo conhecidos como ratos de espinho por apresentarem
pelos aristiformes, flexiveis e achatados (Lara et al., 1996; Emmons, 2005; Galewski
et al., 2005; Upham et al., 2013). Os equimideos de habito arboricola sédo pouco
representados nas colecdes dos museus, devido a amostragem inadequada do
dossel ou por serem realmente escassos na natureza (Patton et al., 2000; Bonvicino
et al., 2003), portanto, os limites genéricos e as relagdes entre estes roedores ainda
sdo poucos estudados (Patton et al., 2000). A familia Echimyidae é composta por
quatro subfamilias: Echimyinae, Eumysopinae, Dactylomyinae e Myocastorinae
(Lara et al., 1996; Galewski et al., 2005; Upham & Patterson, 2012; Upham et al.,
2013; Emmons et al., 2015). A subfamilia Echimyinae possui representantes
exclusivamente arboricolas e com pelos aristiformes, patas curtas e cauda longa
(maior que o comprimento do corpo), com atualmente nove géneros, Callistomys,
Diplomys, Echimys, Isothrix, Makalata, Pattonomys, Phyllomys, Santamartomys e
Toromys (Emmons, 2005; lack-Ximenes et al., 2005a, Emmons et al., 2015).

Em 1809, Cuvier descreveu o primeiro género de equimideo (Echimys) para
alocar o ja descrito Myoxus chrysurus Zimmermann 1780, cuja nova combinacdo
passou a ser Echimys chrysurus. Atribuindo a autoria a Geoffroy St.-Hilaire,

Desmarest em 1817 descreveu seis novas espécimes alocadas ao género Echimys:
1



E. hispidus, E. spinosus, E. cayennensis, E. setosus, E. dactylinus, e E. didelphoides
(Emmons et al., 2015). Nos anos de 1838 e 1840 Isidore Geoffroy St.- Hilaire dividiu
0 género Echimys em trés géneros: Dactylomys, Echimys e Nelomys, dentro deste
altimo o autor colocou, Nelomys cristatus, N. paleaceus, N. semivillosus, N. blainvillii,
N. armatus, N. didelphoides (Emmons et al., 2002, 2015). Nos mesmos trabalhos,
St.-Hilaire prop6s a divisdo da familia Echimyidae em trés subfamilias Echimyinae,
Dactylomyinae e Eumysopinae, esta classificacdo continua sendo utilizada nos dias
de hoje, com apenas o acréscimo da subfamilia Myocastorinae (Lara et al., 1996,
Leite & Patton, 2002; Galewski et al., 2005; Upham & Patterson, 2012; Upham et al.,
2013; Emmons et al., 2015).

1.1. Género Makalata

O género Makalata foi criado por Husson em 1978 para alocar os espécimes
de Nelomys armatus Lichtenstein, 1830 que passaram a combinacdo de Makalata
armata. O holétipo de Echimys didelphoides Desmarest, 1817 € um individuo jovem
de Makalata armata (Emmons, 1993), como a descricdo de M. armata data de 1838,
sendo posterior a descricdo de Echimys didelphoides em 1817, o nome valido
passou a ser Makalata didelphoides, sendo Makalata armata considerada um
sinbnimo junior. Makalata € o género mais complexo da subfamilia Echimyinae,
atualmente com apenas trés espécies reconhecidas, Makalata macrura Wagner,
1842, Makalata didelphoides Desmarest, 1817 e Makalata obscura Wagner, 1840
(Emmons & Patton, 2015).

Makalata didelphoides Desmarest, 1817 coloragao variando entre ferrugineo e
amarelado com tracos pretos, parte mais posterior do corpo e comec¢o da cauda e
focinho em notalidades bem alaranjadas. Cauda menor que o comprimento do corpo
com pélo apenas na base. Ventre amarelo esbranquicado, patas curtas e largas de
coloracdo avermelhada. Possuem habito noturno, solitario e arboricola, alimenta-se
de frutos, sementes verdes e alguns tipos de folhas, sendo mais comum em florestas
de varzea (Emmons & Patton, 2015). A espécie ocorre do norte da Venezuela,
passando pela Guiana, Guiana Francesa até a Amazonia oriental, principalmente a
leste dos rios Negro e Madeira, nos estados do Maranh&o e Ceard, e no nordeste da
Bolivia (Figura 1, Emmons & Patton, 2015). Em sua descrigdo Desmarest aponta a
localidade tipo de M. didelphoides como sendo América do Sul, sem maiores

especificacoes.



Makalata macrura Wagner, 1842 muito semelhante a M. didelphoides, mas
com ventre marron acinzentado (Emmons & Patton, 2015). Também possui parte
mais posterior do corpo e focinho alaranjados. Geralmente encontrada em planicie
sazonal inundada, mata de varzea ou igapé (Hice & Velazco, 2012), tendo como
localidade tipo Borba, na foz do rio Madeira no Amazénas. A espécie ocorre do
oeste da bacia Amazobnica (margem esquerda do rio Negro até proximo ao rio
Madeira), incluindo Venezuela e o sudeste da Coldombia, leste do Equador e norte e
centro do Peru (Emmons & Patton, 2015; Figural).

Makalata obscura Wagner, 1840 esta espécie foi descrita a partir de dois
espécimes coletados por Spix no Brasil, a descricdo ndo € precisa, caracterizando o
espécime como de corpo robusto, patas curtas e cauda grossa, pelagem escura com
tonalidades de amarelo e ventre amarelo (Emmons & Patton, 2015). Emmons (2005)
apos analises morfologicas infere que esta espécie é muito parecida com M.

didelphoides e talvez seja apenas uma variacéo desta.
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Figura 1. Mapa com a distribuicdo das espécies de Makalata, segundo Emmons & Patton (2015). Em
vermelho a distribuicdo de M. macrura e em verde a distribuicdo de M. didelphoides. Os circulos
representam as localidades dos espécimes ja cariétipados para o género (1-Balbina, AM; Lima et al.,
1998 e 2-Samuel, RO; Leal-Mesquita, 1991) e a estrela representa a localidade tipo de M. macrura
(Borba, AM).




1.2. Estudos cariolégicos e filogenéticos

As analises cariologicas em vertebrados auxiliam a tragar a historia evolutiva
de um ou véarios cromossomos, podendo estabelecer relacdes de parentesco,
principalmente quando analisados junto com sequéncias de DNA (Kasahara, 2009).
Os rearranjos cromossOmicos sao eventos relativamente raros, com taxa minima de
homoplasia, o que torna a citogenética uma ferramenta importante para estudos
sistematicos (Nagamachi et al., 2015).

Para os roedores, grupo com alta similaridade morfoldgica entre as espécies,
onde variagBes ambientais influem na variacdo fenotipica (Dobigny et al., 2002), a
analise cariotipica tem se mostrado util para decisdes taxondmicas. Um exemplo na
familia Echimyidae é o género Proechimys Allen, 1899, que possui muitas espécies
cripticas (morfologicamente similares) e numero diploide variando de 14 a 62 de
acordo com a espécie (Ribeiro, 2006; Eler et al., 2012).

Devido a dificuldade em se coletar espécimes de Makalata, os trabalhos
citogenéticos com representantes deste género sdo raros, existindo apenas dois
complementos cromossdmicos ja publicados até o momento. O cariotipo de um
espécime do rio Jamari em Rondénia, identificado como M. armata mostrou 2n=70 e
NF=120 (Leal Mesquita, 1991), e outro de um espécime identificado como M.
didelphoides da Hidrelética de Balbina, rio Uatuma, estado do Amazbnas, que
mostrou 2n=66 e NF=106 (Lima et al., 1998). At¢é o momento, nenhum individuo
identificado como M. macrura foi cariotipado.

Andlises filogenéticas sdo amplamente utilizadas em estudos taxonémicos e
filogeogréficos para avaliar areas mais diversas, endémicas, oferecendo meios de
testar hipoteses de diversificagcdo (da Silva & Patton, 1998). Muitos estudos
filogenéticos com a familia Echimyidae utilizaram sequéncias de Makalata no
conjunto de dados (da Silva & Patton, 1993; Lara et al., 1996; Da Silva & Patton,
1998; Galewski et al., 2005; Upham & Patterson, 2012; Upham et al., 2013). No
entanto, existem poucos estudos com a variacdo dentro do género, com excec¢ao do
amplo estudo sobre mamiferos do rio Jurud (Patton et al., 2000) onde as relacdes
intragenéricas de Makalata e sua distribuicdo ao longo deste rio foram abordadas.
Outro estudo, focado no género Isothrix, utilizou dentre outros Echimyidae, 17
sequéncias de Makalata, apresentando algumas consideracdes sobre este género
(Patterson & Velazco, 2008).



1.3. Estudos biogeograficos

Existem trés hipdteses que surgiram na tentativa de explicar a alta
diversificacdo de espécies observadas nas planiceis da bacia Amazébnica, sédo elas
(1) hipdtese de refugio (Vanzolini & Williams,1970; Prance 1982), (2) hipdtese de
gradiente ecologico (Endler, 1977,1982) e (3) hipotese de rios como barreira. Esta
altima, criada por Alfred Russell Wallace em 1854, quando observando a
abundancia e as relacbes entre as espécies de primatas ao longo do rio Amazonas,
sugeriu que os grandes rios amazoénicos (como os rios Negro, Madeira e Amazonas)
representariam uma barreira para o fluxo génico, promovendo a divergéncia genética
entre as popula¢gdes de cada margem. Esta hipétese tem como pressuposto a ideia
de que a populacao inicial teria sido dividida pelo rio, interrompendo o fluxo génico
entre as populacdes atuais, ficando efetivamente separadas (Gascon et al., 2000;
Nascimento et al., 2013; Leite & Rogers, 2013). Esta hipétese gerou muitos estudos
que visam testar os padrbes de diferenciacdo das espécies entre as populacdes de
cada margem dos rios (Gascon et al.,, 2000). Estudos sobre a fauna e a extenséo
desta pelos biomas ajudam a entender como as espécies se diferenciaram, a
existéncia de endemismos e a complexidade da diversidade biologica (Nascimento
et al., 2013; Leite & Rogers, 2013).

Para muitas espécies de vertebrados, os rios funcionam como barreira
geografica, separando e impedindo o fluxo génico entre as populac¢des, provocando
diversificacao e especiacado. Estudos com anfibios e aves tem suportado a hipotese
de que os rios amazbnicos funcionam como importante barreira geografica,
separando as espécies (Aleixo, 2006; Chevirona et al., 2005; Funk et al., 2007).
Estudos com pequenos mamiferos também mostram que os rios tem interferéncia no
fluxo genéticos de algumas espécies (Patton et al., 1994; Da Silva & Patton, 1998;
Nascimento et al., 2011). Entre esses estudos, destacamos estudos que apontam o
rio Negro como barreira para o fluxo génico entre espécies de primatas e roedores
(Da Silva & Patton, 1998; Bonvicino et al., 2003; Bonvicino & Weksler,2012; Leite &
Rogers, 2013). Aqui, a hipotese dos rios como barreiras foi testada com amostras de

Makalata.



2. Objetivos

Analisar as relacdes filogenéticas, a variacdo cariotipica e o padrao de
distribuicdo dos espécimes de Makalata, com foco nos individuos coletados na
Amazoénia brasileira nos municipios de Barcelos, Santa Isabel do Rio Negro no
estado do Amazonas e Caracarai no estado de Roraima, e no Cerrado do Brasil
central no municipio de Séao Valério da Natividade no estado de Tocantins. Foram
utilizados dados cariotipicos e sequéncias de marcadores mitocondriais e nucleares.
Especificamente pretende-se:

1) Descrever e analisar a variagdo cariotipica em amostras disponiveis para este
estudo;

2) Avaliar as relacdes filogenéticas dos espécimes utilizando sequéncias de DNA
dos genes mitocondriais citocromo b e citocromo oxidase subunidade I, e do
marcadores nucleares, éxon 28 do fator de Von Willebrand e intron 7 do Beta-
fibrinogénio;

3) Analisar, a partir dos padrdes filogeograficos dos espécimes estudados, a

presenca de possiveis barreiras geograficas



3. Material e métodos

3.1. Amostras

As amostras analisadas neste estudo consistem em células em suspensao e
tecido hepatico, coletadas previamente, totalizando 20 espécimes de Makalata.
Destas, 19 sdo da Amazonia, sendo 13 de Barcelos e Santa Isabel do Rio Negro, no
estado do Amazonas (Figura 2, localidades 1 a 9), seis de Caracarai no estado de
Roraima (Figura 2, localidades 15 a 17), e um da regido de Cerrado no sul do estado
de Tocantins (Figura 2, localidade 20). Encontram-se depositados no Laboratério de
Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatorios, |IOC, Fiocruz, Brasil.
No mapa da Figura 2 estdo plotadas as localidades dos espécimes utilizados nas
analises moleculares, localidades de 1 a 20 sdo de sequéncias obtidas neste

trabalho, as demais localidades sao de sequéncias obtidas no GenBank.
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Figura 2. Mapa com as localidades dos espécimes utilizados nas analises moleculares, destacando
os rios proximos. Brasil : Amazonas , e Barcelos (1-7) ilhas proximas a margem direita (m.d.) do rio
Negro, (8) rio Aracd, igarapé do Bigorna; (9) Santa Isabel do Rio Negro, rio Preto; margem esquerda
(m.e.) do rio Jurud (10) Distrito de Fonte Boa, Colocacdo Vira-Volta, (11) Altamira, (12) Nova
Empresa, (13) Miranda, m.d do Jurud, (14) Beruri, m.d. Rio Purus. Roraima, Caracarai (15) PARNA
Virua, m.d.rio Branco, (16) m.e. Rio Branco, foz do rio Anaud, (17) m.e. rio Branco, rio Anaua. Para,
(18) Altamira, m.d. rio Xingu. Tocantins, (19) rio Santa Teresa, m.e. rio Tocantins; (20) S&o Valério
da Natividade, m.d. rio Tocantins. Guiana Francesa : (21) Cayenne. Bolivia : Santa Cruz (22) Flor de
Oro, m.e. rio Iténez-Guaporé. Peru: (23) Huampani, m.e. rio Cenepa. Guiana: Potaro-Siparuni,
reserva lwokrama (25)Kabukalli Landing, (26) rio Burro Burro, (27) rio Siparuni, (28) proximidades do
Essequibo, (29) Alto Takutu-Alto Essequibo, sitio Dadanawa. (30) Venezuela: Pozon, 50Km NE de
Puerto Ayacucho. Quadrado = M. macrura, triangulos = M. aff. macrura, circulos= M. didelphoides,
pentagono= M. aff. didelphoides.



Para facilitar a exposicdo e compreensao dos dados, as linhagens que
encontramos diferentes das linhagens ja existentes (M. macrura e M. didelphoides),
nomeamos de M. aff. macrura e M. aff. didelphoides.

Tabela 1. Lista das amostras de Makalata sequenciadas neste trabalho discriminando a
espécie, numero de campo (ID), sexo (S) e localidade de coleta. Os estados do Brasil sdo:
AM=Amazobnia, RR=Roraima, e TO=Tocantins.

Espécie ID S Localidade de coleta
M. aff. didelphoides CRB1793 F AM, Barcelos, rio Araca, lgarapé do Bigorna
M. aff. didelphoides CRB1801 M AM, Barcelos, rio Aracd, lgarapé do Bigorna
M. aff. didelphoides CRB2496 F AM, Santa Isabel do rio Negro, rio Preto
M. aff. didelphoides JAO2273 M RR, Caracarai, Parque Nacional do Virua
M. aff. macrura CRB2466 F AM, Barcelos,rio Negro, llha do Itamaraty
M. aff. macrura CRB2568, CRB2569 F AM, Barcelos,rio Negro, llha
M. aff. macrura CRB2626, CRB2627 M AM, Barcelos, rio Negro, Ilha do Urumari
M. aff. macrura CRB2628 F AM, Barcelos, rio Negro, Ilha do Urumari
M. aff. macrura CRB2832 M AM, Barcelos, rio Negro, Ilha do Tigre
M. aff. macrura CRB2839 M AM, Barcelos, rio Negro, Illha Giriau
M. aff. macrura CRB2840 M AM, Barcelos, rio Negro, Ilha Budari
M. aff. macrura CRB2841 F AM, Barcelos, rio Negro, llha Cururu
M. didelphoides CRB3717 M TO, Séao Valério da Natividade
M. didelphoides JAO2291 F RR, Rio anaud, préximo ao rio Branco
M. didelphoides JAO2295 M RR, Caracarai, rio Anaua
M. didelphoides JAOZ?&%;Z'%%ZZW’ F RR, Caracarai, rio Anaua

3.2. Analises citogenéticas

Todas as células em suspenséo foram obtidas no campo por cultura de curta
duracdo seguindo o protocolo descrito por Andrade e colaboradores (2004). No
laboratorio, as células em suspensao foram lavadas pelo menos duas vezes com
fixador Carnoy (3 volumes metanol, 1 volumes acido acético). Para montagem das
laminas, os tubos contendo a suspenséao celular foram centrifugados por 10 minutos
a 1.500rpm, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido com
pipeta Pasteur. As laminas foram lavadas com detergente neutro, mergulhadas em
Etanol e secas com gase. Para pingar o material cada lamina foi mergulhada em
metanol 70%, deixando escorrer o excesso em papel absorvente e a uma distancia

de aproximadamente 15cm da lamina uma gota da suspenséao celular foi pingada e a



lamina flambada. A qualidade do material (crescimento celular, choque hipotdnico) e
concentracdo das metafases foram verificadas ao microscopio invertido. Aqui 2n

refere-se ao namero dipléide e NF ao nimero fundamental autossémico.

3.2.1. Coloragao convencional e bandeamentos

As laminas com boas metafases foram envelhecidas um dia e coradas
utilizando solucédo de Giemsa 5% diluida em tampéao Fosfato 0,1M (53,7ml NaH2PO4,
46,3ml Na2HPO4, agua deionizada em quantidade suficiente para completar 1000ml)
por 10 minutos. As laminas foram lavadas em agua corrente, secas e analisadas ao
microscopio oOptico com camera digital acoplada. As fotos das metafases foram
capturadas através de um programa de captura e edicdo de imagem (Q-Capture Pro
7) e as melhores foram impressas para montagem dos cariétipos.

O bandeamento GTG foi realizado seguindo o protocolo de Seabrigth (1971)
com modificagcbes. As laminas foram lavadas em agua corrente, utilizando
detergente neutro, colocadas em éter e secas com papel absorvente, pingadas
conforme a técnica descrita acima e foram envelhecidas um dia. No dia sequinte a
tripsina para a digestdo das proteinas, foi preparada na propor¢cdo de 0,050g de
tripsina para 50ml de solucédo salina de Hanks (6,759 Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, 1g NaHCOs, 0,5ml Fungizona, 1ml Penicilina, 50ml Streptomicina). As
laminas foram mergulhadas na solucdo de tripsina por 30 a 45 segundos e
imediatamente lavadas em agua destilada. Ap6s secas foram mergulhadas no
corante por 10 minutos, lavadas em agua corrente, secas e foto-documentadas ao
microscopio.

Para o bandeamento CBG (Heterocromatina Constitutiva) foi seguido o
protocolo de Sumner (1972) com modificagbes. As laminas foram pingadas conforme
descrito acima e envelhecidas por sete dias. Depois foram tratadas em solucao de
2xSSC (17,53g NaCl, 8,82g Citrato de Na, 900ml de agua deionizada) em banho
Maria a 60C por 15 minutos, lavadas em agua corren te e mergulhadas em solucéo
de &cido cloridrico (HCL) na concentracdo de 0,2N por 15 minutos a temperatura
ambiente, lavadas em &gua corrente e secas. Em seguida submersas numa solucéo
filtrada de Hidroxido de Bario [Ba(OH)28H20] a 5% a temperatura de 60T por 30 a
45 segundos, lavadas rapidamente em acido cloridrico a concentracdo de 2N e em
seguida em agua corrente. Depois de secas, as laminas foram incubadas novamente
em solucdo de 2xSSC, & 60T por 30 minutos, lavadas em &gua corrente e secas

para serem coradas em Giemsa 5% por 20 minutos.



Foram fotografadas e contadas 20 metafases de cada amostra das
localidades foco deste estudo. Destas, foram escolhidas as cinco melhores
metéfases para serem impressas, recortadas e montadas. As analises de banda
GTG e CGB foram realizadas e utilizadas para comparacdo das metafases e

confirmacédo da montagem do cariotipo.

3.3. Andlises filogenéticas
A nomenclatura dos genes seguiu a disponivel no site UniProt

http://www.uniprot.org, especifica para roedores (acesso em 13.06.2016).

3.3.1. Isolamento do DNA, amplificacdo e purificagd o

O DNA foi isolado a partir de tecido hepatico (conservado em alcool etilico
absoluto) utilizando de protocolo fenol-cloroférmio adaptado (Anexo |) de Sambrook
& Russell (2001). Para checar a qualidade do DNA extraido, as amostras foram
corridas em gel de agarose a 0,8% e observadas em transiluminador de ultra violeta
(Gel Logic 200, Carestream Health). Apos a extracéo, os fragmentos de DNA foram
amplificados através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés
Polimerase Chain Reaction). Para isso, foram escolhidos dois genes mitocondriais, 0
citocromo b (mt-Cytb) completo, com 1140 pares de bases, por ter um bom sinal
filogenético, para a maioria dos mamiferos e ser amplamente utilizado nos estudos
filogenéticos e filogeograficos (Patterson & Velazco, 2008), e o citocromo oxidase
unidade 1 (mt-Col) parcial, com 657 pares de base, por sua utilizacdo no projeto
Barcoding (http://brbol.org/'DNA Barcode' de Tetrapoda: Constru¢cdo de uma Rede
Integrada de 'DNA Barcode' de Anfibios, Répteis, Aves e Mamiferos). Além destes,
foram escolhidos dois marcadores nucleares que possuem uma menor taxa de
substituicdo nucleotidica que os genes mitocondriais (Springer et al., 2001). O intron
7 do gene nuclear Beta-fibrinogénio (intron 7-Fgb), com 745 pares de base, foi
escolhido por suplementar os dados de sequéncias mitocondriais e ser muito
empregado em inferéncias filogenéticas de taxons recentes e por ter evolu¢cdo mais
rapida (Prychitko & Moore, 1997, 2000, Nascimento et al., 2013). O éxon 28 do gene
nuclear fator de Von Willebrand (éxon 28-Vwf), com 1143 pares de base, foi
escolhido por ser muito usado para reconstrucoes filogenéticas de mamiferos nos

varios niveis taxonémicos (Huchon & Douzery, 2001; Galewski et al., 2005).
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As reacoes foram realizadas em termociclador (Veriti 96 well Thermal Cycler,
Applied Biosystems) utilizando iniciadores e ciclagens especificas para cada gene
(Tabelas 2 e 3). Para um total de 50yl de reacéo foi adicionado 1ul de DNA (de 100
ng/ul), 0,4ul dNTPs (25 yM/ml), 0,5ul de cada iniciador (10 pmol/ pl), 5ul tampéo de
amplificacdo 10X, 2ul de MgSO4 e 0,3ul de polimerase Taq Platinum (Invitrogen) e
40,3ul de agua ultra pura. Para confirmacdo da presenca dos amplicons, 3ul de
produto de PCR foram homogenizados com 2ul de corante de &cidos nucléicos
GelRed e submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,5%) com tampéao de
NaOH 1X pH8 (0,4gr NaOH, 2,75gr Acido Bérico, H20 g.s.p. 1000ml), observadas no
transiluminador ultra violeta (Gel Logic 200, Carestream Health), acoplado ao
programa Quantity One que fotodocumenta os geéis. As amostras devidamente
amplificadas foram purificadas utilizando o conjunto de reagentes de purificacédo
illustra GFX™ PCR DNA & Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Os produtos purificados foram novamente corridos
em gel de agarose (1,5%) para checar a qualidade das bandas obtidas para entéao

realizar a reacao de sequenciamento.

Tabela 2. Iniciadores usados para amplificacdo (asterisco) e sequenciamento dos
marcadores mt-Cytb, mt-Col, intron 7-Ffg e éxon 28-Vwf com as sequéncias, sentido das
fitas e referéncia (ref) 1. Irwin et al. (1991), 2. Smith & Patton (1993), 3. Cassens et al.
(2000), 4. Casado et al. (2010), 5. Matocq et al. (2007), 6. Ward et al. (2005), 7. Presente
estudo.

Iniciadores Sequéncias Fita Ref
L14724* 5' CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG 3' Senso 1
MVZ16 5' A AATAGGAARTATCATTCTGGTTTRAT 3' anti-senso 2
mt-Sot in 2 5 TGAGGACAAATATCATTYTGAG 3 senso 3
mt-Cytb rev* 5 GAATATCAGCTTTGGGTGTTGRTG 3 anti-senso 4
_ *

BL7-mammL* 5 A cCCCAGTAGTATCTGCCGTTTGGATT 3 senso 5
Bfib-mammu* . . .

5' CACAACGGCATGTTCTTCAGCAC 3 anti-senso 5
FishF1COI* 5" TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 3 senso 6
FishR1COI* 5 TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA 3 anti-senso 6
VWEF A* 5 CTGTGATGGTGTCAACCTCACCTGTGAA 3 senso 7
VWEF B* 5' TCGGGGGGAGCGTCTCAAAGTCCTGGATG 3 anti-senso 7
VWF B2 5 GCAGGGTTTCCTGTGACCATGTAGACCA 3 anti-senso 7
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Tabela 3. Ciclagens utilizadas para os marcadores mitocondriais (mt-Cytb, mt-Col) e
nucleares (intron 7-Fgb, éxon 28-Vwf), especificando as temperaturas e 0s tempos em
segundos (seg) ou minutos (min).

Gene Des Ciclos Extensao
mt-Cytb 94°C 2min 35 ciclos (94°C 45seg, 48°C 45seqg, 72°C 90seqg) 72°C 4min
mt-Col 94°C 2min 5 ciclos (94°C 30seg, 42°C 30seg, 72°C 1min)  72°C 1min

5 ciclos (94°C 30seg, 40°C 30seg, 72°C 1min)
25 ciclos (94°C 30seg, 38°C 30seg, 72°C 1min)
intron 7-Fgb | 94°C 4min 35 ciclos (94°C 45seg, 58°C 30seg, 72°C 90seg) 72°C 4min
éxon 28-Vwf | 94°C 2min 35 ciclos (94°C 45seqg, 65°C 45seq, 72°C 90seg) 72°C 4min

3.3.2. Sequenciamento e alinhamento

Os produtos purificados foram sequenciados com o conjunto de reagentes
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, seguindo as recomendac¢des do
fabricante. As reacfes foram preparadas da mesma forma para cada amostra com
cada um dos iniciadores separadamente. Para um volume de 10upl de reacédo
utilizou-se: 2ul do produto purificado (Template), 1,5yl de tampdo Ready Reaction
Kit, 1ul do tampé&o BigDye Sequencing Buffer (5x), 1ul de iniciador (3,2 pmol/ ul,
Tabela 2) e 4,5ul H20 ultra pura. As reacdes foram realizadas no termociclador
(Veriti 96 well Thermal Cycler, Applied Biosystems). O sequenciamento foi realizado
no sequenciador automatico “ABI 3130xI” Genetic Analyser (Applied Biosystems) da
plataforma de sequenciamento da Divisdo de Genética do Instituto Nacional de
Cancer (INCA). As sequéncias obtidas foram editadas utilizando os programas
Chromas Lite (McCarthy et al., 1998), Chromas Pro versdo 1.45 (McCarthy et al.,
1998) e alinhadas manualmente no MEGA verséo 6 (Tamura et al., 2013).

Com base em analises filogenéticas preliminares as amostras utilizadas foram
separadas em dois grupos nomeados Macrura (M. macrura e M. aff. macrura) e
Didelphoides (M. didelphoides e M. aff. didelphoides), listadas nas tabelas 4 e 5,
respectivamente, assim como amostras adicionadas do GenBank e seus respectivos
nameros de acesso. As amostras previamente sequenciadas foram obtidas em um

trabalho de monografia em 2004 que n&o resultou em artigo cientifico.
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3.3.3. Filogenia e filogeografia

A identificacdo dos haploétipos foi realizada com o programa DnaSP verséo 5
(Librado & Rozas, 2009) e, para numerar os diferentes haplétipos, foi escolhida a
opcéo “delecéo par a par” (pairwise deletion) para que o maximo de caracteres fosse
utilizado em cada comparacdo, no caso de dados ausentes. Para as analises de
distancia genética foi utilizado o algoritmo de distancia de Kimura-2-parametros
(K2p: Kimura,1980), utilizando a opcdo de delecdo completa, realizadas no
programa MEGA versdo 6 (Tamura et al., 2013). O modelo de substituicdo K2p
corrige para multiplas substituicbes na mesma posicdo, levando em conta a
diferenca de frequéncia entre transicbes e transversdes, assumindo frequéncias
iguais entre os quatro nucleotideos e que as taxas de substituicdes ndo variam entre
as posicoes.

O modelo de substituicdo para as analises filogenéticas foi escolhido pelo
teste de AIC do inglés “Akaike Information Criterion” (Akaike, 1973) com correcgoes
(Hurvich & Tsai, 1988; Burnham & Anderson, 2003), atraves do programa jModelTest
versdo 2.1.7 (Darriba et al., 2012). As analises de Maxima Verossimilhaca (MV)
foram realizadas com o programa PhyML versédo 3.1 (Guindon & Gascue, 2003) e a
confiabilidade dos ramos foi calculada com o método de reamostragem de bootstrap
utiizando 1000 geracdes. As andlises de Inferéncia Bayesiana (IB) foram
processadas no programa MrBayes versao 3.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) e o
valor de suporte usado para os agrupamentos foi a probabilidade posterior obtida em
10000 geracdes, removendo 10% das arvores iniciais.

Para calcular e gerar a rede de haplétipos através da andlise de Median-
Joining (MJ) utilizou-se o programa Network versao 4.6.1.3 (Bandelt et al., 1999) que
adota a parcimonia como critério. Esta analise foi realizada apenas para o marcador
mitocondrial Citocromo b, sendo uma analise com todos os haplotipos e outras duas
com cada complexo (Macrura e Didelphoides) em separado.

Para as analises das arvores filogenéticas foram adicionadas ao conjunto de
dados sequéncias de Echimys chrysurus (MBF73) e Isothrix negrensis (CRB2432),
sequénciadas neste estudo para todos os marcadores analisados e Mesomys
hispidus (CRB2054) para os marcadores mt-Cytb, mt-Col e éxon 28-Vwf. Para as
analises com os marcadores mt-Cytb e éxon 28-Vwf foram ainda adicionadas as
sequéncias de Toromys grandis (FMNH92198) disponivel no GenBank, com o0s

codigos de acesso KF590699 e KF590676, para cada marcador respectivamente.
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Tabela 14. Amostras do complexo Didelphoides utilizadas nas analises moleculares, com nimeros de campo ou de museu (ID), nimeros de
acesso ao GenBank para cada marcador, localidade e referéncias (Ref). 1= presente estudo, 2= previamente sequenciadas, 3= Da Silva &
Patton (1993), 4. Patton et al. (2000), 5. Engstrom et al. (ainda n&o publicado).

Taxon ID mt-Cytb mt-Col éxon 28-Vwf Localidade Ref
M. aff. didelphoides CRB1793, EU302690.1, Sem GB Sem GB BR: AM, Barcelos, rio Araca, lg. Bigorna 1,2
CRB1801 EU302691.1
M. aff. didelphoides CRB2496 EU302692.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Santa Isabel do Rio Negro, rio Preto 1,2
M. aff. didelphoides JAO2273 Sem GB Sem GB Sem GB BR: RR, Caracarai, PARNA Virua 1
M. didelphoides CRB3717 Sem GB Sem GB Sem GB BR: TO, Sao Valério da Natividade 1
M. didelphoides JAO2291 Sem GB Sem GB Sem GB BR: RR, Caracarai, rio Anaua-rio Branco 1
M. didelphoides JAO2295, Sem GB Sem GB Sem GB BR: RR, Caracarai, rio Anaua 1
JAO2297,
JAO2311
M. didelphoides LHES54, L23361.1, Sem GB Sem GB BR: PA, Altamira, m.d. rio Xingu 3
LHES95, L23362.1,
LHEG632 L23364.1
M. didelphoides LHE600/T3530 L23363.1 Sem GB AJ849311.1 BR: PA, Altamira, m.d. rio Xingu 3
M. didelphoides V1251, V1566 EU302704.1, Sem GB Sem GB GF: Cayenne 2
EU302705.1.
M. didelphoides ECH4, TTS380, EU313230.1, Sem GB Sem GB BO: Santa Cruz, Flor de Oro, m.e. rio Iténez, 4
TTS383 EU313233.1, Prq Noél Kempff Mercado
EU313234.1
M. didelphoides LCP700 EU313231.1 Sem GB Sem GB BR: TO, rio Santa Teresa 4
M. didelphoides ROM107837, Sem GB JF458607.1, Sem GB VE: Pozon, 50Km a NE de Puerto Ayacucho 5
M. didelphoides ROM109023, Sem GB JF458608.1, Sem GB GY: Potaro-Siparuni, reserva Iwokrama 5
ROM111775. JF458626.1.
M. didelphoides ROM119133 Sem GB JF458622.1, Sem GB GY: Acima de Takutu Essequibo, sitio 5
Dadanawa
M. didelphoides ROM107377, Sem GB JF458610.1, Sem GB GY: Potaro-Siparuni, reserva Iwokrama, rio 5
ROM107375, JF458613.1, Burro burro
ROM107374, JF458614.1,
ROM107362, JF458617.1,
ROM107371, JF458627.1,
ROMF39480, JF444311.1,
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ROM107376 JF458612.1
M. didelphoides ROM109072, Sem GB JF458609.1, Sem GB GY: Potaro-Siparuni, reserva Iwokrama, rio 5
ROM107100, JF458624.1, Siparuni
ROM107373, JF458623.1,
ROM109074, JF458625.1,
ROM109166, JF458618.1,
ROM109236, JF458619.1,
ROMF38836, JF458611.1,
M. didelphoides ROM109073, Sem GB JF458615.1, Sem GB GY: Potaro-Siparuni, Kabukalli Landing, 5
ROM107372, JF458616.1, reserva lwokrama
ROMF39284, JF458620.1,
ROM111609, JF458621.1,
ROM111622, JF458628.1,
ROM111621 JF458629.1
M. didelphoides LCP716/ EU313232.1 JF297658.1  JF297707.1 BR:TO, rio Santa Teresa 4
UFMG3012
Abreviag@es: |.= ilha, Ig.= Igarapé, m.e.= margem esquerda, Prg.=parque. BO= Bolivia, PE= Peru, GF=Guiana Francesa, GY=Guiana, 0s

estados brasileiros (BR) sdo: AM=Amazénia, PA=Par4, RR=Roraima, TO=Tocantins. Sem GB=sem numero de acesso ao GenBank.
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Tabela 5. Amostras do complexo de espécies Macrura utilizadas nas analises moleculares, nimeros de campo e/ou museu (id), numeros de
acesso ao GenBank para cada marcador, localidades e referéncias (ref). 1= presente estudo, 2= previamente sequenciadas, 3= Silva &

Patton(1993), 4= Patton et al. (2000), 5= Patterson & Velazco (2008).

Taxon ID mt-Cytb mt-Col éxon 28-Vwf Localidade Ref
M. aff. macrura |CRB2466 EU302694.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Barcelos, rio Negro, I. do Itamaraty 1,2
M. aff. macrura |CRB2568 EU302695.1, Sem GB Sem GB BR: AM, Barcelos, rio Negro, I. 1,2
CRB2569 EU302696.1
M. aff. macrura |CRB2626 EU302697.1, Sem GB Sem GB BR: AM, Barcelos, rio Negro, I. do Urumari 1,2
CRB2627 EU302698.1,
CRB2628 EU302699.1
M. aff. macrura |CRB2832 EU302700.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Barcelos, rio Negro, I. do Tigre 1,2
M. aff. macrura | CRB2839 EU302701.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Barcelos, rio Negro, I. Giriau 1,2
M. aff. macrura |CRB2840 EU302702.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Barcelos,r io Negro, |. Budari 1,2
M. aff. macrura |CRB2841 EU302703.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Barcelos, rio Negro, |. Cururu 1,2
M. macrura JLP15214/T3521 L23356.1 Sem GB AJ849312.1 BR: AM, perto de Miranda, rio Jurua 3
M. macrura JLP15394 L23357.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Nova Empresa, m.e. rio Jurua 3
M. macrura JLP7191 L23358.1 Sem GB Sem GB PE: Huampami, rio Cenepa 3
M. macrura INPA2474 L23359.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Beruri, m.d. rio Purus 3
M. macrura MNFS465 L23360.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Nova Empresa, m.e. rio Jurua 3
M. macrura DWF466 EU313235.1 Sem GB Sem GB 5
M. macrura JLP7197 EU313236.1 Sem GB Sem GB PE: Huampami, rio Cenepa 5
M. macrura MNFS1717 EU313237.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Colocacdao Vira-Volta, m.e. rio Jurua, lg. 4
Arabidi
M. macrura MNFS894 EU313238.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Altamira, m.e. rio Jurua 4
Abreviaces: i. = ilha, ig.= igarapé, m.e.= margem esquerda, PE= Peru, o estado brasileiro (BR) ¢ AM=Amazénia. Sem GB= sem ndimero de

acesso do GenBank
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4. RESULTADOS

4.1. Andlises cariotipicas

Foram encontrados quatro cariotipos entre as amostras estudadas, todos eles
inéditos. O primeiro cariétipo encontrado foi de M. aff. macrura das ilhas do rio
Negro. Para caracterizacdo do caridtipo foram cariotipados o0 macho CRB2839 e a
fémea CRB2841 que mostraram 2n=72 e NF=134 (Figura 3). O complemento
autossémico € composto por 32 pares de cromossomos de dois bragos variando
gradativamente em tamanho de grande a pequeno, e 3 pares de acrocéntricos
pequenos. O cromossomo sexual, X é um submetacéntrico grande e o0 Y é um
cromossomo acrocéntrico pequeno. Nao foi possivel encontrar metafases completas
com banda CGB e GTG.

O segundo caridtipo encontrado de M. aff. didelphoides. Para a
caracterizacdo do mesmo foram cariotipados o macho CRB1801 e a fémea
CRB2496 que mostraram um cariétipo inédito com 2n=76 e NF=134 (Figura 4). O
complemento autossémico é composto por 30 pares cromossomos de dois bracos,
sendo um submetacéntrico grande, o maior da composi¢cao, e o restante variando
gradativamente em tamanho de grande a pequeno, e 7 pares de acrocéntricos,
sendo o primeiro par maior que os demais, que nao possuem grande variacdo em
tamanho. O cromossomo sexual X é um metacéntrico grande e 0 Y 0 menor
cromossomo de dois bracos da composicdo. As bandas CBG e GTG nao foram
possiveis para estes espécimes devido a pouca quantidade de metafases nas
preparacgoes.

O terceiro caridtipo foi encontrado em M. didelphoides de Caracarai, estado
de Roraima. Para a caracterizacdo do cariétipo, foram cariotipados o macho
JAO2295 e a fémea JAO2298 que mostraram 2n=64 e NF=100 (Figura 5). O
complemento autossémico é formado por 19 pares de cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, variando em tamanho de grande a pequeno, € 24 cromosSsomos
acrocéntricos, sendo o primeiro par maior, com quase o dobro do tamanho em
relacdo aos demais que possuem pouca variagdo de tamanho entre eles. O
cromossomo sexual X é um submetacéntrico grande e 0 Y é um cromossomo
metacéntrico pequeno. As bandas GTG e CBG (Figuras 6 e 7) ajudam a confirmar a
montagem do caridtipo em coloragdo convencional, por evidenciarem a posi¢cao do

centrébmero no caso da banda CBG, e por facilitarem o pareamento em GTG. O
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bandeamento CBG, mostrou bandas positivas para todos os cromossomos, salvo o

cromossomo sexual Y, que totalmente heterocromético.
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Figura 3. Cari6tipo de M. aff. macrura em coloracé@o convencional do macho CRB2839 com
2n=72 e NF=134.
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Figura 4. Cari6tipo de M. aff. didelphoides em coloracdo convencional com 2n=76 e NF=134,
do macho CRB1801 em cima, e da fémea CRB2496 em baixo.
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Figura 5. Carittipos de M. didelphoides em coloracéo convencional com 2n=64 e NF=100,
acima macho JAO2295 e abaixo fémea JAO2298, ambos de Caracarai, RR.
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Figura 6. Cariétipo de Makalata didelphoides com 2n=64 e NF=100 do espécime JAO2295 d'de
Caracarai, RR, com banda GTG
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Figura 7. Cari6tipo de Makalata didelphoides com 2n=64 e NF=100 do espécime JAO2295 &
de Caracarai, RR, com banda CBG.

O quarto caridtipo encontrado no macho CRB3717, Unico espécime de
Makalata didelphoides de Sao Valério da Natividade. Este novo cariotipo possui
2n=68 e NF=132, e o complemento autossémico é formado por 33 pares de
cromossOémos metacéntricos e submetacéntricos que variam de tamanho grande a
pequeno. (Figura 8). O cromossomo sexual X é um submetacéntrico grande e 0 Y
um metracéntrico pequeno, o menor da composicdo. Ndo foi possivel obter
nenhuma das bandas para esta preparacéo.
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Figura 8. Cari6tipo de M. didelphoides em coloragé@o convencional com 2n=68 e NF=132, do
espécime macho CRB3717 de Séo Valério da Natividade, TO.
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4.2. Analises filogenéticas

Os resultados obtidos para cada gene sdo apresentados separadamente.
Para o gene mt-Cytb foram sequénciados apenas seis amostras de M. didelphoides
da regido de Caracarai, RR, uma vez que as demais amostras ja haviam sido
sequenciadas e estdo disponiveis no GenBank. Para o0 mt-Col e o0 éxon 28-Vwf,
foram sequenciadas 10 M. aff. macrura, cinco M. didelphoides e quatro M. aff.
didelphoides e para o intron 7-Fgb foram sequenciadas nove M. aff. macrura e duas
M. didelphoides e trés M. aff. didelphoides. N&o foi possivel sequenciar as demais
amostras com este marcador devido a problemas com o sequenciamento da fita
reversa. No intuito de descartar a possibilidade de contaminagéo, para todas as
amostras que apresentaram resultados discordantes entre as topologias, foram
refeitos todos os passos desde a extracdo de DNA, para cada uma destas amostras

em separado.

4.2.1. Gene mitocondrial citocromo b - mt-Cytb

Foi sequenciado o mt-Cytb completo de cinco amostras de M. didelphoides e
analisadas com as 33 sequéncias de mt-Cytb de Makalata disponiveis ho GenBank
(Tabelas 4 e 5). A analise das 39 sequéncias revelou nove sequéncias e nove
haplétipos de M. macrura, 10 sequéncias e cinco haplétipos de M. aff. macrura, 16
sequéncias e 13 haplétipos de M. didelphoides, e quatro sequéncias e quatro
haplétipos de M. aff. didelphoides (Tabela 6), totalizando 31 haplotipos. As
estimativas de distancia genética intraespecifica (Tabela 7) variaram de 0,1 a 7,0%
para M.macrura, de 0,1 a 12,2% para M. didelphoides, de 0,1 a 0,5% para M. aff.
macrura, e de 0,2 a 2,8% para M. aff. didelphoides. As estimativas de distancia
genética interespecifica variaram de 17,1 a 18,2% entre M. aff. macrura e M. aff.
didelphoides, 13,1 a 17,8% entre M. macrura e M. didelphoides, 13,4 a 17,3% entre
M. aff. macrura e M. didelphoides, 10,1 a 13,9% entre M. aff. didelphoides e M.
didelphoides e 9,2 a 11,2% entre M. macrura e M. aff. macrura.

O modelo evolutivo de substituicdo de bases que melhor explicou o padrao de
diferenciacao entre as sequéncias de mt-Cytb de Makalata foi o HKY (Hasegawa et
al., 1985) + | (sitios invariaveis) + G (distribuicAio gamma) que é um modelo que
assume frequéncias de base iguais e considera as taxas de transicoes e
transvers6es como sendo igual a um. As arvores resultantes da analise Bayesiana
(IB) e de Maxima Verossimilhanca (MV) foram geradas utilizando este mesmo

modelo. As analises de MV e IB geraram topologias semelhantes confirmando o
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monofiletismo de Makalata [1 probabilidade posterior (pp) e 99% bootstrap(BS)] e
das espécies M. didelphoides e M. macrura. Os haplotipos de Makalata aparecem
divididos em dois clados, um com M. didelphoides e M. aff. didelphoides, aqui
designado complexo Didelphoides,e o outro com Makalata macrura e M. aff.
macrura, aqui designado complexo Macrura (Figura 9).

O clado complexo Didelphoides, com altos valores de suporte [1 probabilidade
posterior (pp) e 91% bootstrap (BS)], ficou dividido em dois grupos, um com
haploétipos de M. didelphoides (0,8 pp, 79% BS) e outro com haplétipos do interflvio
dos rios Negro e Branco (1 pp, 100% BS), sugerindo uma linhagem diferente de M.
didelphoides, aqui nomeada de M. aff. didelphoides. No clado M. didelphoides os
haplotipos da Bolivia (1 pp, 100% BS) se separaram do clado com os demais
haplétipos (1 pp, 88% BS). Neste ultimo clado, o haplétipo LHE595 de Altamira, PA
€ a primeira linhagem a divergir seguida do clado (1 pp, 99% BS) com haplétipos de
Caracarai, e do clado com o restante dos haplétipos (1 pp, 97% BS). Neste ultimo
clado o haplétipo de Cayenne aparece como grupo irmao do clado com haplétipos
do TO e PA (1 pp, 84% BS), com os haplétipos de localidades do Tocantins (1 pp,
100% BS) agrupados a parte do clado com haplétipos do Para (1 pp, 100% BS,
Figura 9).

O complexo Macrura (1 pp, 100% BS) aparece dividido em dois clados, um
com haplétipos de M. macrura (1 pp, 91% BS) como grupo irmao do clado (1 pp,
100% BS) com haplétipos das ilhas do rio Negro, aqui designados M. aff. macrura. O
clado dos haplotipos de M. macrura aparece dividido em dois, um apenas com 0
haplétipo de Beruri, AM, e o outro (1 pp, 98% BS) com o restante dos hapl6tipos
divididos em dois grupos, um com haplotipos do Peru e de Colocacéo do Vira —Volta
sem suporte, e outro (0,9 pp, 96% BS) com haplotipos da regido do rio Jurua, no

estado do Amazonas.
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Tabela 15. Lista de haplétipos do mt-Cytb, discriminando o taxon, nimero de campo ou museu (ID),
namero do GenBank, e localidade de coleta. BO= Bolivia, GF= Guiana Francesa, PE= Peru. Os estados
brasileiros (BR) sdo Amazonas (AM), Paré (PA), Roraima (RR) e Tocantins (TO). Ig. = igarapé, |.= ilha

do rio Negro, PARNA=Parque Nacional. m.e.=margem esquerda

Hap Taxon ID GENBANK Localidade
HA M. aff. macrura CRB2841 EU302703.1 BR: AM, Barcelos, I. Cururu
HA M. aff. macrura CRB2466 EU302694.1 BR: AM, Barcelos, I. do Itamaraty
HA M. aff. macrura CRB2627, EU302698.1, BR: AM, Barcelos, I. do Urumari
CRB2628 EU302699.1
HB M. aff. macrura CRB2568, EU302695.1, BR: AM, Barcelos, I.
CRB2569 EU302696.1
HC M. aff. macrura CRB2626 EU302697.1 BR: AM, Barcelos, I. do Urumari
HC M. aff. macrura CRB2839 EU302701.1 BR: AM, Barcelos, |.Giriau
HD M. aff. macrura CRB2832 EU302700.1 BR: AM, Barcelos, I.do Tigre
HE M. aff. macrura CRB2840 EU302702.1 BR: AM, Barcelos, |. Budari
HF M. macrura JLP7191 L23358.1 PE: Huampami (Aguaruma Village), rio
Cenepéa
HG M. macrura JLP7197 EU313236.1 PE: Huampami (Aguaruma Village), rio
Cenepa
HH M. macrura JLP15214  L23356.1 BR: AM, perto de Miranda, rio Jurua
HI M. macrura JLP15394 L23357.1 BR: AM,Nova Empresa, m.e. rio Jurua
HJ M. macrura MNFS465 L23360.1 BR: AM,Nova Empresa, m.e. rio Jurua
HK M. macrura MNFS894 EU313238.1 BR: AM, Altamira, m.e. rio Jurua
HL M. macrura MNFS1717 EU313237.1 BR: AM, Colocacao Vira-Volta, m.e. rio Jurud,
Ig. Arabidi
HM M. macrura DWF466 EU313235.1
HN M. macrura INPA2474  L23359.1 BR: AM, Beruri, m.d. rio Purus
HO | M. aff. didelphoides CRB1793 EU302690.1 BR: AM, Barcelos, rio Aracd, Ig. Bigorna
HP | M. aff. didelphoides CRB1801 EU302691.1 BR: AM, Barcelos, rio Araca, |g. Bigorna
HQ | M. aff. didelphoides CRB2496 EU302692.1 AM, Santa Isabel do Rio Negro, rio Preto
HR | M. aff. didelphoides JAO2273 BR: RR, Caracarai, PARNA Virua
HS M. didelphoides JAO2291 BR: RR, rio Anaué préximo ao rio Branco
HS M. didelphoides JAO2295 BR: RR, Caracarai, rio Anaua
HT M. didelphoides JAO2297 BR: RR, Caracarali, rio Anaua
HU M. didelphoides JAO2311 BR: RR, Caracarali, rio Anaua
HV M. didelphoides CRB3717 BR: TO, Sao Valério da Natividade
HW M. didelphoides ECH4 EU313230.1 BO: Sta Cruz, Flor de Oro,rio Iténez, m.e.,
PARNA Noél Kempff Mercado
HW M. didelphoides TTS383 EU313234.1 BO: Sta Cruz, Flor de Oro,rio Iténez, m.e.,
PARNA Noél Kempff Mercado
HX M. didelphoides V1251, EU302704.1, GF: Cayenne
V1566 EU302705.1
HZ M. didelphoides LHES554 L23361.1 BR: PA, Altamira, m.e. rio Xingu
HAA M. didelphoides LHES595 L23362.1 BR: PA, Altamira, m.d. rio Xingu
HAB M. didelphoides LHE600 L23363.1 BR: PA, Altamira, m.d. rio Xingu
HAC M. didelphoides LHE632 L23364.1 BR: AM, Altamira, m.e. rio Xingu
HAD M. didelphoides TTS380 EU313233.1 BO: Sta Cruz,Flor de Oro, m.e. rio Iténez,
PARNA Noél Kempff Mercado
HAE M. didelphoides LCP700 EUS313231.1 BR: TO, rio Santa Teresa
HAF M. didelphoides LCP716 EU313232.1 BR: TO, rio Santa Teresa
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Tabela 7. Estimativas das distancias genéticas (em porcentagem) entre haplétipos de Makalata com mt-Cyth, com o modelo de Kimura 2-
parametros. Para identificacdo dos haplotipos veja Tabela 7.

Hap Amostas HB HC HA HE HD HF HG H HM H HH HK HL HN HO HP HQ HR HS HU HT HAC HX HZ HAE HAF HAB HV HAA HW
HB  CRB2568

HC  CRB2839 0,2

HA CRB2841 04 02 Makalata aff. macrura
HE  CRB2840 04 03 01

HD  CRB2832 04 03 04 05

HE JP719T 92 92 94 95 97

HG  JP7197 94 94 95 97 98 01

H o JLP15394 95 95 94 95 100 30 28

HM  DWF466 92 92 94 95 97 32 31 01

H]  MNFS465 98 98 97 95 103 35 34 05 23 Makalata macrura
HH  JLPIS214 103 104 102 103 107 35 34 23 31 28

HK MNFSS94 99 99 98 99 104 44 43 27 27 32 38

HL  MNFSI717 101 101 103 104 103 46 44 58 56 61 61 65

HN  INPA2474 11,0 111 111 112 112 65 64 64 61 67 62 68 70

HO  CRBL793 172 172 174 172 171 172 170 160 157 163 180 162 169 189

HP  CRBISOL 17,5 175 176 175 174 176 174 163 160 167 183 166 172 189 0.2 Makalata aff. didelphoides
HQ  CRB249 180 180 181 179 178 174 172 162 159 165 185 160 170 188 09 09

HR  JA02273 181 181 182 181 180 184 183 179 169 183 192 178 184 194 24 24 28

HS  JA02295 164 164 163 164 167 168 170 161 166 164 164 163 164 156 118 118 123 122

HU  JAO2311 165 165 164 165 168 168 17,0 161 166 164 164 159 164 156 121 121 125 124 04

HT  JA02297 169 169 168 169 173 176 178 169 174 172 172 171 172 163 125 125 129 124 06 10 o
HAC  LHE632 139 141 143 144 143 154 156 143 148 146 149 148 149 153 102 102 101 117 81 84 88 Makalata didelphoides
HX VISt 161 161 161 162 165 159 161 144 150 151 160 149 157 164 118 118 119 124 82 86 89 53

HZ  LHESSA 143 144 146 147 146 154 156 146 151 149 153 151 149 156 105 105 104 11,7 84 87 91 03 55

HAE  LCP700 134 136 138 139 141 149 151 141 142 144 144 151 146 159 124 124 122 137 85 90 92 36 54 39

HAF  LCP716 137 138 140 141 143 151 153 143 145 146 146 153 148 161 126 126 124 139 87 91 94 38 55 40 01

HAB  LHE600 160 162 163 164 164 155 157 147 148 150 163 151 150 167 11,0 11,0 111 11,1 88 90 95 03 53 01 39 41

HV  CRB3717 157 157 157 158 160 151 153 143 144 146 162 152 148 170 122 122 123 127 89 91 96 37 52 39 04 05 40

HAA  LHES9S 152 154 154 155 157 144 142 131 133 137 150 134 144 155 123 123 125 134 101 103 102 95 92 98 93 95 97 92
HW  ECH4 169 170 169 167 172 164 162 149 149 152 155 154 159 164 113 116 117 130 106 106 114 111 118 114 120 122 114 121 113
HAD  TTS380 165 167 165 164 172 167 166 152 152 156 159 157 165 167 116 11,9 120 133 106 106 114 108 118 11,1 120 122 111 121 113 05
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4.2.2. Gene mitocondrial citocromo oxidase subunida  de 1- mt-Col

As analises das sequéncias do mt-Col de cinco amostras de M. didelphoides
obtidas neste trabalho e 25 disponiveis no GenBank revelaram 13 haplétipos, as
qguatro sequéncias de M. aff. didelphoides aqui obtidas revelaram quatro haplétipos,
e as 10 amostras de M. aff. macrura aqui sequénciadas revelaram quatro haplétipos,
num total de 21 haplétipos para este marcador (Tabela 8). As estimativas de
distancia genética intraespecificas com o modelo Kimura 2-parametros (Tabela 9)
variaram de 0,2 a 0,6% para M. aff. macrura, de 0,2 a 1,8% para M. aff.
didelphoides, e de 0,2 a 14,5% para M. didelphoides. As estimativas de distancia
genética interespecificas (Tabela 9) variam de 9,0 a 12,3 entre M. aff. didelphoides e
M. didelphoides, de 11,6 a 15,0 entre M. aff. macrura e M. didelphoides, e de 12,1 a
12,7 entre M. aff. didelphoides e M. aff. macrura.

O modelo evolutivo de substituicdo de bases que melhor explicou o padrao de
diferenciacdo entre as sequéncias de mt-Col de Makalata foi o TrN (Tamura & Nei,
1993) + G (distribuicdo gamma) que € um modelo que considera as frequéncias de
variacdo de bases, taxas de transversdes iguais e taxas de transicao variavel. As
topologias resultantes da andlise Bayesiana e de Maxima Verossimilhanca foram
geradas utilizando este mesmo modelo.

As andlises filogenéticas geraram topologias semelhantes confirmando o
monofiletismo de Makalata [93% bootstrap (BS), 1 probabilidade posterior (pp)], com
a maioria dos ramos bem suportados. O género ficou dividido em dois clados, (1)
primeiro sem suporte agrupando os haplotipos da reserva de Iwokrama (localidade
25 a 28, Figura 10), (2) o segundo com pouco suporte (66% BS, 0,9 pp), com o
restante das linhagens, M. didelphoides, M. aff. didelphoides e M. aff. macrura.
Neste segundo clado os haplotipos ficaram divididos em trés ramos, (a) o primeiro
(100% BS, 1 pp) com haplotipos de M. aff. macrura das localidades 1 a 7, e 0
haplétipo CRB3717 de M. didelphoides da localidade 20 em S&o Valério da
Natividade, (b) o segundo (99% BS, 1 pp) com haplétipos de M. aff. didelphoides das
localidades 8, 9 e 15, (c) o terceiro, sem suporte, com haplétipos de M. didelphoides
das localidades 16 e 17, agrupado com os haplétipos da localidade 19 em Tocantins
(Hc21), localidade 29 no Alto Takutu-Alto Essequibo, na Guiana, e localidade 30 em

Pozon, na Venezuela.

26



Tabela 8. Lista de haplétipos de Makalata com mt-Col, discriminando a espécie, numeros
de campo ou museu (ID), nimeros do GenBank, e as localidades. BO= Bolivia, GY=
Guiana, PE= Peru. Os estados brasileiros (BR) sdo Amazonas (AM), Para (PA), Roraima
(RR) e Tocantins (TO). Ig. = igarapé, i.= ilha do rio negro, PARNA=Parque Nacional.

Hap Taxon ID GENBANK Localidade
Hcl | M. aff. didelphoides CRB1793 BR: AM, Barcelos, rio Araca, Ig.
Bigorna
Hc2 | M. aff. didelphoides CRB1801 BR: AM, Barcelos, Ig.Bigorna
Hc5 | M. aff. didelphoides CRB2496 BR: AM, Sta Isabel do Rio Negro
Hc9 | M. aff. didelphoides JAO2273 BR: RR, Caracarai, PARNA Virua
Hc4 M.aff. macrura CRB2466 BR: AM, Barcelos, I. do Iltamaraty
Hc4 M.aff. macrura CRB2627, BR: AM, Barcelos, I. do Urumari
CRB2628
Hc4 M.aff. macrura CRB2840 BR: AM, Barcelos, |. Budari
Hc4 M.aff. macrura CRB2841 BR: AM, Barcelos, I. Cururu
Hc6 M.aff. macrura CRB2568 BR: AM, Barcelos, rio Negro, ilha
Hc6 M.aff. macrura CRB2569 BR: AM, Barcelos, rio Negro, I.
Hc6 M.aff. macrura CRB2832 BR: AM, Barcelos, I. do Tigre
Hc7 M.aff. macrura CRB2626 BR: AM, Barcelos, I. do Urumari
Hc8 M.aff. macrura CRB2839 BR: AM, Barcelos, I. Giriau
Hcl0| M. didelphoides JAO2291 BR: RR, rio Anaua
JAO2295,
Hcl0| M. didelphoides JAO2297, BR: RR, Caracarai, rio Branco
JAO2311
Hc3 M. didelphoides CRB3717 BR: TO, Sao Valério da Natividade
Hcll| M. didelphoides ROM109023 | JF458608 |GY: Potaro-Siparuni, reserva
Iwokrama
Hcll M. didelphoides ROM107377, | JF458610, |GY: Potaro-Siparuni, reservsa
ROM107375, | JF458613, ||wokrama, rio Burro Burro
ROM107374, | JF458614,
ROM107362, | JF458617,
ROM107371 | JF458627
Hcl2| M. didelphoides ROM109072, | JF458609, |GY: Potaro-Siparuni, reserva
ROM107100, | JF458624, ||wokrama, rio Siparuni
Hcl2| M. didelphoides ROM111775 | JF458626 |GY: Potaro-Siparuni, reserva
Iwokrama
Hcl3 M. didelphoides ROM107373, | JF458615, |GY: Potaro-Siparuni, reserva
ROM107372, | JF458616, ||wokrama, RIO Burro Burro
ROMF39284, | JF458620,
Hcl3| M. didelphoides ROM109074 | JF458623 |GY: Potaro-Siparuni, reserva
Iwokrama, rio Siparuni
Hcl4 M. didelphoides ROM109166, | JF458618, |GY: Potaro-Siparuni, reserva
ROM109236, | JF458619, ||wokrama, rio Siparuni
ROM109073 | JF458625
Hcl5 M. didelphoides ROM111622, | JF458628, |GY: Potaro-Siparuni, Kabukalli
ROM111609 | JF458621 |[Landing, reserva Iwokrama
Hcl6| M. didelphoides ROM111621 | JF458629 |GY: Potaro-Siparuni, Kabukalli
Landing, reserva lwokrama
Hcl7| M. didelphoides ROMF38836 | JF458611 |GY: Potaro-Siparuni, reserva
Iwokrama, rio Siparuni
Hcl7| M. didelphoides ROMF39480 | JF444311 |GY: Potaro-Siparuni, reserva
Iwokrama, rio Burro Burro
Hcl8| M. didelphoides ROM119133 | JF458622 |GY: AltoTakutu-Alto Essequibo,
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Hcl9

Hc20

Hc21

M. didelphoides
M. didelphoides

M. didelphoides

ROM107376

ROM107837

UFMG 3012

JF458612

JF458607

JF297658

sitio Dadanawa

GY: Potaro-Siparuni, reserva
Iwokrama, rio Burro Burro
VE: Pozon, 50Km NE Puerto
Ayacucho

BR: TO, rio Santa Teresa
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Tabela 9. Estimativas das distancias genéticas (%) entre haplétipos de Makalata com o marcador mt-Col, com o modelo de Kimura 2-

parametros. Para identificacdo dos hapotipos veja Tabela 9.

Hap. Amostras Hcl Hc2 Hc5 Hc9 Hc20 Hcl0 Hcl5 Hel4 Hcel7 Hel3 Hel6é Hell Hel2 Hel9 Hcel8 He2l He3 Hced4 He6 Hc7

Hcl CRB1793

Hc2 CRB1801 0,2 Makalata aff. didelphoides

Hc5 CRB2496 0,6 0,5

Hc9 JAO2273 11 13 18

Hc20 JF458607 9,8 9,6 9,0 94

Hcl0 JAO2295 99 98 96 92 7,2

Hcl5 JF458628 10,1 99 105 98 98 7,7

Hcl4 JF458616 10,3 10,1 10,7 99 1100 75 05

Hcl7 JF444311 10,3 10,1 10,7 99 100 75 03 05 Makalata didelphoides

Hcl3 JF458619 10,3 10,1 10,7 99 100 75 02 03 0,2

Hcl6 JF458624 10,5 10,3 10,9 10,1 10,1 7,7 03 05 03 0,2

Hcll JF458629 10,7 10,5 11,1 99 98 72 05 06 05 03 05

Hcl2 JF458613 10,7 10,5 11,1 99 1100 75 05 06 05 03 05 0,3

Hcl9 JF458612 10,9 10,7 11,3 10,1 1012 7,7 06 08 06 05 06 05 0,2

Hcl8 JF297658 10,9 10,7 109 10,1 63 7,8 98 10,0 10,0 10,0 10,2 10,0 10,0 10,2

Hc21 JF458622 10,9 11,1 11,3 10,1 6,7 76 11,1 11,3 11,3 11,3 11,5 11,3 11,3 115 6,7

Hc3 CRB3717 121 119 123 12,1 13,7 114 133 12,7 131 13,1 13,3 13,1 13,1 131 126 145

Hc4 CRB2840 12,3 12,1 12,5 12,3 139 116 135 129 13,3 13,3 13,5 13,3 13,3 133 128 14,8 0,2 Makalata aff.
Hc6 CRB2626 12,3 12,1 12,5 12,3 139 116 135 129 13,3 13,3 13,5 13,3 13,3 133 128 14,8 0,5 0,3 macrura
Hc7 CRB2568 12,3 12,1 12,5 12,3 139 116 135 129 13,3 13,3 13,5 13,3 13,3 133 128 148 05 03 0,3
Hc8 CRB2839 12,5 12,3 12,7 125 14,1 11,8 13,7 13,1 13,5 13,5 13,7 135 13,5 135 13,0 150 06 05 0,2 0,5
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4.2.3. intron 7 do gene Beta-fibrinogénio - intron 7-Fgb

A analise das sequéncias do intron 7-Fgb de duas amostras de M.
didelphoides revelou um haplotipo, de trés amostras de M. aff. didelphoides revelou
dois haplodtipos, e de nove amostras de M. aff. macrura revelou cinco haplétipos,
totalizando oito haplotipos em 14 amostras de Makalata (Tabela 10). As distancias
genéticas intraespecificas estimadas com o modelo Kimura 2-parametros (Tabela
11) variaram de 0 a 0,4% para M. aff. didelphoides, 0,3 a 1,5% para M. aff. macrura,
0 a 0,6% para M. didelphoides, 0,4 a 1,8% entre M. aff. macrura e M. aff.
didelphoides, e 0,2 a 0,5% entre M. aff. macrura e M. didelphoides. As distancias
genéticas interespecificas estimadas variam de 0,2 a 0,5 entre M. aff. macrura e M.
didelphoides, e de 0,4 a 1,8 entre M. aff. didelphoides e M. aff. macrura e de 0,5 a
0,6 entre M. aff. didelphoides e M. didelphoides.

O modelo evolutivo de substituicdo de bases que melhor explicou o padrao de
diferenciacdo entre as sequéncias de intron 7-Fgb de Makalata foi GTR - General
time reversible (Rodriguez et al.,1990) + | (sitios invariaveis) + G (distribuicdo
gamma) que € um modelo que assume uma matriz de substituicdo simétrica que
permite que cada nucleotideo ocorra em frequéncias diferentes e que cada par de
substituicdes nucleotidicas ocorra em uma taxa diferente. As arvores geradas a
partir de analise Bayesiana e de Maxima Verossimilhancga foram feitas usando esse
mesmo modelo. As analises confirmaram o monofiletismo de Makalata, no entando
as topologias diferiram e poucos ramos foram bem suportados (Figuras 11). Com
este marcador os haplétipos de M. aff. macrura aparecem agrupados com haplétipos
de M. didelphoides e M. aff. didelphoides. Em ambas as topologias o maior valor de
suporte apresentado é o do clado que inclui o haplétipo de M. aff. didelphoides (69%
BS, 0,8 pp).
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Tabela 10. Lista de haplétipos do intron 7-Fgb, discriminando a espécie, nimero de campo
(ID), e a localidade. Os estados brasileiros (BR) sdo Amazonas (AM) e Roraima (RR).
lg.=igarapé, I.=ilha

Hap Taxon ID Localidade de coleta
Hbl | M. aff. didelphoides CRB1793, AM, Barcelos, rio Aracd, Ig. Bigorna
CRB1801
Hb3 | M. aff. didelphoides CRB2496 AM, Santa Isabel do Rio Negro, rio
Preto
Hb2 M. aff. macrura CRB2466 AM, Barcelos, rio Negro, Ig.
[tamaraty
Hb2 M. aff. macrura CRB2627, AM, Barcelos, rio Negro, Ig. Urumari
CRB2628
Hb2 M. aff. macrura CRB2839 AM, Barcelos, rio Negro, I. Giriau
Hb2 M. aff. macrura CRB2840 AM, Barcelos, rio Negro, |. Budari
Hb4 M. aff. macrura CRB2568 AM, Barcelos, rio Negro, ilha
Hb5 M. aff. macrura CRB2626 AM, Barcelos, rio Negro, Ig. Urumari
Hb6 M. aff. macrura CRB2832 AM, Barcelos, rio Negro, Ig. Tigre
Hb7 M. aff. macrura CRB2841 AM, Barcelos, rio Negro, I. Cururu
Hb8 M. didelphoides JAO2295, JAO2311 RR, Caracarai, rio Branco

Tabela 11 Estimativas das distancias genéticas (%) entre hapl6tipos de Makalata com o
marcador intron 7-Fgb, com o modelo de Kimura 2-parametros. Para identificacdo dos
hapotipos veja tabela 9.

Hap  Amostras Hbl Hb3 Hb4 Hb6 Hb5 Hb2 Hb7

Hbl CRB1793 M. aff. didelphoides
Hb3 CRB2496 0,4

Hb4 CRB2568 0,7 0,4

Hb6 CRB2832 0,7 04 03

Hb5 CRB2626 11 0,8 04 0,7 M. aff. macrura
Hb2 CRB2466 1,4 1,1 07 09 0,3

Hb7 CRB2841 1,8 14 14 15 12 1.2

Hb8 JAO2311 0,6 05 03 05 0,2 05 03 M. didelphoides
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Hb6 AM. Barcelos, ilhas do rio Megro w4, aff. macrura

Hb AM. Barcelos, Rio Araca

f 8 M. aff. didelphoides
Hb3 A, Santa Isabel do Rio Negro
Hbd AM, Barcelos, ilhas do rio Negro
M. aff. macrura
Hb& AM, Barcelos, ilhas do rio Megro
Hb8 RR. Caracarai, rio Anaud M. didelphoides
83
Hb2 AM, Barcelos, ilhas do rio Negro —Hb2 AM. Barcelos, ilhas do rio Negro
|_ M. aff. macrura _ _ M. aff. macrura
Hb7 AM. Barcelos. ilhas do rio Negro . FHb5 AM, Barcelos, ilhas do ric MNegro
Echimys chrysurus — Hb7 AM, Barcelos, ilhas do rio Negro
4 Isothrix negrensis 0
—
0.1 — Hb8 RR, Caracarai, rio Anaud M. didelphoides

Hbd4 AM, Barcelos, ilhas do rio Megro
T

7 M. aff. macrura
- HbE6 AM, Barcelos, ilhas do rio Negro

|— Hb1 AM. Barcelaos. rio Araca

0 S—L M. aff. didelphoides
"L Hp3 AM, Sta Isabel do Rio Megro

Echimys chrysurus

o

Isothrix negrensis
0.1

Figura 11. Topologia de MV a esquerda e de IB a direita, para Makalata com intron 7-Fgb. Valores préximos aos ramos s3o valores de bootstrap = 60 ou probabilidade
posterior. Para identificagdo dos haplétipos ver Tabela 11.
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4.2.4. Exon 28 do fator de Von Willebrand — éxon 28-Vwf

A analise das sequéncias do éxon 28-Vwf foi realizada para 22 amostras de
Makalata, sendo sete de M. didelphoides, destas cinco foram sequénciadas neste
trabalho, quatro de M. aff. didelphoides, uma de M. macrura do GenBank e 10 de M.
aff. macrura. Todas as sequéncias, revelaram haplétipos exclusivos (Tabela 12). As
estimativas de distancia genética intraespecificas com o modelo Kimura 2-
parametros mostraram variacdo de 0,1 a 1,2% em M. didelphoides, 0,1 a 1,5% em
M. aff. macrura e 0,8 a 1,1% em M. aff. didelphoides (Tabelal3). As estimativas de
distancia genética interespecificas (Tabela 13) variaram de 0,8 a 1,5 entre M.
macrura e M. didelphoides, de 0,8 a 1,8 entre M. didelphoides e M. aff. didelphoides,
0,9 e 1,8 entre M. macrura e M. aff. macrura, e de 1,1 a 2,7 entre M. didelphoides e
M. aff. macrura, 1,2 a 1,5 entre M. macrura e M. aff. didelphoides, e 1,3 a 2,4 entre
M. aff. macrura e M. aff. didelphoides.

O modelo evolutivo de substituicdo de bases que melhor explicou o padrao de
diferenciacdo entre as sequéncias de éxon 28-Vwf de Makalata foi o GTR - General
time reversible (Rodriguez et al., 1990) + | (sitios invaridveis) + G (distribuicdo
gamma) que é um modelo que assume uma matriz de substituicdo simétrica que
permite que cada nucleotideo ocorra em frequéncias diferentes e que cada par de
substituicdes nucleotidicas ocorra em uma taxa diferente. As arvores geradas a
partir de analise Bayesiana e de Maxima Verossimilhanca (Figura 12) foram feitas
usando esse mesmo modelo. As topologias de MV e IB foram semelhantes
confirmando o monofiletismo de Makalata (99% BS, 1 pp), divididido em dois clados,
um sem suporte com os haplétipos de M. didelphoides e M. aff. didelphoides, e o
outro (62% BS, 0,9 pp) com um haploétipo de M. macrura como grupo irméo do clado
(90% BS, 0,9 pp) com haplotipos de M. aff. macrura. O clado (90% BS, 1 pp) de M.
didelphoides apresenta trés haplétipos colapsados, um subclado (99% BS, 1 pp)
com haplétipos de TO e PA, outro (72% BS, 1 pp) com os haplétipos Hv1l7 e Hv18
de Caracarai. O clado (72% BS, 0,9 pp) de M. aff. didelphoides apresenta o
haplétipo de Santa Isabel do Rio Negro separado do clado (67% BS, 0,9 pp) com os
haplétipos do rio Araca. No clado do complexo Macrura a Unica amostra de M.
macrura fica como grupo irméo do clado (96% BS, 1 pp) com haplétipos de M. aff.

macrura das ilhas do rio Negro e um haplétipo de M. aff. didelphoides de Caracarai.
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Tabela 16. Lista de haplotipos de éxon 28-Vwf (Hv) de Makalata, discriminando o taxon,
namero de campo ou de museu (ID) e localidade. Os estados brasileiros sdo Amazonas
(AM), Para (PA), Roraima (RR) e Tocantins (TO). Ig.= igarapé, I.= Ilha do rio Negro.

Hap Téxon ID Localidade

Hv1 M. aff. macrura CRB2841 AM, Barcelos, rio Negro, I. Cururu
Hv2 M. aff. macrura CRB2466 AM, Barcelos, rio Negro, llha Itamaraty
Hv3 M. aff. macrura CRB2627 AM, Barcelos, rio Negro, I. Urumari
Hv4 M. aff. macrura CRB2628 AM, Barcelos, rio Negro, I. Urumari
Hv5 M. aff. macrura CRB2568 AM, Barcelos, ilha do rio Negro
Hv6 M. aff. macrura. CRB2569 AM, Barcelos, rio Negro, I.

Hv7 M. aff. macrura CRB2626 AM, Barcelos, rio Negro, I. Urumari
Hv8 M. aff. macrura CRB2839 AM, Barcelos, rio Negro, |. Giriau
Hv9 M. aff. macrura CRB2832 AM, Barcelos, rio Negro, I. Tigre
Hv10 M. aff. macrura CRB2840  AM, Barcelos, rio Negro, I. Budari
Hv11l M. macrura JLP15214  AM, Miranda, rio Jurua

Hv12 | M. aff. didelphoides CRB1793  AM, Barcelos, rio Arac4, Ig. Bigorna
Hv13 | M. aff. didelphoides CRB1801  AM, Barcelos, rio Arac4, Ig. Bigorna
Hv14 | M. aff. didelphoides CRB2496 AM, Santa Isabel do Rio Negro, rio Preto
Hv15 | M. aff. didelphoides JAO2273 RR, Caracarai, PARNA Virua

Hv16 M. didelphoides JAO2291 RR, Caracarai, rio Anaua
Hv17 M. didelphoides JAO2295 RR, Caracarai, rio Branco
Hv18 M. didelphoides JAO2297 RR, Caracarai, rio Branco
Hv19 M. didelphoides JAO2311 RR, Caracarai, rio Branco
Hv20 M. didelphoides CRB3717 TO, Sao Valério da Natividade
Hv21 M. didelphoides LHEG600 PA, Altamira, rio Xingu

Hv22 M. didelphoides UFMG3012 TO, rio Santa Teresa
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Tabela 13. Estimativas das distancias genéticas (%) entre os haplétipos de Makalata com o marcador éxon 28-Vwf, com o modelo de Kimura
2-parametros. Veja tabela 13 para identificacdo dos haplétipos.

Hap Amostras Hv5 Hv7 Hv2 Hv8 Hvl Hvl5 Hv9 Hv3 Hv6 Hv10 Hv4 Hvil Hvli4 Hvl2 Hvl3 Hv16 Hv19 Hvl8 Hv20 Hvl17 Hv22
Hv5 CRB2568

Hv7 CRB2626 0,1

Hv2 CRB2466 02 0,1

Hv8 CRB2839 04 03 0,2

Hvli CRB2841 05 04 03 0.2 M. aff. macrura
Hvi5 JAO2273 06 06 06 06 06

Hv9 CRB2832 06 06 06 06 06 09

Hv3 CRB2627 06 05 04 06 07 09 04

Hv6 CRB2569 06 06 07 09 08 11 08 07

Hvi0 CRB2840 09 08 07 06 06 09 06 06 13

Hv4 CRB2628 1,1 10 09 08 08 13 07 07 15 0,7

Hvil JLP15214 12 11 10 09 09 12 12 11 18 10 14 M. macrura
Hvl4 CRB249% 14 13 14 13 13 18 16 16 19 16 18 1,2

Hvl2 CRB1793 18 18 17 17 16 20 16 18 21 20 21 15 11 M. aff. didelphoides
Hvli3 CRB1801 19 18 17 16 16 19 19 19 24 17 20 12 10 0,8

Hvie JAO2291 14 13 12 11 11 14 14 14 19 12 16 08 09 11 0,8

Hvi9 JAO2311 15 14 13 12 12 15 15 15 20 13 1,7 09 10 12 09 01 M. didelphoides
Hvis JAO2297 16 15 14 13 13 16 16 16 21 14 18 10 11 13 10 02 03

Hv20 CRB3717 16 15 14 13 13 16 16 16 21 14 18 11 11 14 11 03 04 05

Hvl7 JAO2295 19 18 17 15 16 20 19 19 24 16 20 14 14 16 14 06 06 04 06

Hv22 UFMG3012 20 20 19 18 18 20 20 20 26 19 22 15 16 18 15 06 07 08 09 12
Hv21 LHE6OO 21 20 19 18 18 22 21 21 27 20 23 15 16 18 16 08 08 09 10 12 02
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Figura 12. Topologia para o género Makalata com o éxon 28-Vwf. Os nimeros nos ramos sdo valores de bootstrap = 60 e a direita, probablilidade posterior
= 0,6. Para identificacdo dos haplotipos veja tabela 13. No mapa a cor dos pontos das localidades segue a mesma dos ramos dos hapl6tipos na topologia.

Os nimeros entre paréntesis séo referentes as localidades do mapa.
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4.2.5. Andlise concatenada de mt-Cytb e éxon 28-Vwf

Para a andlise concatenada utilizou-se apenas um marcador mitocondrial e um
nuclear no intuito de manter na analise 0 maximo de haplétipos por linhagens. Para o
marcador mt-Col grande parte das amostras ndo foram sequenciadas para 0S outros
marcadores, e ndo possuimos sequéncias de M. macrura para este marcador.

A andlise das sequéncias concatenadas do mt-Cytb e éxon 28-Vwf foi realizada
para 22 amostras de Makalata, sendo sete M. didelphoides e destas duas sdo do
GenBank, quatro de M. aff. didelphoides, e 10 de M. aff. macrura, e uma de M. macrura
disponivel no GenBank e todas revelaram haplotipos exclusivos (Tabela 14).

O modelo evolutivo de substituicdo de bases que melhor explicou o padrdo de
diferenciacdo entre as sequéncias concatenadas de mt-Cytb e éxon 28-Vwf de Makalata
foi 0 GTR - General Time Reversible (Rodriguez et al., 1990) + G (distribuicAo gamma)
gue é um modelo que assume uma matriz de substituicdo simétrica que permite que cada
nucleotideo ocorra em frequéncias diferentes e que cada par de substituicdes
nucleotidicas ocorra em uma taxa diferente. As arvores geradas a partir de andlise
Bayesiana e de Maxima Verossimilhanca (Figura 13) foram feitas usando esse mesmo
modelo. As topologias de MV e IB foram semelhantes confirmando o monofiletismo de
Makalata (100% BS, 1 pp), divididido em dois clados, um com os haplétipos de M.
didelphoides e M. aff. didelphoides (97% BS, 1 pp), € 0 outro (100% BS, 1 pp) com um
haplétipo de M. macrura como grupo irmao do clado (100% BS, 1 pp) com haplétipos de
M. aff. macrura. O clado com haplé6tipos de M. didelphoides (99% BS, 1 pp) se dividide em
um clado com haplétipos de TO e PA (100% BS, 1 pp), e outro com o0s haplétipos de
Caracarai da margem esquerda do rio Branco (100% BS, 1 pp).
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Tabela 14. Lista de haplotipos das sequéncias concatenadas de mt-Cyth e do éxon 28-Vwf de
Makalata, discriminando o taxon, nimero de campo ou de museu (ID) e localidade. Os estados

brasileiros sdo Amazonas (AM), Para (PA), Roraima (RR) e Tocantins (TO). Ig.= igarapé, |.= llha
do rio Negro.

Hap Téaxon ID Localidade

H1 M. aff. macrura CRB2466  AM, Barcelos, rio Negro, llha Itamaraty

H2 M. aff. macrura CRB2568  AM, Barcelos, ilha do rio Negro

H3 M. aff. macrura. CRB2569  AM, Barcelos, rio Negro, I.

H4 M. aff. macrura CRB2626 AM, Barcelos, rio Negro, I. Urumari

H5 M. aff. macrura CRB2627 AM, Barcelos, rio Negro, I. Urumari

H6 M. aff. macrura CRB2628 AM, Barcelos, rio Negro, I. Urumari

H7 M. aff. macrura CRB2832 AM, Barcelos, rio Negro, I. Tigre

H8 M. aff. macrura CRB2839 AM, Barcelos, rio Negro, I. Giriau

H9 M. aff. macrura CRB2840 AM, Barcelos, rio Negro, |. Budari

H10 M. aff. macrura CRB2841 AM, Barcelos, rio Negro, I. Cururu

H11 M. macrura JLP15214 AM, Miranda, rio Jurua

H12 | M. aff. didelphoides CRB1793 AM, Barcelos, rio Aracd, Ig. Bigorna

H13 | M. aff. didelphoides CRB1801  AM, Barcelos, rio Aracd, Ig. Bigorna

H14 | M. aff. didelphoides CRB2496  AM, Santa Isabel do Rio Negro, rio Preto

H15 | M. aff. didelphoides JAO2273 RR, Caracarai, PARNA Virua

H16 M. didelphoides JAO2291 RR, Caracarai, rio Anaua

H17 M. didelphoides JAO2295 RR, Caracarai, rio Branco

H18 M. didelphoides JAO2297 RR, Caracarai, rio Branco

H19 M. didelphoides JAO2311 RR, Caracarai, rio Branco

H20 M. didelphoides LHEG600 PA, Altamira, rio Xingu

H21 M. didelphoides CRB3717 TO, Sao Valério da Natividade

H22 M. didelphoides UFMG3012 TO, rio Santa Teresa
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Figura 13. Topologia para Makalata com dados concatenado de mt-Cytb e éxon 28-Vwf. Os nimeros nos ramos séo valores de bootstrap = 60 e a direita,
probablilidade posterior = 0,6. Para identificacdo dos espécimes veja tabela 15. No mapa a cor dos pontos das localidades segue a mesma dos ramos dos
haplétipos na topologia. 2n= nimero diploide e NF = namero fundamental. Os valores entre parénteses séo referentes as localidades do mapa e os
asteriscos sédo referentes aos haplétipos cariotipados.
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4.3. Andlises de rede de haplétipos

A analise de Median-Joining com o mt-Cytb (Figura 14) foi realizada com 39
sequéncias de Makalata, sendo 15 de M. didelphoides, 4 de M. aff. didelphoides, 10 de M.
macrura e 10 de M. aff. macrura. Foram feitas trés analises, uma com todos os haplétipos
do género, uma com o complexo de espécie Didelphoides, e uma com o complexo de
espécies Macrura. A andlise com todo o género mostrou os complexos Didelphoides e
Macrura separados por pelo menos 87 passos mutacionais e quatro vetores médios
(Figura 14).

A anélise com o complexo de espécie Didelphoides (Figura 15) apresentou dois
grupos: (A) o primeiro com haplétipos de M. aff. didelphoides distantes por pelo menos 66
passos mutacionais do segundo (B) grupo com haplotipos de M. didelphoides. O grupo B
se divide em cinco subgrupos separados por varios vetores meédios e passos mutacionais:
(B1) haplotipos da Bolivia separados por pelo menos 74 passos mutacionais dos demais
haplétipos do complexo, (B2) com haplétipo do Cerrado e do Para, (B3) com o haplétipo
HAA do Par& separado por pelos menos 55 passos mutacionais dos demais, (B4) com
haplétipos da margem esquerda do Rio Branco separados por pelo menos 43 passos
mutacionais, e (B5) com haplétipos das Guianas. O centro da rede € composto por
diversos vetores médios interligados entre si e entre cada grupo de haplétipos.

A analise com o complexo de espécies Macrura (Figura 16) mostrou dois grupos, o
primeiro com haplétipos de M. aff. macrura separados por 61 passos mutacionais do
segundo com haplétipos de M. macrura. O grupo de M. macrura possui muitos vetores
médios no eixo central de onde se ramificam os haplétipos. O haplotipo de Beruri, AM (rio
Purus) é o que mais se afasta dos demais hapl6tipos do grupo, com 39 passos

mutacionais.
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Figura 14. Andlise de median-joining para Makalata com mt-Cytb. Circulos representam haplétipos e seu diametro é proporcional ao nimero de sequéncias
gue compartilham. Lozangos representam vetores médios. NUmeros proximos as linhas representam os passos mutacionais. Azul M. aff. didelphoides, verde
M. didelphoides, vermelho M. macrura, roxo M. aff. macrura. Para identificacdo dos hapl6tipos ver tabela 7. 2n= nimero dipldide e NF = nimero fundamental.
BRASIL : Amazonas , Barcelos (1-7) ilhas do rio Negro, (8) rio Araca; (9) Santa Isabel do Rio Negro; rio Jurua: (10) Distrito de Fonte Boa, Colocacéo Vira-
Volta, (11) Altamira, (12) Nova Empresa, (13) Miranda; rio Purus (14) Beruri. Roraima, Caracarai (15) PARNA Virua, m.d.rio Branco, (16) m.e. Rio Branco,
foz do rio Anaua, (17) m.e. rio Branco, rio Anaua. Para, (18) Altamira, rio Xingu. Tocantins , (19) rio Santa Teresa; (20) S&o Valério da Natividade. GUIANA
FRANCESA: (21) Cayenne. BOLIVIA: Santa Cruz (22) Flor de Oro. PERU: (23) Huampami.
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Figura 15. Andlise de Median-Joining do complexo Didelphoides com haplétipos com mt-Cytb. Circulos representam os haplotipos e seu diametro é
proporcional ao numero de sequéncias que compartilham cada hapl6tipo. Lozangos representam vetores médios. Numeros préximo as linhas representam
0S passos mutacionais maiores que 1. Em Azul M. aff. didelphoides, verde M. didelphoides. Para identificacdo dos haplétipos ver tabela 7. 2n= namero
dipldide e NF = namero fundamental. BRASIL: Amazonas , Barcelos (8) rio Araca; (9) Santa Isabel do Rio Negro. Roraima, Caracarai (15) PARNA Virua,
m.d.rio Branco, (16) m.e. Rio Branco, foz do rio Anaua, (17) m.e. rio Branco, rio Anauda. Para, (18) Altamira, rio Xingu. Tocantins, (19) rio Santa Teresa; (20)
Sao Valério da Natividade. GUIANA FRANCESA: (21) Cayenne. BOLIVIA: Santa Cruz (22) Flor de Oro.

43



M. aff macrura

Figura 16. Andlise de Median-Joining do complexo Macrura com haplétipos de mt-Cytb. Circulos representam os haplétipos e seu diametro é proporcional
ao numero de individuos que compartilham cada haplétipo. Lozangos representam vetores médios. NUmeros proximo as linhas representam os passos
mutacionais. Vermelho M. macrura, rosa M.aff. macrura. Para identificagdo dos haplétipos veja tabela 7. 2n= nimero diploide e NF = nimero fundamental.
BRASIL: Amazonas , e Barcelos (1-7) ilhas do rio Negro; rio Jurud : (10) Distrito de Fonte Boa, Colocagédo Vira-Volta, (11) Altamira, (12) Nova Empresa, (13)
Miranda, (14) Beruri, rio Purus . PERU: (23) Huampami.

44



5. DISCUSSAO

5.1. Variagéo cariotipica

Exitem apenas dois cariétipos descritos para Makalata, um com 2n= 70 e FN=
120 atribuido a Makalata armata (Leal-Mesquita, 1991), e outro com 2n=66 e
NF=106 atribuido a M. didelphoides (Lima et al., 1998). Makalata armata é sin6bnimo
junior de M. didelphoides (Emmons 1993). Aqui descrevemos quatro outros
caritipos, diferentes dos ja descritos para o género (Figuras 11, 12, 13, 16).
Espécimes identificados como M. aff. didelphoides do interflivio dos rios Negro-
Branco, mostraram 2n=76 e NF=134, sendo este o maior numero dipldide para o
género, mas compartilhando o mesmo numero fundamental com o cariétipo com
2n=72 e NF=134 aqui descrito para M. aff. macrura, apesar de diferirem na
morfologia dos cromossomos como mostram as figuras 12 e 13. Vale salientar que
estes dois taxons tem distribuicdo parapatrica.

Neste trabalho foram encontrados dois cariétipos para espécimes
indentificados como M. didelphoides. O espécime de M. didelphoides do Cerrado de
Tocantins possui 2n=68 e NF=132, e 0s espécimes de Caracarai da margem
esquerdo do rio Branco possuem 2n=64 e NF=100, ambos com 0S Cromossomos
apresentando morfologia distinta do cariotipo (2n=66 e NF=106, Lima et al., 1998)
associado a esta espécie. O caridtipo de M. didelphoides do Tocantins néo
apresenta cromossomos acrocéntricos, enquanto o de Balbina (Lima et al., 1998) e o
aqui descrito para Caracarai apresentam de 22 a 24 cromosSsomos acrocéntricos,
respectivamente. Os espécimes de Balbina apresentaram 2n=66 e NF=106, e 0s
espécimes de Caracarai apresentaram 2n=64 e NF=100, sendo que 0s espécimes
de Caracarai apresentam maior nimero de cromossomos acrocéntricos e o primeiro
par destes € muito maior que os demais acrocéntricos e ndo possui homologos na
composicao de Balbina.

O caridtipo apresentado por Leal-Mesquita (1991), atribuido a Makalata
armata da UHE Samuel estado de Rondobnia, apresenta 2n=70 e NF= 120, embora
ndo possua a morfologia publicada para comparacdo, podemos supor, pelos
nameros dipléide e fundamental apresentados pela autora, que se trata de um quinto
arranjo cariotipico para o género. A comparac¢do dos dados citogenéticos mostra a
existéncia de seis cariotipos distintos. Quatro destes caritipos tiveram
representantes sequenciados e utilizados nas analises filogenéticas que mostraram

quatro linhagens correspondendo aos quatro cariotipos: um de M. aff. didelphoides,
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um de M. aff. macrura e dois de M. didelphoides, que analisando juntamente com 0s
dados moleculares, sugere que M. didelphoides pode ser um complexo de espécies.

A figura 19 mostra o0 mapa das localidades de coleta dos espécimes de
Makalata e os arranjos cariotipicos disponiveis até o0 momento. A linhagem de M. aff.
macrura (tridangulos de 1-7) das ilhas do rio Negro foi atribuido o cariétipo A (em
rosa) embora geograficamente proxima da linhagem de M. aff. didelphoides
(pentdgonos 8, 9 e 15) com o cariétipo B (em azul), essas linhagens estao
separadas pelo rio Negro, e os cariotipos séo distintos no 2n e NF e na morfologia
dos cromossomos (Tabela 14). O cariotipo C (em verde claro) atribuido a linhagem
de M. didelphoides da margem esquerda do rio Branco das localidades 16 e 17,
possui arranjo distinto do cariétipo E (em verde) encontrado por Lima et al. (1998)
atribuido a um espécime de M. didelphoides coletado em Balbina, AM (localidade
24). A figura permite melhor comparacdo das propor¢cbes de cromossomos
metacéntricos/submetacéntricos (maior quantidade em E do que em C) e
acrocéntricos (maior quantidade em C do que em E). Alguns pares de cromossomos
de C ndo possuem homodlogos em E, deixando claro que s&o arranjos distintos
(valores de 2n e NF na tabela 14).

O caridtipo D (em verde mais escuro) atribuido a linhagem de M. didelphoides
do Cerrado de TO (localidade 20, Figural9), mostra apenas Ccromossomos
metacéntricos/submetacéntricos (2n e NF na tabela 14), e a morfologia deste
cariotipo é diferente da morfologia dos cariotipos C e E atribuidos & M. didelphoides
gue possui cromossomos acrocéntricos.

As andlises cariotipicas e filogenéticas sdo concordantes em mostrar M. aff.
didelphoides e M. aff. macrura como linhagens distintas das demais, e apontam mais
uma espécie dentro do que foi identificado como M. didelphoides. Apesar de
apresentarem o mesmo numero fundamental, os cariétipos de M. aff. didelphoides e
M. aff. macrura apresentam numero dipléide e a morfologia dos cariétipos distintos,
permitindo sua separagcdo em linhagens distintas. Aliado a isso, M. aff. didelphoides
apresentou maior relacao filogenética com M. didelphoides, reforcando a separacao
de M. aff. didelphoides e M. aff. macrura. Os dois caridtipos aqui atribuidos a
espécimes identificados como M. didelphoides diferem nos numeros dipldide e
fundamental, sendo impossivel derivar um cariétipo do outro sem rearranjos
citogenéticos complexos. Aliado a isso, as analises com marcadores mitocondriais e
nucleares colocam estes dois cariomorfotipos em grupos distintos, mostrando que
pertencem a linhagens distintas.
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ilhas do rio Negro, AM das localidades 1-7, de M. aff. didelphoides do interflivio entre os rios
Negro e Branco das localidades 8 e 9, de M. didelphoides da margem esquerda do rio
Branco, RR das localidades 16 e 17, M. didelphoides de Sao Valério da Natividade, TO da
localidade 20, M. didelphoides da UHE de Balbina, AM, retirado de Lima et al. (1998),
localidade 24 e M. armata = M. didelphoides da UHE de Samuel, RO, de Leal-Mesquita

(1991).

Tabela 15. Dados citogenéticos disponiveis para Makalata, discriminando o téxon,
localidade, nimeros diploide (2n) e fundamental (NF), e referéncia: 1 = este estudo, 2 =
Lima et al. (1998), 3 = Leal Mesquita (1991). Os estados brasileiro sdo: AM = Amazonas, RR
= Roraima, RO = Rondbnia.

Taxon Localidade 2n Nf Ref.
M. aff. macrura AM, Barcelos, llhas do Rio Negro 72 134 1
M. aff. didelphoides AM, Sta Isabel do Rio Negro, interflavio dos Rios 76 134 1
Negro e Branco
M. didelphoides RR, Caracarai, m. E. Rio Branco 64 100 1
M. didelphoides TO, Séo Valério da Natividade 68 132 1
M. didelphoides AM, Balbina 66 106 2
M. armata RO, Rio Jamari 70 120 3
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5.2. Relacdes filogenéticas

O monofiletismo encontrado nas analises filogenéticas para o género
Makalata, corrobora estudos anteriores com os marcadores mt-Cytb (Patton et al.,
2000; Galewski et al., 2005), exon 28-Vwf (Galewski et al., 2005), e com o0s
marcadores mt-Cytb e RAG1 (Patterson & Velazco, 2008). Entretanto, neste altimo
trabalho a analise com o marcador mitocondrial D-loop mostrou o género Makalata
sendo parafilético com Isothrix; os autores discutem que esta dissonancia no D-loop
seja devido as homoplasias existentes nesta sequéncia nao codificante.

As estimativas de distancia genética intraespecifica encontradas no presente
estudo foram bem amplas para M. didelphoides (0,1 a 12,2%), concordando com o
trabalho anterior em que 0s autores sugeriram a espécie como complexa e variavel
(Emmons, 2005). Apesar do maior numero de haploétipos utiliizados, a topologia aqui
apresentada para mt-Cytb foi semelhante as geradas em outros trabalhos com o
mesmo gene (Patton et al.,, 2000; Patterson & Velazco, 2008). As topologias
mostram Makalata como monofilético, M. didelphoides e M. macrura formando

clados separados e com alto suporte nos trés trabalhos (Figuras 9 e 18).

Rio Cenepa. Peri fa} j| p7494 ﬂrh‘lah&latadidelphuides ECH4
Rio Jurud (i) )| p15214 105 Makalata didelphoides TTS380
Rio Jurud (8) ) 15394 Makalata didelphoides LHES95
Rio Jurud ) MNFS465 Bialstn cdeipholdes
Rio Jad, AM D) INES2048 #1001 Makalata didelphoides LCPT00
Rio Jad, AM {c) Y1123 Makalata didelphoides UFMG3012
E — o Jad, AM (d) \NFS208 Makalata didelphoides LHEA54
3 99 Rio Purus, AM{T) |NPA24T4 *[73 . ;

—3 E[%Negr& 19 Co3s */98]r Makalata didelphoides LHEG00
*JEU Rio Negro, AM(8) G40 */92! Makalata didelphoides LHE632
| Rio Jurua (14) MNFS1717 /84 Makalatamacrura MNFSB94

H.-ul_rénez.Bcn!wahj TTS380 Makalata macrura  JLP15214
15_12",;,' Rio Hénaz, Bovia (h) TTS383
o] Ris Wénez, Bolva () JLS170 *166]  */99L Makalata macrura MNFS465
% Rio ténez, Bobva (h) LHE1323 Makalata macrura  JLP15394
oy,

18 Rio ténez, Bolia () ECH4 «7o5| [ Makalatamacrura DVWF466
B 1154% Rio Xingu, PA () LHEE54 Makalata macrura
% Rio Xingu. PA{g) LHEGOD U@ MNFSTTIT
3 Rio Xingu, PA(g) | HEG32 Makalata macrura  JLP7191

Rio Xingu, PA ) | HE595 Makalata macrura  JLP7197

Figura 18. Topologias com mt-Cytb publicadas por Patton et al. (2000) e Patterson &
Velazco (2008), com modificacdes

Tanto trabalhos anteriores (Patton et al., 2000; Patterson & Velazco, 2008)
como o presente estudo, mostram a monofilia de M. didelhophoides com alto suporte
(97% e 95% BS, respectivamente) e divididos em dois clados, um com haplétipos da
Bolivia (ambos com bootstrap 100%), e 0 outro com o restante dos haplo6tipos. Neste

segundo clado, o espécime LHE595 de Altamira, PA, ficou separado dos demais,
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nao se agrupando com os haplotipos da mesma localidade. Na andlise de rede esta
amostra (LHE595) também aparece separado dos demais, sugerindo que seja uma
linhagem distinta.

Para a espécie M. macrura o trabalho de Patton et al. (2000) apresenta dois
clados. O primeiro, apresenta apenas uma sequéncia (MNFS1717), do rio Jurua
(localidade 10, Figura 2) e o segundo esta divido em dois subgrupos, um com 0s
haplétipos do Arquipélado de Anavilhas, no rio Negro e do rio Purus (INPA 2474,
localidade 14, Figura 2), como grupo irméo dos clados com os haplotipos do rio Jadu,
AM, e segundo com amostras do Peru (JLP7191, localidae 23, Figura 2) e do rio
Jurua, AM (localidades de 12 e 13, Figura 2). No trabalho de Patterson e Velazco
(2008), o clado Macrura é composto apenas por haplétipos do rio Jurua, AM e do
Peru, ndo recuperando, portanto, a estruturacdo apresentada por Patton et al.
(2000). As sequéncias de Anavilhas, rio Negro e do rio Jau, néo estao disponiveis no
GenBank ou em outro banco de dados, sendo apresentadas apenas no trabalho de
Patton et al. (2000). No presente estudo incluimos todas as sequéncias utilizadas
por Patterson & Velazco (2008), a sequéncia INPA2474 do trabalho de Patton et al.
(2000), alem das sequéncias geradas neste trabalho. Neste estudo, o haplotipo de
Beruri, AM, rio Purus (INPA2474, localidade 14, Figura 2), aparece separado dos
demais, que formam um clado dividido em outros dois clados, um com os haplétipos
de Altamira, Miranda e Nova Empresa, todas localidades proximas ao rio Jurua no
estado do Amazonas (localidades 11,12 e 13, Figura 2),como grupo irmao do clado
com o haplétipo de Colocagédo do Vira — Volta, AM (localidade 10, Figura 2) e os
haplétipos do Peru (JLP 7191 e JLP7197, localidade 23, Figura 2).

As analises filogenéticas com mt-Cytb e éxon 28-Vwf e com estes genes
concatenados, apontam pelo menos quatro linhagens evolutivas distintas: (1) M.
macrura, (2) M. aff. macrura, (3) M. didelphoides, e (4) M. aff. didelphoides. Na
analise com mt-Cytb a linhagem M. didelphoides apresentou maior distancia
genética em relacdo as outras linhagens, e para o éxon 28-Vwf as maiores
distancias estdo entre M. didelphoides e M. aff. macrura. Apesar da proximidade
geografica das linhagens M. aff. macrura (das ilhas do rio Negro) e M. aff.
didelphoides (de Santa Isabel do Rio Negro, parte de Barcelos e parte de
Caracarai), elas ndo sao linhagens irmds e possuem estimativas de distancia
genética variando entre 17,1 a 18,2% para mt-Cytb e 1,3 a 2,4% para éxon 28-Vwf.
Os espécimes das ilhas do rio Negro (M. aff. macrura) agrupam em um clado tendo
como grupo irmao os espécimes de M. macrura, formando o grupo “Macrura”. Os
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espécimes de M.aff. didelphoides da margem esquerda do rio Negro e margem
direita do rio Branco se agruparam com espécimes de M. didelphoides, formando o
grupo “Didelphoides”. Em estudos anteriores M. macrura foi o0 nome utilizado para
designar as Makalatas da porgéao oeste da floresta amazonica e M. didelphoides os
espécimes a leste (Lara et al., 1996; Patton et al., 2000; Emmons, 2005; Emmons &
Patton, 2015). Nosso estudo mostra que a diversidade de Makalata € maior do que
esse arranjo, quando consideramos as linhagens M. aff. didelphoides e M. aff.
macrura.

A andlise de rede mostra a linhagem de M. aff. macrura quase tao distante de
M. macrura quanto a linhagem M. didelphoides. A linhagem M. aff. didelphoides
também apresenta uma distancia significativa da linhagem M. didelphoides. E
importante ressaltar a existéncia de grupos bem distintos entre 0 que chamamos de
M. didelphoides corroborando a hipétese de Emmons (2005) de que se trata de um
complexo de espécies.

Na topologia do marcador nuclear éxon 28-Vwf o haplétipo M. aff.
didelphoides (Hv15 que corresponde ao JAO2273) do PARNA Virua, margem direita
do rio Branco (localidade 15, Figura 2 ou 12), aparece agrupado com os haploétipos
de M. aff. macrura das ilhas do rio Negro, AM. Levantamos algumas hipoteses para
esta situacdo: (1) contaminacdo com material de M. aff. macrura, descartada apos
refeito, apenas para esta amostra em separado, todos o0s passos desde o
isolamento do DNA até o sequenciamento. (2) presenca de pseudogene (copia de
um gene que perdeu sua funcéo - Bensasson et al., 2001), embora o cromatograma
nao apresente picos duplos e a sequéncia ndo tenha stop codon, que Sa0 0S passos
para checar a possibilidade de pseudogene (Leite, 2012), esta hipotese ndo pode
ser de toda descartada. (3) presenca de polimorfismo ancestral - embora ndo sejam
simpatricas, as espécies M. aff. didelphoides e M. aff. macrura estéo
geograficamente préximas e é possivel que em um passado ndo muito distante,
estas espécies tivessem fluxo génico ou que tenham derivado de uma mesma
populacao (cladogénese), mantendo informacdes genéticas ancestrais recuperadas
no exon 28-Vwf. Os genes mitocondriais por terem uma taxa de substituicdo de
bases maior que o0s gene nucleares, ja diferenciaram a ponto de ndo mais
mostrarem conexdes entre estas linhagens (Loss, 2014).

A topologia do marcador mt-Col (Figural0) mostrou uma linhagem da reserva
de Iwokrama, ao norte do escudo das Guianas (localidades 25 a 28) em um clado
bem separado das demais amostras de Makalata, embora com baixo valor de
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suporte. Estas sequéncias foram retiradas do GenBank, ndo foram publicadas e as
amostras nao foram sequenciadas para outros marcadores, para comparacao.
Cogitando a possibilidade de pseudogene chegamos a presenca de stop codons e
possiveis mudangas no frame de leitura, ndo sendo encontrada nenhuma alteracao.
Sugerimos entdo uma hipdtese biogeografica para a topologia encontrada, os
haplétipos da Guiana que ficaram agrupados em um clado separado dos demais
haploétipos de Makalata sdo da reserva de lwokrama (localidade 25 a 28, Figura 19 e
20) que esta ao norte das terras altas do escudo das Guianas, ficando isolada das
demais localidades. Este isolamento geografico pode ter impedido o fluxo génico
com os demais espécimes das localidades da planicie ao sul da elevagédo. O outro
haplétipo da Guiana (Haplétipo Hcl8 da localidade 29, Figura 19 e 20), ndo agrupou
ao clado com os demais haplétipos da Guiana, agrupando com outros haplétipos
identificados como M. didelphoides. O haplétipo Hcl8 é da localidade de Alto
Takutu-Alto Essequibo, que esta ao sul das terras altas do escudo das Guianas,
isolada dos demais haplétipos deste pais pelas terras mais altas, este haplétipo esta
em terras baixas da formacdo do Graben de Takutu, o que possibilita o
deslocamento de individuos dessa localidade para as outras localidades nas terras
baixas do Brasil e Venezuela. A possibilidade de coneccéo entre as terras baixas da
Guiana e da bacia amazobnica, ajuda a compreender a proximidade das haplétipos
destas regioes (Haploétipos Hcl0, Hcl8, Hc20 e Hc21l, localidades 16 e 17, 29, 30 e
19 respectivamente, Figura 19). Apesar das distancias geograficas, os haplétipos da
Venezuela, sul da Guiana, Norte de Roraima e do sul do Tocantins estdo todos na
planicie da bacia amazénica.

O outro clado da topologia do mt-Col mostrou uma politomia na base, mas as
linhagens estéo agrupadas de forma parecida com a encontrada com o mt-Cytb: um
clado com a linhagem de M. aff. macrura, outro com a linhagem de M. didelphoides,
e um terceiro com a linhagem de M. aff. didelphoides.

Um resultado discordante na topologia do mt-Col em relagdo aos outros
marcadores, foi a sequéncia de Sao Valério da Natividade, TO (da linhagem M.
didelphoides). Este haplétipo aparece agrupado com os haplétipos de M. aff.
macrura, na topologia do mt-Col e nas analises dos outros marcadores, aparece
agrupado com M. didelphoides. As analises da amostra de S&o Valério da
Natividade foram refeitas desde o isolamento do DNA até o sequénciamento,
isoladamente, para descartar a hipotese de contameinacdo. Também foi descartada
a hipdtese de pseudogene, uma vez que o frame de leitura foi conferido, os stop
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codons néo foram encontrados, o cromatograma nao apresenta picos duplos, e o gel
da PCR apresentou apenas uma banda (Anexo 2). No entanto, a possibilidade de
pseudogene ndo pode ser totalmente descartada sem a realizagdo da clonagem

desse produto.
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Figura 19. Mapa com as localidades dos espécimes utilizados nas andlises moleculares, destacando
os rios e relevo proximos. Brasil : Amazonas , e Barcelos (1-7) ilhas proximas a margem direita (m.d.)
do rio Negro, (8) rio Arac4, igarapé do Bigorna; (9) Santa Isabel do Rio Negro, rio Preto; margem
esquerda (m.e.) do rio Jurua (10) Distrito de Fonte Boa, Colocacdo Vira-Volta, (11) Altamira, (12)
Nova Empresa, (13) Miranda, m.d do Jurua, (14) Beruri, m.d. Rio Purus. Roraima, Caracarai (15)
PARNA Virua, m.d.rio Branco, (16) m.e. Rio Branco, foz do rio Anaua, (17) m.e. rio Branco, rio Anaua.
Para, (18) Altamira, m.d. rio Xingu. Tocantins, (19) rio Santa Teresa, m.e. rio Tocantins; (20) Sdo
Valério da Natividade, m.d. rio Tocantins. Guiana Francesa : (21) Cayenne. Bolivia : Santa Cruz (22)
Flor de Oro, m.e. rio Iténez-Guaporé. Peru: (23) Huampani, m.e. rio Cenepa. Guiana: Potaro-
Siparuni, reserva lwokrama (25)Kabukalli Landing, (26) rio Burro Burro, (27) rio Siparuni, (28)
proximidades do Essequibo, (29) Alto Takutu-Alto Essequibo, sitio Dadanawa. (30) Venezuela:
Pozon, 50Km NE de Puerto Ayacucho. Quadrado = M. macrura, tridngulos = M. aff. macrura,
circulos= M. didelphoides, pentdgono= M. aff. didelphoides. Relevo do escudo das Guianas baseado
no mapa de Tom Hollowell, NMNH e do Planalto central foi gerado através do programa ArcView.
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Figura 20. Mapa mostrando o relevo da Guiana evidenciando os pontos amostrados. Retirado do
Google com relevo. Guiana: Potaro-Siparuni, reserva Iwokrama (25)Kabukalli Landing, (26) rio Burro
Burro, (27) rio Siparuni, (28) proximidades do Essequibo, (29) Alto Takutu-Alto Essequibo , sitio
Dadanawa.

A topologia gerada pelo marcador intron 7-Fgb mostrou uma politomia, nao
separando as espécies como 0s outros trés marcadores utilizados, e 0s suportes
para as analises apresentaram valores baixos (<60%). Novamente temos duas
hipéteses: (1) pseudogene, mas no cromatograma nao aparece picos duplos para as
sequéncias obtidas (Figura 1 do Anexo 3), e como intron ndo codifica, ndo existe
stop codons. No entanto, a falha no sequénciamento de um dos iniciadores pode
indicar que o amplicon seja um pseudogene e ndo o gene alvo, dificultando ou
impossibilitando a obtencdo da sequéncia (Leite, 2003). Tivemos dificuldades para
sequenciar a fita reversa de muitas amostras (ndo sequencia nada, ou somente
poucos pares de base) motivo pelo qual a arvore do intron 7-Fgb possui menor
namero de sequéncias para andalise, apesar da amplificacdo ter ocorrido com
sucesso. No entanto, isso pode apenas indicar que os iniciadores utilizados nao
eram adequados para todos os espécimes; (2) irradiacdo adaptativa - o intron 7 do

Fgb é conservado entre vertebrados, mas de evolucéo rapida e alta variabilidade,
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sendo muito usado para analises de grupos recentes (Prychitko & Moore,1997).
Prychitko & Moore (2000) propde que o intron 7- Fgb tem melhor sinal filogenético
para estudos com grupos que divergiram entrem 4 e 7 milhdes de anos. Segundo
Galewski et al.,(2005), a divergéncia entre as espécies conhecidas de Makalata (M.
macrura e M. didelphoides), para o marcador nuclear éxon 28-Vwf, é de 2,3 milhdes
de anos com variacao de (0,2 a 6,6). Portanto, é possivel que o género possua taxa
de substituicdo nucleotidica maior que a taxa de substituicdo deste intron, por isso a
topologia para o marcador intron 7 —Fgb mostra uma politomia.

As andlises de rede utilizando o mt-Cytb, assim como as arvores filogenéticas
apresentaram quatro, ou mais, linhagens evolutivas distintas, cada qual separada
por pelo menos 60 passos mutacionais. A maior distancia € a que separa as
linhagens de M. macrura e M. didelphoides (87 passos). Assim como estudos
anteriores (Patton et al., 2000; Emmons, 2005; Patterson & Velazco, 2008;), os
dados da analise de rede sugerem fortemente que M. didelphoides é um complexo
com linhagens distintas: (1) grupo M. aff. didelphoides com 2n=76 e NF=134 e 66
passos mutacionais separando-o do restante da rede, (2) grupo Bolivia com cariétipo
desconhecido e 71 passos mutacionais separando-o do restante da rede, (3)
haplétipo Altamira, PA com cariotipo desconhecido e 55 passos mutacionais
separando-o do restante da rede, (4) Caracarai na margem esquerda do rio Branco
com 2n=74 e NF=100 e 43 passos mutacionais separando-o do restante da rede, (5)
grupo Tocantins com 2n=68 e NF132, e o restante das amostras (Guiana Francesa,
PA). Em toda a rede ha diversos vetores médios que sugerem a presenca de
haplétipos ainda ndo amostrados ou extintos, mostrando que esse complexo de
espécies tem uma alta diversidade haplotipica.

As linhagens de M. macrura também apresentam uma alta diversidade e altas
estimativas de distancia genética, ficando clara a separacéo de M. aff. macrura com
2n=72 e FN=134 por 61 passos mutacionais de M. macrura (Figura 12), mas néo

temos dados de caribtipo e acesso aos cranios desse ultimo taxon.

5.3.  Variacao geografica

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho permite uma correlacdo com
a hipotese de barreira ribeirinha inferida por Wallace (1854) para o género de roedor
arboricola Makalata, ja que alguns rios da bacia Amazonica parecem funcionar como

barreira para o fluxo génico entre algumas linhagens deste género. A linhagem de
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M. aff. macrura (localidade destacada em rosa na figura 21) é restrita as ilhas do rio
Negro, proximas a Barcelos, AM e de acordo com os resultados obtidos mostrou-se
distinta das demais linhagens analisadas nos marcadores moleculares e
citogenéticos. Para a linhagem de M. aff. didelphoides (das localidades destacadas
em azul na figura 21) os rios Negro e Branco e o escudo das Guianas parecem
funcionar como barreiras geograficas, visto que individuos desta linhagem foram
encontrados apenas na area do interflivio destes rios, e essa linhagem divergiu das
demais linhagens nos marcadores citogenéticos e moleculares aqui utilizados.

A linhagem de M. didelphoides da margem esquerda do rio Branco
(localidades 16, 17) aparece isolada das demais por este rio e pelas terras altas do
escudo da Guiana (Figura 21). Esta linhagem diverge nas analises cariotipicas e
moleculares. A linhagem de M. didelphoides de Balbina esta na planicie amazbénica
mas é separada das demais linhagens pelo Escudo das Guianas e pelos rios
Amazonas e Negro e também mostrou caridtipo distinto. A linhagem de M.
didelphoides da Guiana Francesa esta isolada das demais linhagens pelo Escudo
das Guianas. A linhagem de M. didelphoides do planalto central, proximo ao rio
Tocantins na regido de Cerrado também é geneticamente distinta das demais
linhagens, e inserida em um bioma totalmente distinto. A linhagem de M.
didelphoides da Bolivia localizada ao sul do planalto central, na margem esquerda
do rio Iténez-Guaporé, também aparece separada das demais linhagens nas
analises filogenéticas.

Resumindo (Figura 21), dentro de M. didelphoides (localidades destacadas
em tons de verde), algumas possiveis barreiras atuais para as linhagens séo os rios
Branco, Negro e ltinerez-Guaporé e o escudo das Guianas: (A) espécimes da
margem esquerda do rio Branco estdo separados dos demais pelo rio Branco e
pelas terras altas do escudo das Guianas, (B) espécimes da Guiana Francesa estao
separados dos demais pelas terras altas formadas por varias serras, (C) a linhagem
do Tocantins € a Unica a ocupar terras do Cerrado, no alto rio Tocantins, (D) a
linhagem da Bolivia esta separada das demais pelo rio Itinerez (Guaporé no territorio
brasileiro). Estas dados se somam aos dados citogenéticos e moleculares em
mostrando a diversidade subestimada de Makalata.

A oeste do rio Madeira e sul do rio Solimdes estao distribuidos os espécimes
da linhagem de M. macrura (Figura 21, localidades destacadas em vermelho). Até o
presente momento nenhum cariétipo foi publicado sendo atribuido a esta linhagem,
impossibilitando inferéncias citogenéticas. Patton et al. (2000) inferiu que o rio Jurua
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ndo é barreira efetiva para os espécimes de Makalata encontrados nas margens
deste rio, possivelmente porque o rio Jurud é um rio de meandros, e ja os rios Negro
e Branco sdo rios de 4guas escuras ou barrentas e ndo sdo rios de meandro,

apresentando maior eficiéncia como barreira geogréafica.
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Figura 21. Mapa com as localidades dos espécimes utilizados, destacando os rios e relevo proximos
e as linhagens de Makalata. Brasil : Amazonas, e Barcelos (1-7) ilhas proximas a margem direita
(m.d.) do rio Negro, (8) rio Araca, igarapé do Bigorna; (9) Santa Isabel do Rio Negro, rio Preto;
margem esquerda (m.e.) do rio Jurua (10) Distrito de Fonte Boa, Colocacéo Vira-Volta, (11) Altamira,
(12) Nova Empresa, (13) Miranda, m.d do Jurud, (14) Beruri, m.d. Rio Purus. Roraima , Caracarai (15)
PARNA Virua, m.d.rio Branco, (16) m.e. Rio Branco, foz do rio Anaud, (17) m.e. rio Branco, rio Anaua.
Pard, (18) Altamira, m.d. rio Xingu. Tocantins, (19) rio Santa Teresa, m.e. rio Tocantins; (20) Sao
Valério da Natividade, m.d. rio Tocantins. Guiana Francesa : (21) Cayenne. Bolivia : Santa Cruz (22)
Flor de Oro, m.e. rio Iténez-Guaporé. Peru: (23) Huampani, m.e. rio Cenepa. Guiana: Potaro-
Siparuni, reserva lwokrama (25)Kabukalli Landing, (26) rio Burro Burro, (27) rio Siparuni, (28)
proximidades do Essequibo, (29) Alto Takutu-Alto Essequibo, sitio Dadanawa. (30) Venezuela:
Pozon, 50Km NE de Puerto Ayacucho. Quadrado/vermelho = M. macrura, tridangulos/rosa = M. aff.
macrura, circulos/verde= M. didelphoides, pentadgono/azul= M. aff. didelphoides. Relevo do escudo
das Guianas baseado no mapa de Tom Hollowell, NMNH e do Planalto central foi gerado através do
programa ArcView.
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6. CONCLUSAO

O intron 7 do Beta-fibrinogénio foi testado mas nao apresentou sinal
filogenético.

Os dados filogenéticos obtidos no presente estudo utilizando sequéncias de
DNA do citocromo b, citocromo oxidase subunidade |, e éxon 28 do Fator de Von
Willebrand mostram diferentes linhagens evolutivas dentro do género Makalata,
sendo elas M. macrura, M. aff. macrura, M. aff. didelphoides das ilhas do rio Negro, e
M. didelphoides dividida em: linhagem de Roraima a esquerda do rio Branco,
linhagem do escudo das Guianas, linhagem do Cerrado de Tocantins e da Amazénia
Paraense, linhagem da Bolivia, além de outros haplétipos disjuntos.

Foram descritos quatro novos cariotipos para espécimes identificados como
M. aff. macrura das ilhas do rio Negro com 2n=72 e FN=134, M. aff. didelphoides do
interflivio rios Negro-Branco com 2n=76 e NF=134, linhagem M. didelphoides do
Cerrado do Tocantins com 2n=68 e FN=132, linhagem M. didelphoides da margem
esquerda do rio Branco com 2n=64 e NF=100.

A partir dos padrdes filogeograficos dos espécimes estudados, podemos
inferir que os rios da bacia Amazbnica possuem grande importancia na distribuicao
das linhagens de Makalata: (1) os rios Negro e Branco parecem funcionar como
barreira ao fluxo génico entre a linhagem de M. aff. didelphoides e as demais
linhagens, (2) o rio Negro interfere também no fluxo de genes entre a linhagem de
M. aff. macrura que é restrita as suas ilhas, (3) o rio Branco separa a linhagem de M.
didelphoides com 2n=64 e NF=100, das demais, (4) o rio Iténez-Guaporé separa a
linhagem da Bolivia das demais, (5) e o escudo da Guiana contém a linhagem da
Guiana Francesa.

Os dados filogenéticos e citogenéticos apontam para a presenca de pelo

menos 5 linhagens evolutivas distintas, que necessitam ser descritas.
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8 Anexos
Anexo 1 — Protocolo de extracédo de DNA com Fenol-Cloroformio, adaptado de
Sambrook & Russel (2001).
Nomear dois tubos de 1,5ul (Tipo Eppendorf) para cada amostra a ser extraida.
12 Parte
1 Cortar o tecido com o bisturi em pedacos bem pequenos e macerar.
2 Acrescentar
500ul de tampéo de Lise (100mM de NaCl; 10mM de Tris pH7,5;
5mM de ETDA)
50ul de SDS 10%
5ul de Proteinase K
2ul de RNAse
3 Colocar no agitador e deixar de um dia para o0 outro.
22 Parte
1 Adicionar 500ul de Fenal,
Vortexar e centrifugar por 10min a 13000rpm,
Retirar a fase de baixo, deixando um pellet,
Adicionar 400ul de Cloroférmio,

Vortexar e centrifugar por 8min a 13000rpm.

2

3

4

5

6 Retirar a fase de baixo deixando um pellet,

7 Adicionar 400ul de Cloroférmio,

8 Retirar a fase de baixo deixando um pellet,

9 Centrifugar por 8min a 13000rpm

10 Retirar o SOBRENADANTE e colocar em outro tubo
No novo tubo:

Adicionar 800ul de Etanol Absoluto GELADO.

Centrifugar a 4°C por 30min a 13000rpm.

Descartar o Etanol.

Adiciona 800ul de Etanol 70% GELADO.

Centrifugar a 4°C por 30min a 13000rpm.

Descartar o Etanol.

~N o o~ WwON P

Deixar o tubo aberto na estufa a 37°C, ou na bancada de um dia para o outro
para secar.

8 Adicionar 30 a 50ul de tampao de eluigéo.
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Anexo 2 — Gel de PCR e cromatograma do marcador mit  ocondrial citocromo

oxidase subunidade 1

Figura 1. Resultado da PCR com o marcador mitocondrial citocromo oxidase
subunidade 1, evidenciando a presenca de uma Unica banda bem marcada.
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Figura 2. Cromatogramas para o marcador mt-Col, a primeira fita € a senso a segunda € a anti-senso
das sequéncias de CRB1793, CRB 2840, JAO2297 e CRB3717, respectivamente, evidénciando o

fragmento 5 AAGCACTGCTGTAATT 3.
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Anexo 3 — Gel de PCR e cromatograma do marcador nuc lear intron 7- Fgb

Figura 1. Resultado da PCR com o marcador nuclear intron 7- Fgb, evidenciando a
presenca de uma Unica banda bem marcada
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Figura 2. Cromatogramas para o marcador intron 7- Fgb, a primeira fita é a senso a segunda é a anti-
senso das sequéncias de CRB1801, JAO2273, CRB 2466, e CRB2840, respectivamente.
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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Arina Pacheco Magalhdes Lopes

Makalata € um género de roedor arboricola encontrado predominantemnete na
floresta Amazonica, atualmente com duas espécies reconhecidas (Makalata didelphoides e
M. macrura). Devido a dificuldade de coleta, hd poucos estudos a respeito deste género.
Existem publicados dois complementos cromossémicos atribuidos a M. didelphoides e
nenhum para M. macrura. Existem vérios estudos filogenéticos com Makalata mas apenas
dois focando no género especificamente. No presente estudo foram realizadas analises
citogenéticas e filogenéticas com quatro marcadores moleculares, citocromo b, citocromo
oxidase subunidade |, éxon 28 do fator de Von Willebrand e o intron 7 do Beta-fibrinogénio.
As andlises mostraram quatro diferentes linhagens evolutivas dentro do género Makalata:
(1) M. macrura do Brasil e Peru, com estruturacao geografica, (2) M. aff. macrura das ilhas
do rio Negro, (3) M. aff. didelphoides do interflGvio entre o rio Branco e o rio Negro e, (4) M.
didelphoides dividida em linhagem a esquerda do rio Branco, linhagem do escudo das
Guianas, linhagem da Amazodnia Paraense e do cerrado do Tocantins, e linhagem da
Bolivia. O intron 7 do Beta-fibrinogénio apresentou politomia para os dados analisados.
Foram descritos dois novos cariétipos um atribuido a M. aff. macrura, outro a M. aff.
didelphoides e dois novos caribtipos para M. didelphoides. Os padrdes filogeograficos
encontrados sugerem que alguns rios da bacia amazbnica e o escudo das Guianas
possuem importancia na distribuicdo das linhagens de Makalata e que podem estar
funcionando como barreiras geograficas. Os dados filogenéticos e citogenéticos sao
congruentes e indicam a presenca de pelo menos quatro linhagens evolutivas distintas além

das linhagens ja conhecidas, e que necessitam ser descritas.

Palavras chave: gene mitocondriais e nucleares, cariotipo, rato de espinho arboricola

do fucinho vermelho
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN BIODIVERSIDADE E SAUDE

Arina Pacheco Magalhdes Lopes

Makalata is an arboreal rodent genus predominantly found in the Amazon forest,
currently two recognized species (Makalata didelphoides and M. macrura). Due of the
difficulty of collecting these specimens, there are few studies of this kind. In the literature
there are two karyotipes attributed to M. didelphoides and neither for M. macrura. There are
a lot of phylogenetics studies with Makalata, nevertheless there are only two studies about
the genus especifically. In this study were performed cytogenetic and phylogenetic analyzes
with four molecular markers, cytochrome b, cytochrome oxidase subunit I, exon 28 of the von
Willebrand factor and intron 7 Beta-fibrinogen. These analyzes showed different evolutionary
lineages within the genus Makalata: (1) M. macrura in Brazil and Peru, with geographic
structure, (2) M. aff. macrura in the islands of the Rio Negro, (3) M. aff. didelphoides in the
interfluve between the Branco River and the Negro River, and (4) M. didelphoides divided in
lineage to the left of the Branco River, lineage of the Guianas Shield, lineagen the Amazon of
Para and cerrado of Tocantins, and lineage of Bolivia. The intron 7 of Beta-Fibrinogen
polytomy presented to the analyzed data. Were we described two new karyotypes assigned
to one for M. aff. macrura, another M. aff. didelphoides and two new karyotypes of M.
didelphoides. The found phylogeographic patterns suggest that some rivers of the Amazon
basin and the Guianas shield have importance in the distribution of Makalata lineages and
can be functioning as geographic barriers. The phylogenetic and cytogenetic data are
consistent and indicate the presence of at least four distinct evolutionary lineage addition to

already known strains, and need be described.

Keywords: mitocnondriais and nuclear genes, karyotype, red nosed rat
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1 INTRODUCAO

A ordem Rodentia é a radiacdo que obteve o melhor sucesso adaptativo
dentre os mamiferos, presente em todos os continentes e representando cerca de
40% da diversidade dos mamiferos viventes (Musser & Carleton, 2005; Upham &
Patterson, 2012). Dividida em cinco subordens e aproximadamente 34 familias,
apresenta ampla diversidade ecolédgica, morfoldgica e taxonémica (Wilson & Reeder,
2005). Devido a essa grande diversidade, os roedores sdo bons representantes para
estudos biogeogréficos, ecoldgicos e evolutivos (Huchon, 1999).

A familia Echimyidae é uma das mais antigas da América do Sul, com
registros fosseis que datam entre o médio Eoceno e o Oligoceno, um dos mais
antigos para roedores (Emmons et al., 2015). E a familia mais abundante em
espécies (91 espécies viventes) e com a maior diversidade ecolégica (Upham &
Patterson, 2015). Essa familia possui géneros de habitos terrestres como
Proechimys e Thrichomys, arboricolas como Echimys, Makalata e Isothrix, semi-
fossoriais como Clyomys, e semi-aquatico como Myocastor (Lara et al.,, 1996;
Upham et al., 2013; Upham & Patterson, 2015). Encontrados desde a América
Central até a Argentina, sdo conhecidos como ratos de espinho por apresentarem
pelos aristiformes, flexiveis e achatados (Lara et al., 1996; Emmons, 2005; Galewski
et al., 2005; Upham et al., 2013). Os equimideos de habito arboricola sédo pouco
representados nas colecdes dos museus, devido a amostragem inadequada do
dossel ou por serem realmente escassos na natureza (Patton et al., 2000; Bonvicino
et al., 2003), portanto, os limites genéricos e as relagdes entre estes roedores ainda
sdo poucos estudados (Patton et al., 2000). A familia Echimyidae é composta por
quatro subfamilias: Echimyinae, Eumysopinae, Dactylomyinae e Myocastorinae
(Lara et al., 1996; Galewski et al., 2005; Upham & Patterson, 2012; Upham et al.,
2013; Emmons et al., 2015). A subfamilia Echimyinae possui representantes
exclusivamente arboricolas e com pelos aristiformes, patas curtas e cauda longa
(maior que o comprimento do corpo), com atualmente nove géneros, Callistomys,
Diplomys, Echimys, Isothrix, Makalata, Pattonomys, Phyllomys, Santamartomys e
Toromys (Emmons, 2005; lack-Ximenes et al., 2005a, Emmons et al., 2015).

Em 1809, Cuvier descreveu o primeiro género de equimideo (Echimys) para
alocar o ja descrito Myoxus chrysurus Zimmermann 1780, cuja nova combinacdo
passou a ser Echimys chrysurus. Atribuindo a autoria a Geoffroy St.-Hilaire,

Desmarest em 1817 descreveu seis novas espécimes alocadas ao género Echimys:
1



E. hispidus, E. spinosus, E. cayennensis, E. setosus, E. dactylinus, e E. didelphoides
(Emmons et al., 2015). Nos anos de 1838 e 1840 Isidore Geoffroy St.- Hilaire dividiu
0 género Echimys em trés géneros: Dactylomys, Echimys e Nelomys, dentro deste
altimo o autor colocou, Nelomys cristatus, N. paleaceus, N. semivillosus, N. blainvillii,
N. armatus, N. didelphoides (Emmons et al., 2002, 2015). Nos mesmos trabalhos,
St.-Hilaire prop6s a divisdo da familia Echimyidae em trés subfamilias Echimyinae,
Dactylomyinae e Eumysopinae, esta classificacdo continua sendo utilizada nos dias
de hoje, com apenas o acréscimo da subfamilia Myocastorinae (Lara et al., 1996,
Leite & Patton, 2002; Galewski et al., 2005; Upham & Patterson, 2012; Upham et al.,
2013; Emmons et al., 2015).

1.1. Género Makalata

O género Makalata foi criado por Husson em 1978 para alocar os espécimes
de Nelomys armatus Lichtenstein, 1830 que passaram a combinacdo de Makalata
armata. O holétipo de Echimys didelphoides Desmarest, 1817 € um individuo jovem
de Makalata armata (Emmons, 1993), como a descricdo de M. armata data de 1838,
sendo posterior a descricdo de Echimys didelphoides em 1817, o nome valido
passou a ser Makalata didelphoides, sendo Makalata armata considerada um
sinbnimo junior. Makalata € o género mais complexo da subfamilia Echimyinae,
atualmente com apenas trés espécies reconhecidas, Makalata macrura Wagner,
1842, Makalata didelphoides Desmarest, 1817 e Makalata obscura Wagner, 1840
(Emmons & Patton, 2015).

Makalata didelphoides Desmarest, 1817 coloragao variando entre ferrugineo e
amarelado com tracos pretos, parte mais posterior do corpo e comec¢o da cauda e
focinho em notalidades bem alaranjadas. Cauda menor que o comprimento do corpo
com pélo apenas na base. Ventre amarelo esbranquicado, patas curtas e largas de
coloracdo avermelhada. Possuem habito noturno, solitario e arboricola, alimenta-se
de frutos, sementes verdes e alguns tipos de folhas, sendo mais comum em florestas
de varzea (Emmons & Patton, 2015). A espécie ocorre do norte da Venezuela,
passando pela Guiana, Guiana Francesa até a Amazonia oriental, principalmente a
leste dos rios Negro e Madeira, nos estados do Maranh&o e Ceard, e no nordeste da
Bolivia (Figura 1, Emmons & Patton, 2015). Em sua descrigdo Desmarest aponta a
localidade tipo de M. didelphoides como sendo América do Sul, sem maiores

especificacoes.



Makalata macrura Wagner, 1842 muito semelhante a M. didelphoides, mas
com ventre marron acinzentado (Emmons & Patton, 2015). Também possui parte
mais posterior do corpo e focinho alaranjados. Geralmente encontrada em planicie
sazonal inundada, mata de varzea ou igapé (Hice & Velazco, 2012), tendo como
localidade tipo Borba, na foz do rio Madeira no Amazénas. A espécie ocorre do
oeste da bacia Amazobnica (margem esquerda do rio Negro até proximo ao rio
Madeira), incluindo Venezuela e o sudeste da Coldombia, leste do Equador e norte e
centro do Peru (Emmons & Patton, 2015; Figural).

Makalata obscura Wagner, 1840 esta espécie foi descrita a partir de dois
espécimes coletados por Spix no Brasil, a descricdo ndo € precisa, caracterizando o
espécime como de corpo robusto, patas curtas e cauda grossa, pelagem escura com
tonalidades de amarelo e ventre amarelo (Emmons & Patton, 2015). Emmons (2005)
apos analises morfologicas infere que esta espécie é muito parecida com M.

didelphoides e talvez seja apenas uma variacéo desta.
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Figura 1. Mapa com a distribuicdo das espécies de Makalata, segundo Emmons & Patton (2015). Em
vermelho a distribuicdo de M. macrura e em verde a distribuicdo de M. didelphoides. Os circulos
representam as localidades dos espécimes ja cariétipados para o género (1-Balbina, AM; Lima et al.,
1998 e 2-Samuel, RO; Leal-Mesquita, 1991) e a estrela representa a localidade tipo de M. macrura
(Borba, AM).




1.2. Estudos cariolégicos e filogenéticos

As analises cariologicas em vertebrados auxiliam a tragar a historia evolutiva
de um ou véarios cromossomos, podendo estabelecer relacdes de parentesco,
principalmente quando analisados junto com sequéncias de DNA (Kasahara, 2009).
Os rearranjos cromossOmicos sao eventos relativamente raros, com taxa minima de
homoplasia, o que torna a citogenética uma ferramenta importante para estudos
sistematicos (Nagamachi et al., 2015).

Para os roedores, grupo com alta similaridade morfoldgica entre as espécies,
onde variagBes ambientais influem na variacdo fenotipica (Dobigny et al., 2002), a
analise cariotipica tem se mostrado util para decisdes taxondmicas. Um exemplo na
familia Echimyidae é o género Proechimys Allen, 1899, que possui muitas espécies
cripticas (morfologicamente similares) e numero diploide variando de 14 a 62 de
acordo com a espécie (Ribeiro, 2006; Eler et al., 2012).

Devido a dificuldade em se coletar espécimes de Makalata, os trabalhos
citogenéticos com representantes deste género sdo raros, existindo apenas dois
complementos cromossdmicos ja publicados até o momento. O cariotipo de um
espécime do rio Jamari em Rondénia, identificado como M. armata mostrou 2n=70 e
NF=120 (Leal Mesquita, 1991), e outro de um espécime identificado como M.
didelphoides da Hidrelética de Balbina, rio Uatuma, estado do Amazbnas, que
mostrou 2n=66 e NF=106 (Lima et al., 1998). At¢é o momento, nenhum individuo
identificado como M. macrura foi cariotipado.

Andlises filogenéticas sdo amplamente utilizadas em estudos taxonémicos e
filogeogréficos para avaliar areas mais diversas, endémicas, oferecendo meios de
testar hipoteses de diversificagcdo (da Silva & Patton, 1998). Muitos estudos
filogenéticos com a familia Echimyidae utilizaram sequéncias de Makalata no
conjunto de dados (da Silva & Patton, 1993; Lara et al., 1996; Da Silva & Patton,
1998; Galewski et al., 2005; Upham & Patterson, 2012; Upham et al., 2013). No
entanto, existem poucos estudos com a variacdo dentro do género, com excec¢ao do
amplo estudo sobre mamiferos do rio Jurud (Patton et al., 2000) onde as relacdes
intragenéricas de Makalata e sua distribuicdo ao longo deste rio foram abordadas.
Outro estudo, focado no género Isothrix, utilizou dentre outros Echimyidae, 17
sequéncias de Makalata, apresentando algumas consideracdes sobre este género
(Patterson & Velazco, 2008).



1.3. Estudos biogeograficos

Existem trés hipdteses que surgiram na tentativa de explicar a alta
diversificacdo de espécies observadas nas planiceis da bacia Amazébnica, sédo elas
(1) hipdtese de refugio (Vanzolini & Williams,1970; Prance 1982), (2) hipdtese de
gradiente ecologico (Endler, 1977,1982) e (3) hipotese de rios como barreira. Esta
altima, criada por Alfred Russell Wallace em 1854, quando observando a
abundancia e as relacbes entre as espécies de primatas ao longo do rio Amazonas,
sugeriu que os grandes rios amazoénicos (como os rios Negro, Madeira e Amazonas)
representariam uma barreira para o fluxo génico, promovendo a divergéncia genética
entre as popula¢gdes de cada margem. Esta hipétese tem como pressuposto a ideia
de que a populacao inicial teria sido dividida pelo rio, interrompendo o fluxo génico
entre as populacdes atuais, ficando efetivamente separadas (Gascon et al., 2000;
Nascimento et al., 2013; Leite & Rogers, 2013). Esta hipétese gerou muitos estudos
que visam testar os padrbes de diferenciacdo das espécies entre as populacdes de
cada margem dos rios (Gascon et al.,, 2000). Estudos sobre a fauna e a extenséo
desta pelos biomas ajudam a entender como as espécies se diferenciaram, a
existéncia de endemismos e a complexidade da diversidade biologica (Nascimento
et al., 2013; Leite & Rogers, 2013).

Para muitas espécies de vertebrados, os rios funcionam como barreira
geografica, separando e impedindo o fluxo génico entre as populac¢des, provocando
diversificacao e especiacado. Estudos com anfibios e aves tem suportado a hipotese
de que os rios amazbnicos funcionam como importante barreira geografica,
separando as espécies (Aleixo, 2006; Chevirona et al., 2005; Funk et al., 2007).
Estudos com pequenos mamiferos também mostram que os rios tem interferéncia no
fluxo genéticos de algumas espécies (Patton et al., 1994; Da Silva & Patton, 1998;
Nascimento et al., 2011). Entre esses estudos, destacamos estudos que apontam o
rio Negro como barreira para o fluxo génico entre espécies de primatas e roedores
(Da Silva & Patton, 1998; Bonvicino et al., 2003; Bonvicino & Weksler,2012; Leite &
Rogers, 2013). Aqui, a hipotese dos rios como barreiras foi testada com amostras de

Makalata.



2. Objetivos

Analisar as relacdes filogenéticas, a variacdo cariotipica e o padrao de
distribuicdo dos espécimes de Makalata, com foco nos individuos coletados na
Amazoénia brasileira nos municipios de Barcelos, Santa Isabel do Rio Negro no
estado do Amazonas e Caracarai no estado de Roraima, e no Cerrado do Brasil
central no municipio de Séao Valério da Natividade no estado de Tocantins. Foram
utilizados dados cariotipicos e sequéncias de marcadores mitocondriais e nucleares.
Especificamente pretende-se:

1) Descrever e analisar a variagdo cariotipica em amostras disponiveis para este
estudo;

2) Avaliar as relacdes filogenéticas dos espécimes utilizando sequéncias de DNA
dos genes mitocondriais citocromo b e citocromo oxidase subunidade I, e do
marcadores nucleares, éxon 28 do fator de Von Willebrand e intron 7 do Beta-
fibrinogénio;

3) Analisar, a partir dos padrdes filogeograficos dos espécimes estudados, a

presenca de possiveis barreiras geograficas



3. Material e métodos

3.1. Amostras

As amostras analisadas neste estudo consistem em células em suspensao e
tecido hepatico, coletadas previamente, totalizando 20 espécimes de Makalata.
Destas, 19 sdo da Amazonia, sendo 13 de Barcelos e Santa Isabel do Rio Negro, no
estado do Amazonas (Figura 2, localidades 1 a 9), seis de Caracarai no estado de
Roraima (Figura 2, localidades 15 a 17), e um da regido de Cerrado no sul do estado
de Tocantins (Figura 2, localidade 20). Encontram-se depositados no Laboratério de
Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatorios, |IOC, Fiocruz, Brasil.
No mapa da Figura 2 estdo plotadas as localidades dos espécimes utilizados nas
analises moleculares, localidades de 1 a 20 sdo de sequéncias obtidas neste

trabalho, as demais localidades sao de sequéncias obtidas no GenBank.
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Figura 2. Mapa com as localidades dos espécimes utilizados nas analises moleculares, destacando
os rios proximos. Brasil : Amazonas , e Barcelos (1-7) ilhas proximas a margem direita (m.d.) do rio
Negro, (8) rio Aracd, igarapé do Bigorna; (9) Santa Isabel do Rio Negro, rio Preto; margem esquerda
(m.e.) do rio Jurud (10) Distrito de Fonte Boa, Colocacdo Vira-Volta, (11) Altamira, (12) Nova
Empresa, (13) Miranda, m.d do Jurud, (14) Beruri, m.d. Rio Purus. Roraima, Caracarai (15) PARNA
Virua, m.d.rio Branco, (16) m.e. Rio Branco, foz do rio Anaud, (17) m.e. rio Branco, rio Anaua. Para,
(18) Altamira, m.d. rio Xingu. Tocantins, (19) rio Santa Teresa, m.e. rio Tocantins; (20) S&o Valério
da Natividade, m.d. rio Tocantins. Guiana Francesa : (21) Cayenne. Bolivia : Santa Cruz (22) Flor de
Oro, m.e. rio Iténez-Guaporé. Peru: (23) Huampani, m.e. rio Cenepa. Guiana: Potaro-Siparuni,
reserva lwokrama (25)Kabukalli Landing, (26) rio Burro Burro, (27) rio Siparuni, (28) proximidades do
Essequibo, (29) Alto Takutu-Alto Essequibo, sitio Dadanawa. (30) Venezuela: Pozon, 50Km NE de
Puerto Ayacucho. Quadrado = M. macrura, triangulos = M. aff. macrura, circulos= M. didelphoides,
pentagono= M. aff. didelphoides.



Para facilitar a exposicdo e compreensao dos dados, as linhagens que
encontramos diferentes das linhagens ja existentes (M. macrura e M. didelphoides),
nomeamos de M. aff. macrura e M. aff. didelphoides.

Tabela 1. Lista das amostras de Makalata sequenciadas neste trabalho discriminando a
espécie, numero de campo (ID), sexo (S) e localidade de coleta. Os estados do Brasil sdo:
AM=Amazobnia, RR=Roraima, e TO=Tocantins.

Espécie ID S Localidade de coleta
M. aff. didelphoides CRB1793 F AM, Barcelos, rio Araca, lgarapé do Bigorna
M. aff. didelphoides CRB1801 M AM, Barcelos, rio Aracd, lgarapé do Bigorna
M. aff. didelphoides CRB2496 F AM, Santa Isabel do rio Negro, rio Preto
M. aff. didelphoides JAO2273 M RR, Caracarai, Parque Nacional do Virua
M. aff. macrura CRB2466 F AM, Barcelos,rio Negro, llha do Itamaraty
M. aff. macrura CRB2568, CRB2569 F AM, Barcelos,rio Negro, llha
M. aff. macrura CRB2626, CRB2627 M AM, Barcelos, rio Negro, Ilha do Urumari
M. aff. macrura CRB2628 F AM, Barcelos, rio Negro, Ilha do Urumari
M. aff. macrura CRB2832 M AM, Barcelos, rio Negro, Ilha do Tigre
M. aff. macrura CRB2839 M AM, Barcelos, rio Negro, Illha Giriau
M. aff. macrura CRB2840 M AM, Barcelos, rio Negro, Ilha Budari
M. aff. macrura CRB2841 F AM, Barcelos, rio Negro, llha Cururu
M. didelphoides CRB3717 M TO, Séao Valério da Natividade
M. didelphoides JAO2291 F RR, Rio anaud, préximo ao rio Branco
M. didelphoides JAO2295 M RR, Caracarai, rio Anaua
M. didelphoides JAOZ?&%;Z'%%ZZW’ F RR, Caracarai, rio Anaua

3.2. Analises citogenéticas

Todas as células em suspenséo foram obtidas no campo por cultura de curta
duracdo seguindo o protocolo descrito por Andrade e colaboradores (2004). No
laboratorio, as células em suspensao foram lavadas pelo menos duas vezes com
fixador Carnoy (3 volumes metanol, 1 volumes acido acético). Para montagem das
laminas, os tubos contendo a suspenséao celular foram centrifugados por 10 minutos
a 1.500rpm, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido com
pipeta Pasteur. As laminas foram lavadas com detergente neutro, mergulhadas em
Etanol e secas com gase. Para pingar o material cada lamina foi mergulhada em
metanol 70%, deixando escorrer o excesso em papel absorvente e a uma distancia

de aproximadamente 15cm da lamina uma gota da suspenséao celular foi pingada e a



lamina flambada. A qualidade do material (crescimento celular, choque hipotdnico) e
concentracdo das metafases foram verificadas ao microscopio invertido. Aqui 2n

refere-se ao namero dipléide e NF ao nimero fundamental autossémico.

3.2.1. Coloragao convencional e bandeamentos

As laminas com boas metafases foram envelhecidas um dia e coradas
utilizando solucédo de Giemsa 5% diluida em tampéao Fosfato 0,1M (53,7ml NaH2PO4,
46,3ml Na2HPO4, agua deionizada em quantidade suficiente para completar 1000ml)
por 10 minutos. As laminas foram lavadas em agua corrente, secas e analisadas ao
microscopio oOptico com camera digital acoplada. As fotos das metafases foram
capturadas através de um programa de captura e edicdo de imagem (Q-Capture Pro
7) e as melhores foram impressas para montagem dos cariétipos.

O bandeamento GTG foi realizado seguindo o protocolo de Seabrigth (1971)
com modificagcbes. As laminas foram lavadas em agua corrente, utilizando
detergente neutro, colocadas em éter e secas com papel absorvente, pingadas
conforme a técnica descrita acima e foram envelhecidas um dia. No dia sequinte a
tripsina para a digestdo das proteinas, foi preparada na propor¢cdo de 0,050g de
tripsina para 50ml de solucédo salina de Hanks (6,759 Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, 1g NaHCOs, 0,5ml Fungizona, 1ml Penicilina, 50ml Streptomicina). As
laminas foram mergulhadas na solucdo de tripsina por 30 a 45 segundos e
imediatamente lavadas em agua destilada. Ap6s secas foram mergulhadas no
corante por 10 minutos, lavadas em agua corrente, secas e foto-documentadas ao
microscopio.

Para o bandeamento CBG (Heterocromatina Constitutiva) foi seguido o
protocolo de Sumner (1972) com modificagbes. As laminas foram pingadas conforme
descrito acima e envelhecidas por sete dias. Depois foram tratadas em solucao de
2xSSC (17,53g NaCl, 8,82g Citrato de Na, 900ml de agua deionizada) em banho
Maria a 60C por 15 minutos, lavadas em agua corren te e mergulhadas em solucéo
de &cido cloridrico (HCL) na concentracdo de 0,2N por 15 minutos a temperatura
ambiente, lavadas em &gua corrente e secas. Em seguida submersas numa solucéo
filtrada de Hidroxido de Bario [Ba(OH)28H20] a 5% a temperatura de 60T por 30 a
45 segundos, lavadas rapidamente em acido cloridrico a concentracdo de 2N e em
seguida em agua corrente. Depois de secas, as laminas foram incubadas novamente
em solucdo de 2xSSC, & 60T por 30 minutos, lavadas em &gua corrente e secas

para serem coradas em Giemsa 5% por 20 minutos.



Foram fotografadas e contadas 20 metafases de cada amostra das
localidades foco deste estudo. Destas, foram escolhidas as cinco melhores
metéfases para serem impressas, recortadas e montadas. As analises de banda
GTG e CGB foram realizadas e utilizadas para comparacdo das metafases e

confirmacédo da montagem do cariotipo.

3.3. Andlises filogenéticas
A nomenclatura dos genes seguiu a disponivel no site UniProt

http://www.uniprot.org, especifica para roedores (acesso em 13.06.2016).

3.3.1. Isolamento do DNA, amplificacdo e purificagd o

O DNA foi isolado a partir de tecido hepatico (conservado em alcool etilico
absoluto) utilizando de protocolo fenol-cloroférmio adaptado (Anexo |) de Sambrook
& Russell (2001). Para checar a qualidade do DNA extraido, as amostras foram
corridas em gel de agarose a 0,8% e observadas em transiluminador de ultra violeta
(Gel Logic 200, Carestream Health). Apos a extracéo, os fragmentos de DNA foram
amplificados através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés
Polimerase Chain Reaction). Para isso, foram escolhidos dois genes mitocondriais, 0
citocromo b (mt-Cytb) completo, com 1140 pares de bases, por ter um bom sinal
filogenético, para a maioria dos mamiferos e ser amplamente utilizado nos estudos
filogenéticos e filogeograficos (Patterson & Velazco, 2008), e o citocromo oxidase
unidade 1 (mt-Col) parcial, com 657 pares de base, por sua utilizacdo no projeto
Barcoding (http://brbol.org/'DNA Barcode' de Tetrapoda: Constru¢cdo de uma Rede
Integrada de 'DNA Barcode' de Anfibios, Répteis, Aves e Mamiferos). Além destes,
foram escolhidos dois marcadores nucleares que possuem uma menor taxa de
substituicdo nucleotidica que os genes mitocondriais (Springer et al., 2001). O intron
7 do gene nuclear Beta-fibrinogénio (intron 7-Fgb), com 745 pares de base, foi
escolhido por suplementar os dados de sequéncias mitocondriais e ser muito
empregado em inferéncias filogenéticas de taxons recentes e por ter evolu¢cdo mais
rapida (Prychitko & Moore, 1997, 2000, Nascimento et al., 2013). O éxon 28 do gene
nuclear fator de Von Willebrand (éxon 28-Vwf), com 1143 pares de base, foi
escolhido por ser muito usado para reconstrucoes filogenéticas de mamiferos nos

varios niveis taxonémicos (Huchon & Douzery, 2001; Galewski et al., 2005).
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As reacoes foram realizadas em termociclador (Veriti 96 well Thermal Cycler,
Applied Biosystems) utilizando iniciadores e ciclagens especificas para cada gene
(Tabelas 2 e 3). Para um total de 50yl de reacéo foi adicionado 1ul de DNA (de 100
ng/ul), 0,4ul dNTPs (25 yM/ml), 0,5ul de cada iniciador (10 pmol/ pl), 5ul tampéo de
amplificacdo 10X, 2ul de MgSO4 e 0,3ul de polimerase Taq Platinum (Invitrogen) e
40,3ul de agua ultra pura. Para confirmacdo da presenca dos amplicons, 3ul de
produto de PCR foram homogenizados com 2ul de corante de &cidos nucléicos
GelRed e submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,5%) com tampéao de
NaOH 1X pH8 (0,4gr NaOH, 2,75gr Acido Bérico, H20 g.s.p. 1000ml), observadas no
transiluminador ultra violeta (Gel Logic 200, Carestream Health), acoplado ao
programa Quantity One que fotodocumenta os geéis. As amostras devidamente
amplificadas foram purificadas utilizando o conjunto de reagentes de purificacédo
illustra GFX™ PCR DNA & Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Os produtos purificados foram novamente corridos
em gel de agarose (1,5%) para checar a qualidade das bandas obtidas para entéao

realizar a reacao de sequenciamento.

Tabela 2. Iniciadores usados para amplificacdo (asterisco) e sequenciamento dos
marcadores mt-Cytb, mt-Col, intron 7-Ffg e éxon 28-Vwf com as sequéncias, sentido das
fitas e referéncia (ref) 1. Irwin et al. (1991), 2. Smith & Patton (1993), 3. Cassens et al.
(2000), 4. Casado et al. (2010), 5. Matocq et al. (2007), 6. Ward et al. (2005), 7. Presente
estudo.

Iniciadores Sequéncias Fita Ref
L14724* 5' CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG 3' Senso 1
MVZ16 5' A AATAGGAARTATCATTCTGGTTTRAT 3' anti-senso 2
mt-Sot in 2 5 TGAGGACAAATATCATTYTGAG 3 senso 3
mt-Cytb rev* 5 GAATATCAGCTTTGGGTGTTGRTG 3 anti-senso 4
_ *

BL7-mammL* 5 A cCCCAGTAGTATCTGCCGTTTGGATT 3 senso 5
Bfib-mammu* . . .

5' CACAACGGCATGTTCTTCAGCAC 3 anti-senso 5
FishF1COI* 5" TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 3 senso 6
FishR1COI* 5 TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA 3 anti-senso 6
VWEF A* 5 CTGTGATGGTGTCAACCTCACCTGTGAA 3 senso 7
VWEF B* 5' TCGGGGGGAGCGTCTCAAAGTCCTGGATG 3 anti-senso 7
VWF B2 5 GCAGGGTTTCCTGTGACCATGTAGACCA 3 anti-senso 7
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Tabela 3. Ciclagens utilizadas para os marcadores mitocondriais (mt-Cytb, mt-Col) e
nucleares (intron 7-Fgb, éxon 28-Vwf), especificando as temperaturas e 0s tempos em
segundos (seg) ou minutos (min).

Gene Des Ciclos Extensao
mt-Cytb 94°C 2min 35 ciclos (94°C 45seg, 48°C 45seqg, 72°C 90seqg) 72°C 4min
mt-Col 94°C 2min 5 ciclos (94°C 30seg, 42°C 30seg, 72°C 1min)  72°C 1min

5 ciclos (94°C 30seg, 40°C 30seg, 72°C 1min)
25 ciclos (94°C 30seg, 38°C 30seg, 72°C 1min)
intron 7-Fgb | 94°C 4min 35 ciclos (94°C 45seg, 58°C 30seg, 72°C 90seg) 72°C 4min
éxon 28-Vwf | 94°C 2min 35 ciclos (94°C 45seqg, 65°C 45seq, 72°C 90seg) 72°C 4min

3.3.2. Sequenciamento e alinhamento

Os produtos purificados foram sequenciados com o conjunto de reagentes
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, seguindo as recomendac¢des do
fabricante. As reacfes foram preparadas da mesma forma para cada amostra com
cada um dos iniciadores separadamente. Para um volume de 10upl de reacédo
utilizou-se: 2ul do produto purificado (Template), 1,5yl de tampdo Ready Reaction
Kit, 1ul do tampé&o BigDye Sequencing Buffer (5x), 1ul de iniciador (3,2 pmol/ ul,
Tabela 2) e 4,5ul H20 ultra pura. As reacdes foram realizadas no termociclador
(Veriti 96 well Thermal Cycler, Applied Biosystems). O sequenciamento foi realizado
no sequenciador automatico “ABI 3130xI” Genetic Analyser (Applied Biosystems) da
plataforma de sequenciamento da Divisdo de Genética do Instituto Nacional de
Cancer (INCA). As sequéncias obtidas foram editadas utilizando os programas
Chromas Lite (McCarthy et al., 1998), Chromas Pro versdo 1.45 (McCarthy et al.,
1998) e alinhadas manualmente no MEGA verséo 6 (Tamura et al., 2013).

Com base em analises filogenéticas preliminares as amostras utilizadas foram
separadas em dois grupos nomeados Macrura (M. macrura e M. aff. macrura) e
Didelphoides (M. didelphoides e M. aff. didelphoides), listadas nas tabelas 4 e 5,
respectivamente, assim como amostras adicionadas do GenBank e seus respectivos
nameros de acesso. As amostras previamente sequenciadas foram obtidas em um

trabalho de monografia em 2004 que n&o resultou em artigo cientifico.
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3.3.3. Filogenia e filogeografia

A identificacdo dos haploétipos foi realizada com o programa DnaSP verséo 5
(Librado & Rozas, 2009) e, para numerar os diferentes haplétipos, foi escolhida a
opcéo “delecéo par a par” (pairwise deletion) para que o maximo de caracteres fosse
utilizado em cada comparacdo, no caso de dados ausentes. Para as analises de
distancia genética foi utilizado o algoritmo de distancia de Kimura-2-parametros
(K2p: Kimura,1980), utilizando a opcdo de delecdo completa, realizadas no
programa MEGA versdo 6 (Tamura et al., 2013). O modelo de substituicdo K2p
corrige para multiplas substituicbes na mesma posicdo, levando em conta a
diferenca de frequéncia entre transicbes e transversdes, assumindo frequéncias
iguais entre os quatro nucleotideos e que as taxas de substituicdes ndo variam entre
as posicoes.

O modelo de substituicdo para as analises filogenéticas foi escolhido pelo
teste de AIC do inglés “Akaike Information Criterion” (Akaike, 1973) com correcgoes
(Hurvich & Tsai, 1988; Burnham & Anderson, 2003), atraves do programa jModelTest
versdo 2.1.7 (Darriba et al., 2012). As analises de Maxima Verossimilhaca (MV)
foram realizadas com o programa PhyML versédo 3.1 (Guindon & Gascue, 2003) e a
confiabilidade dos ramos foi calculada com o método de reamostragem de bootstrap
utiizando 1000 geracdes. As andlises de Inferéncia Bayesiana (IB) foram
processadas no programa MrBayes versao 3.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) e o
valor de suporte usado para os agrupamentos foi a probabilidade posterior obtida em
10000 geracdes, removendo 10% das arvores iniciais.

Para calcular e gerar a rede de haplétipos através da andlise de Median-
Joining (MJ) utilizou-se o programa Network versao 4.6.1.3 (Bandelt et al., 1999) que
adota a parcimonia como critério. Esta analise foi realizada apenas para o marcador
mitocondrial Citocromo b, sendo uma analise com todos os haplotipos e outras duas
com cada complexo (Macrura e Didelphoides) em separado.

Para as analises das arvores filogenéticas foram adicionadas ao conjunto de
dados sequéncias de Echimys chrysurus (MBF73) e Isothrix negrensis (CRB2432),
sequénciadas neste estudo para todos os marcadores analisados e Mesomys
hispidus (CRB2054) para os marcadores mt-Cytb, mt-Col e éxon 28-Vwf. Para as
analises com os marcadores mt-Cytb e éxon 28-Vwf foram ainda adicionadas as
sequéncias de Toromys grandis (FMNH92198) disponivel no GenBank, com o0s

codigos de acesso KF590699 e KF590676, para cada marcador respectivamente.
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Tabela 14. Amostras do complexo Didelphoides utilizadas nas analises moleculares, com nimeros de campo ou de museu (ID), nimeros de
acesso ao GenBank para cada marcador, localidade e referéncias (Ref). 1= presente estudo, 2= previamente sequenciadas, 3= Da Silva &
Patton (1993), 4. Patton et al. (2000), 5. Engstrom et al. (ainda n&o publicado).

Taxon ID mt-Cytb mt-Col éxon 28-Vwf Localidade Ref
M. aff. didelphoides CRB1793, EU302690.1, Sem GB Sem GB BR: AM, Barcelos, rio Araca, lg. Bigorna 1,2
CRB1801 EU302691.1
M. aff. didelphoides CRB2496 EU302692.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Santa Isabel do Rio Negro, rio Preto 1,2
M. aff. didelphoides JAO2273 Sem GB Sem GB Sem GB BR: RR, Caracarai, PARNA Virua 1
M. didelphoides CRB3717 Sem GB Sem GB Sem GB BR: TO, Sao Valério da Natividade 1
M. didelphoides JAO2291 Sem GB Sem GB Sem GB BR: RR, Caracarai, rio Anaua-rio Branco 1
M. didelphoides JAO2295, Sem GB Sem GB Sem GB BR: RR, Caracarai, rio Anaua 1
JAO2297,
JAO2311
M. didelphoides LHES54, L23361.1, Sem GB Sem GB BR: PA, Altamira, m.d. rio Xingu 3
LHES95, L23362.1,
LHEG632 L23364.1
M. didelphoides LHE600/T3530 L23363.1 Sem GB AJ849311.1 BR: PA, Altamira, m.d. rio Xingu 3
M. didelphoides V1251, V1566 EU302704.1, Sem GB Sem GB GF: Cayenne 2
EU302705.1.
M. didelphoides ECH4, TTS380, EU313230.1, Sem GB Sem GB BO: Santa Cruz, Flor de Oro, m.e. rio Iténez, 4
TTS383 EU313233.1, Prq Noél Kempff Mercado
EU313234.1
M. didelphoides LCP700 EU313231.1 Sem GB Sem GB BR: TO, rio Santa Teresa 4
M. didelphoides ROM107837, Sem GB JF458607.1, Sem GB VE: Pozon, 50Km a NE de Puerto Ayacucho 5
M. didelphoides ROM109023, Sem GB JF458608.1, Sem GB GY: Potaro-Siparuni, reserva Iwokrama 5
ROM111775. JF458626.1.
M. didelphoides ROM119133 Sem GB JF458622.1, Sem GB GY: Acima de Takutu Essequibo, sitio 5
Dadanawa
M. didelphoides ROM107377, Sem GB JF458610.1, Sem GB GY: Potaro-Siparuni, reserva Iwokrama, rio 5
ROM107375, JF458613.1, Burro burro
ROM107374, JF458614.1,
ROM107362, JF458617.1,
ROM107371, JF458627.1,
ROMF39480, JF444311.1,

14



ROM107376 JF458612.1
M. didelphoides ROM109072, Sem GB JF458609.1, Sem GB GY: Potaro-Siparuni, reserva Iwokrama, rio 5
ROM107100, JF458624.1, Siparuni
ROM107373, JF458623.1,
ROM109074, JF458625.1,
ROM109166, JF458618.1,
ROM109236, JF458619.1,
ROMF38836, JF458611.1,
M. didelphoides ROM109073, Sem GB JF458615.1, Sem GB GY: Potaro-Siparuni, Kabukalli Landing, 5
ROM107372, JF458616.1, reserva lwokrama
ROMF39284, JF458620.1,
ROM111609, JF458621.1,
ROM111622, JF458628.1,
ROM111621 JF458629.1
M. didelphoides LCP716/ EU313232.1 JF297658.1  JF297707.1 BR:TO, rio Santa Teresa 4
UFMG3012
Abreviag@es: |.= ilha, Ig.= Igarapé, m.e.= margem esquerda, Prg.=parque. BO= Bolivia, PE= Peru, GF=Guiana Francesa, GY=Guiana, 0s

estados brasileiros (BR) sdo: AM=Amazénia, PA=Par4, RR=Roraima, TO=Tocantins. Sem GB=sem numero de acesso ao GenBank.
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Tabela 5. Amostras do complexo de espécies Macrura utilizadas nas analises moleculares, nimeros de campo e/ou museu (id), numeros de
acesso ao GenBank para cada marcador, localidades e referéncias (ref). 1= presente estudo, 2= previamente sequenciadas, 3= Silva &

Patton(1993), 4= Patton et al. (2000), 5= Patterson & Velazco (2008).

Taxon ID mt-Cytb mt-Col éxon 28-Vwf Localidade Ref
M. aff. macrura |CRB2466 EU302694.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Barcelos, rio Negro, I. do Itamaraty 1,2
M. aff. macrura |CRB2568 EU302695.1, Sem GB Sem GB BR: AM, Barcelos, rio Negro, I. 1,2
CRB2569 EU302696.1
M. aff. macrura |CRB2626 EU302697.1, Sem GB Sem GB BR: AM, Barcelos, rio Negro, I. do Urumari 1,2
CRB2627 EU302698.1,
CRB2628 EU302699.1
M. aff. macrura |CRB2832 EU302700.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Barcelos, rio Negro, I. do Tigre 1,2
M. aff. macrura | CRB2839 EU302701.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Barcelos, rio Negro, I. Giriau 1,2
M. aff. macrura |CRB2840 EU302702.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Barcelos,r io Negro, |. Budari 1,2
M. aff. macrura |CRB2841 EU302703.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Barcelos, rio Negro, |. Cururu 1,2
M. macrura JLP15214/T3521 L23356.1 Sem GB AJ849312.1 BR: AM, perto de Miranda, rio Jurua 3
M. macrura JLP15394 L23357.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Nova Empresa, m.e. rio Jurua 3
M. macrura JLP7191 L23358.1 Sem GB Sem GB PE: Huampami, rio Cenepa 3
M. macrura INPA2474 L23359.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Beruri, m.d. rio Purus 3
M. macrura MNFS465 L23360.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Nova Empresa, m.e. rio Jurua 3
M. macrura DWF466 EU313235.1 Sem GB Sem GB 5
M. macrura JLP7197 EU313236.1 Sem GB Sem GB PE: Huampami, rio Cenepa 5
M. macrura MNFS1717 EU313237.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Colocacdao Vira-Volta, m.e. rio Jurua, lg. 4
Arabidi
M. macrura MNFS894 EU313238.1 Sem GB Sem GB BR: AM, Altamira, m.e. rio Jurua 4
Abreviaces: i. = ilha, ig.= igarapé, m.e.= margem esquerda, PE= Peru, o estado brasileiro (BR) ¢ AM=Amazénia. Sem GB= sem ndimero de

acesso do GenBank
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4. RESULTADOS

4.1. Andlises cariotipicas

Foram encontrados quatro cariotipos entre as amostras estudadas, todos eles
inéditos. O primeiro cariétipo encontrado foi de M. aff. macrura das ilhas do rio
Negro. Para caracterizacdo do caridtipo foram cariotipados o0 macho CRB2839 e a
fémea CRB2841 que mostraram 2n=72 e NF=134 (Figura 3). O complemento
autossémico € composto por 32 pares de cromossomos de dois bragos variando
gradativamente em tamanho de grande a pequeno, e 3 pares de acrocéntricos
pequenos. O cromossomo sexual, X é um submetacéntrico grande e o0 Y é um
cromossomo acrocéntrico pequeno. Nao foi possivel encontrar metafases completas
com banda CGB e GTG.

O segundo caridtipo encontrado de M. aff. didelphoides. Para a
caracterizacdo do mesmo foram cariotipados o macho CRB1801 e a fémea
CRB2496 que mostraram um cariétipo inédito com 2n=76 e NF=134 (Figura 4). O
complemento autossémico é composto por 30 pares cromossomos de dois bracos,
sendo um submetacéntrico grande, o maior da composi¢cao, e o restante variando
gradativamente em tamanho de grande a pequeno, e 7 pares de acrocéntricos,
sendo o primeiro par maior que os demais, que nao possuem grande variacdo em
tamanho. O cromossomo sexual X é um metacéntrico grande e 0 Y 0 menor
cromossomo de dois bracos da composicdo. As bandas CBG e GTG nao foram
possiveis para estes espécimes devido a pouca quantidade de metafases nas
preparacgoes.

O terceiro caridtipo foi encontrado em M. didelphoides de Caracarai, estado
de Roraima. Para a caracterizacdo do cariétipo, foram cariotipados o macho
JAO2295 e a fémea JAO2298 que mostraram 2n=64 e NF=100 (Figura 5). O
complemento autossémico é formado por 19 pares de cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, variando em tamanho de grande a pequeno, € 24 cromosSsomos
acrocéntricos, sendo o primeiro par maior, com quase o dobro do tamanho em
relacdo aos demais que possuem pouca variagdo de tamanho entre eles. O
cromossomo sexual X é um submetacéntrico grande e 0 Y é um cromossomo
metacéntrico pequeno. As bandas GTG e CBG (Figuras 6 e 7) ajudam a confirmar a
montagem do caridtipo em coloragdo convencional, por evidenciarem a posi¢cao do

centrébmero no caso da banda CBG, e por facilitarem o pareamento em GTG. O
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bandeamento CBG, mostrou bandas positivas para todos os cromossomos, salvo o

cromossomo sexual Y, que totalmente heterocromético.

Y e dx &% w0 By wx
PE @D BX RN /SRR e
AR RBE A Res W xun e

Bets w @B BB AR Mm BA -
@R N8 (KX e ,

’\”r“ BN an

XY

Figura 3. Cari6tipo de M. aff. macrura em coloracé@o convencional do macho CRB2839 com
2n=72 e NF=134.
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Figura 4. Cari6tipo de M. aff. didelphoides em coloracdo convencional com 2n=76 e NF=134,
do macho CRB1801 em cima, e da fémea CRB2496 em baixo.
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Figura 5. Carittipos de M. didelphoides em coloracéo convencional com 2n=64 e NF=100,
acima macho JAO2295 e abaixo fémea JAO2298, ambos de Caracarai, RR.
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Figura 6. Cariétipo de Makalata didelphoides com 2n=64 e NF=100 do espécime JAO2295 d'de
Caracarai, RR, com banda GTG
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Figura 7. Cari6tipo de Makalata didelphoides com 2n=64 e NF=100 do espécime JAO2295 &
de Caracarai, RR, com banda CBG.

O quarto caridtipo encontrado no macho CRB3717, Unico espécime de
Makalata didelphoides de Sao Valério da Natividade. Este novo cariotipo possui
2n=68 e NF=132, e o complemento autossémico é formado por 33 pares de
cromossOémos metacéntricos e submetacéntricos que variam de tamanho grande a
pequeno. (Figura 8). O cromossomo sexual X é um submetacéntrico grande e 0 Y
um metracéntrico pequeno, o menor da composicdo. Ndo foi possivel obter
nenhuma das bandas para esta preparacéo.
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Figura 8. Cari6tipo de M. didelphoides em coloragé@o convencional com 2n=68 e NF=132, do
espécime macho CRB3717 de Séo Valério da Natividade, TO.
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4.2. Analises filogenéticas

Os resultados obtidos para cada gene sdo apresentados separadamente.
Para o gene mt-Cytb foram sequénciados apenas seis amostras de M. didelphoides
da regido de Caracarai, RR, uma vez que as demais amostras ja haviam sido
sequenciadas e estdo disponiveis no GenBank. Para o0 mt-Col e o0 éxon 28-Vwf,
foram sequenciadas 10 M. aff. macrura, cinco M. didelphoides e quatro M. aff.
didelphoides e para o intron 7-Fgb foram sequenciadas nove M. aff. macrura e duas
M. didelphoides e trés M. aff. didelphoides. N&o foi possivel sequenciar as demais
amostras com este marcador devido a problemas com o sequenciamento da fita
reversa. No intuito de descartar a possibilidade de contaminagéo, para todas as
amostras que apresentaram resultados discordantes entre as topologias, foram
refeitos todos os passos desde a extracdo de DNA, para cada uma destas amostras

em separado.

4.2.1. Gene mitocondrial citocromo b - mt-Cytb

Foi sequenciado o mt-Cytb completo de cinco amostras de M. didelphoides e
analisadas com as 33 sequéncias de mt-Cytb de Makalata disponiveis ho GenBank
(Tabelas 4 e 5). A analise das 39 sequéncias revelou nove sequéncias e nove
haplétipos de M. macrura, 10 sequéncias e cinco haplétipos de M. aff. macrura, 16
sequéncias e 13 haplétipos de M. didelphoides, e quatro sequéncias e quatro
haplétipos de M. aff. didelphoides (Tabela 6), totalizando 31 haplotipos. As
estimativas de distancia genética intraespecifica (Tabela 7) variaram de 0,1 a 7,0%
para M.macrura, de 0,1 a 12,2% para M. didelphoides, de 0,1 a 0,5% para M. aff.
macrura, e de 0,2 a 2,8% para M. aff. didelphoides. As estimativas de distancia
genética interespecifica variaram de 17,1 a 18,2% entre M. aff. macrura e M. aff.
didelphoides, 13,1 a 17,8% entre M. macrura e M. didelphoides, 13,4 a 17,3% entre
M. aff. macrura e M. didelphoides, 10,1 a 13,9% entre M. aff. didelphoides e M.
didelphoides e 9,2 a 11,2% entre M. macrura e M. aff. macrura.

O modelo evolutivo de substituicdo de bases que melhor explicou o padrao de
diferenciacao entre as sequéncias de mt-Cytb de Makalata foi o HKY (Hasegawa et
al., 1985) + | (sitios invariaveis) + G (distribuicAio gamma) que é um modelo que
assume frequéncias de base iguais e considera as taxas de transicoes e
transvers6es como sendo igual a um. As arvores resultantes da analise Bayesiana
(IB) e de Maxima Verossimilhanca (MV) foram geradas utilizando este mesmo

modelo. As analises de MV e IB geraram topologias semelhantes confirmando o
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monofiletismo de Makalata [1 probabilidade posterior (pp) e 99% bootstrap(BS)] e
das espécies M. didelphoides e M. macrura. Os haplotipos de Makalata aparecem
divididos em dois clados, um com M. didelphoides e M. aff. didelphoides, aqui
designado complexo Didelphoides,e o outro com Makalata macrura e M. aff.
macrura, aqui designado complexo Macrura (Figura 9).

O clado complexo Didelphoides, com altos valores de suporte [1 probabilidade
posterior (pp) e 91% bootstrap (BS)], ficou dividido em dois grupos, um com
haploétipos de M. didelphoides (0,8 pp, 79% BS) e outro com haplétipos do interflvio
dos rios Negro e Branco (1 pp, 100% BS), sugerindo uma linhagem diferente de M.
didelphoides, aqui nomeada de M. aff. didelphoides. No clado M. didelphoides os
haplotipos da Bolivia (1 pp, 100% BS) se separaram do clado com os demais
haplétipos (1 pp, 88% BS). Neste ultimo clado, o haplétipo LHE595 de Altamira, PA
€ a primeira linhagem a divergir seguida do clado (1 pp, 99% BS) com haplétipos de
Caracarai, e do clado com o restante dos haplétipos (1 pp, 97% BS). Neste ultimo
clado o haplétipo de Cayenne aparece como grupo irmao do clado com haplétipos
do TO e PA (1 pp, 84% BS), com os haplétipos de localidades do Tocantins (1 pp,
100% BS) agrupados a parte do clado com haplétipos do Para (1 pp, 100% BS,
Figura 9).

O complexo Macrura (1 pp, 100% BS) aparece dividido em dois clados, um
com haplétipos de M. macrura (1 pp, 91% BS) como grupo irmao do clado (1 pp,
100% BS) com haplétipos das ilhas do rio Negro, aqui designados M. aff. macrura. O
clado dos haplotipos de M. macrura aparece dividido em dois, um apenas com 0
haplétipo de Beruri, AM, e o outro (1 pp, 98% BS) com o restante dos hapl6tipos
divididos em dois grupos, um com haplotipos do Peru e de Colocacéo do Vira —Volta
sem suporte, e outro (0,9 pp, 96% BS) com haplotipos da regido do rio Jurua, no

estado do Amazonas.
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Tabela 15. Lista de haplétipos do mt-Cytb, discriminando o taxon, nimero de campo ou museu (ID),
namero do GenBank, e localidade de coleta. BO= Bolivia, GF= Guiana Francesa, PE= Peru. Os estados
brasileiros (BR) sdo Amazonas (AM), Paré (PA), Roraima (RR) e Tocantins (TO). Ig. = igarapé, |.= ilha

do rio Negro, PARNA=Parque Nacional. m.e.=margem esquerda

Hap Taxon ID GENBANK Localidade
HA M. aff. macrura CRB2841 EU302703.1 BR: AM, Barcelos, I. Cururu
HA M. aff. macrura CRB2466 EU302694.1 BR: AM, Barcelos, I. do Itamaraty
HA M. aff. macrura CRB2627, EU302698.1, BR: AM, Barcelos, I. do Urumari
CRB2628 EU302699.1
HB M. aff. macrura CRB2568, EU302695.1, BR: AM, Barcelos, I.
CRB2569 EU302696.1
HC M. aff. macrura CRB2626 EU302697.1 BR: AM, Barcelos, I. do Urumari
HC M. aff. macrura CRB2839 EU302701.1 BR: AM, Barcelos, |.Giriau
HD M. aff. macrura CRB2832 EU302700.1 BR: AM, Barcelos, I.do Tigre
HE M. aff. macrura CRB2840 EU302702.1 BR: AM, Barcelos, |. Budari
HF M. macrura JLP7191 L23358.1 PE: Huampami (Aguaruma Village), rio
Cenepéa
HG M. macrura JLP7197 EU313236.1 PE: Huampami (Aguaruma Village), rio
Cenepa
HH M. macrura JLP15214  L23356.1 BR: AM, perto de Miranda, rio Jurua
HI M. macrura JLP15394 L23357.1 BR: AM,Nova Empresa, m.e. rio Jurua
HJ M. macrura MNFS465 L23360.1 BR: AM,Nova Empresa, m.e. rio Jurua
HK M. macrura MNFS894 EU313238.1 BR: AM, Altamira, m.e. rio Jurua
HL M. macrura MNFS1717 EU313237.1 BR: AM, Colocacao Vira-Volta, m.e. rio Jurud,
Ig. Arabidi
HM M. macrura DWF466 EU313235.1
HN M. macrura INPA2474  L23359.1 BR: AM, Beruri, m.d. rio Purus
HO | M. aff. didelphoides CRB1793 EU302690.1 BR: AM, Barcelos, rio Aracd, Ig. Bigorna
HP | M. aff. didelphoides CRB1801 EU302691.1 BR: AM, Barcelos, rio Araca, |g. Bigorna
HQ | M. aff. didelphoides CRB2496 EU302692.1 AM, Santa Isabel do Rio Negro, rio Preto
HR | M. aff. didelphoides JAO2273 BR: RR, Caracarai, PARNA Virua
HS M. didelphoides JAO2291 BR: RR, rio Anaué préximo ao rio Branco
HS M. didelphoides JAO2295 BR: RR, Caracarai, rio Anaua
HT M. didelphoides JAO2297 BR: RR, Caracarali, rio Anaua
HU M. didelphoides JAO2311 BR: RR, Caracarali, rio Anaua
HV M. didelphoides CRB3717 BR: TO, Sao Valério da Natividade
HW M. didelphoides ECH4 EU313230.1 BO: Sta Cruz, Flor de Oro,rio Iténez, m.e.,
PARNA Noél Kempff Mercado
HW M. didelphoides TTS383 EU313234.1 BO: Sta Cruz, Flor de Oro,rio Iténez, m.e.,
PARNA Noél Kempff Mercado
HX M. didelphoides V1251, EU302704.1, GF: Cayenne
V1566 EU302705.1
HZ M. didelphoides LHES554 L23361.1 BR: PA, Altamira, m.e. rio Xingu
HAA M. didelphoides LHES595 L23362.1 BR: PA, Altamira, m.d. rio Xingu
HAB M. didelphoides LHE600 L23363.1 BR: PA, Altamira, m.d. rio Xingu
HAC M. didelphoides LHE632 L23364.1 BR: AM, Altamira, m.e. rio Xingu
HAD M. didelphoides TTS380 EU313233.1 BO: Sta Cruz,Flor de Oro, m.e. rio Iténez,
PARNA Noél Kempff Mercado
HAE M. didelphoides LCP700 EUS313231.1 BR: TO, rio Santa Teresa
HAF M. didelphoides LCP716 EU313232.1 BR: TO, rio Santa Teresa
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Tabela 7. Estimativas das distancias genéticas (em porcentagem) entre haplétipos de Makalata com mt-Cyth, com o modelo de Kimura 2-
parametros. Para identificacdo dos haplotipos veja Tabela 7.

Hap Amostas HB HC HA HE HD HF HG H HM H HH HK HL HN HO HP HQ HR HS HU HT HAC HX HZ HAE HAF HAB HV HAA HW
HB  CRB2568

HC  CRB2839 0,2

HA CRB2841 04 02 Makalata aff. macrura
HE  CRB2840 04 03 01

HD  CRB2832 04 03 04 05

HE JP719T 92 92 94 95 97

HG  JP7197 94 94 95 97 98 01

H o JLP15394 95 95 94 95 100 30 28

HM  DWF466 92 92 94 95 97 32 31 01

H]  MNFS465 98 98 97 95 103 35 34 05 23 Makalata macrura
HH  JLPIS214 103 104 102 103 107 35 34 23 31 28

HK MNFSS94 99 99 98 99 104 44 43 27 27 32 38

HL  MNFSI717 101 101 103 104 103 46 44 58 56 61 61 65

HN  INPA2474 11,0 111 111 112 112 65 64 64 61 67 62 68 70

HO  CRBL793 172 172 174 172 171 172 170 160 157 163 180 162 169 189

HP  CRBISOL 17,5 175 176 175 174 176 174 163 160 167 183 166 172 189 0.2 Makalata aff. didelphoides
HQ  CRB249 180 180 181 179 178 174 172 162 159 165 185 160 170 188 09 09

HR  JA02273 181 181 182 181 180 184 183 179 169 183 192 178 184 194 24 24 28

HS  JA02295 164 164 163 164 167 168 170 161 166 164 164 163 164 156 118 118 123 122

HU  JAO2311 165 165 164 165 168 168 17,0 161 166 164 164 159 164 156 121 121 125 124 04

HT  JA02297 169 169 168 169 173 176 178 169 174 172 172 171 172 163 125 125 129 124 06 10 o
HAC  LHE632 139 141 143 144 143 154 156 143 148 146 149 148 149 153 102 102 101 117 81 84 88 Makalata didelphoides
HX VISt 161 161 161 162 165 159 161 144 150 151 160 149 157 164 118 118 119 124 82 86 89 53

HZ  LHESSA 143 144 146 147 146 154 156 146 151 149 153 151 149 156 105 105 104 11,7 84 87 91 03 55

HAE  LCP700 134 136 138 139 141 149 151 141 142 144 144 151 146 159 124 124 122 137 85 90 92 36 54 39

HAF  LCP716 137 138 140 141 143 151 153 143 145 146 146 153 148 161 126 126 124 139 87 91 94 38 55 40 01

HAB  LHE600 160 162 163 164 164 155 157 147 148 150 163 151 150 167 11,0 11,0 111 11,1 88 90 95 03 53 01 39 41

HV  CRB3717 157 157 157 158 160 151 153 143 144 146 162 152 148 170 122 122 123 127 89 91 96 37 52 39 04 05 40

HAA  LHES9S 152 154 154 155 157 144 142 131 133 137 150 134 144 155 123 123 125 134 101 103 102 95 92 98 93 95 97 92
HW  ECH4 169 170 169 167 172 164 162 149 149 152 155 154 159 164 113 116 117 130 106 106 114 111 118 114 120 122 114 121 113
HAD  TTS380 165 167 165 164 172 167 166 152 152 156 159 157 165 167 116 11,9 120 133 106 106 114 108 118 11,1 120 122 111 121 113 05

24



Rio Cenepa

30
0

RioiTacanting

19,520

991

100/1 HAD
4[HW } BO: Santa Cruz, Flor de Oro (22)

HAE
1001 HAF JBR: TO, rio Santa Teresa (19)

|

a1 1V BR:TO, Sdo Valério da Natividade (20)
790 HAB . .
1001 HZ  |BR: PA, Altamira (18) M. didelphoides

GF: Cayenne (21)
91/1

'HAC
HX
BR: RR, Caracarai m. e. rio Branco

HT
HS
HU (16e17)

HAA  BR: PA Attamira (18)

RioiOrinoco 25-28 o
I?:Esse:_l_i?;o 21
(]
168 P
=5}
i B. gkr-fio 3.’31130?
i, egee 1 7 I?noéa'.\l'ré
Rio Solimdes &
24 Rio Amazonas
10m T
Riodurua ] 18
11 1.3 RiolPurus 14 RioXingu
|
12 Rio;Madeira
Rio [ténezzGuapore
@
22
L Toromys grandis
0.05

Mesomys hispidus

{HP } BR: AM, rio Araca (8) M. aff. didelphoides
100/1 HO .
-HQ BR:AM, Santa Isabel do Rio Negro (9)
—HR BR: RR, Caracarai , PARNA Virud (15)
HM
HK BR: AM, Altamira (11)
HJ
%109 HI } BR: AM, Nova Empresa (12)
981 HH BR: AM, Miranda (13) M. macrura
HG -
911 HE }Peru, Huampami (23)
HL BR:AM, Colocacéo do Vira-Volta (10)
100/1 HN BR: AM, Beruri (14)
HA
100/1 HE )
Echimys chrysurus _ BR: AM, Barcelos, M. aff. macrura
[sothrix negrensis HB ilhas dorio Negm (1-?)
HC

Figura 9. Topologia de ML para o género Makalata com o mt-Cytb. Os nimeros préximos aos ramos sdo os valores de bootstrap = 60 e a direita,
probablilidade posterior =2 0,6. Para identificacdo dos hapl6tipos ver tabela 6. No mapa a cor dos pontos das localidades segue a mesma dos ramos dos

haplétipos na

topologia e 0s

ndmeros

entre

paréntesis

25

séo referentes as localidades do mapa.



4.2.2. Gene mitocondrial citocromo oxidase subunida  de 1- mt-Col

As analises das sequéncias do mt-Col de cinco amostras de M. didelphoides
obtidas neste trabalho e 25 disponiveis no GenBank revelaram 13 haplétipos, as
qguatro sequéncias de M. aff. didelphoides aqui obtidas revelaram quatro haplétipos,
e as 10 amostras de M. aff. macrura aqui sequénciadas revelaram quatro haplétipos,
num total de 21 haplétipos para este marcador (Tabela 8). As estimativas de
distancia genética intraespecificas com o modelo Kimura 2-parametros (Tabela 9)
variaram de 0,2 a 0,6% para M. aff. macrura, de 0,2 a 1,8% para M. aff.
didelphoides, e de 0,2 a 14,5% para M. didelphoides. As estimativas de distancia
genética interespecificas (Tabela 9) variam de 9,0 a 12,3 entre M. aff. didelphoides e
M. didelphoides, de 11,6 a 15,0 entre M. aff. macrura e M. didelphoides, e de 12,1 a
12,7 entre M. aff. didelphoides e M. aff. macrura.

O modelo evolutivo de substituicdo de bases que melhor explicou o padrao de
diferenciacdo entre as sequéncias de mt-Col de Makalata foi o TrN (Tamura & Nei,
1993) + G (distribuicdo gamma) que € um modelo que considera as frequéncias de
variacdo de bases, taxas de transversdes iguais e taxas de transicao variavel. As
topologias resultantes da andlise Bayesiana e de Maxima Verossimilhanca foram
geradas utilizando este mesmo modelo.

As andlises filogenéticas geraram topologias semelhantes confirmando o
monofiletismo de Makalata [93% bootstrap (BS), 1 probabilidade posterior (pp)], com
a maioria dos ramos bem suportados. O género ficou dividido em dois clados, (1)
primeiro sem suporte agrupando os haplotipos da reserva de Iwokrama (localidade
25 a 28, Figura 10), (2) o segundo com pouco suporte (66% BS, 0,9 pp), com o
restante das linhagens, M. didelphoides, M. aff. didelphoides e M. aff. macrura.
Neste segundo clado os haplotipos ficaram divididos em trés ramos, (a) o primeiro
(100% BS, 1 pp) com haplotipos de M. aff. macrura das localidades 1 a 7, e 0
haplétipo CRB3717 de M. didelphoides da localidade 20 em S&o Valério da
Natividade, (b) o segundo (99% BS, 1 pp) com haplétipos de M. aff. didelphoides das
localidades 8, 9 e 15, (c) o terceiro, sem suporte, com haplétipos de M. didelphoides
das localidades 16 e 17, agrupado com os haplétipos da localidade 19 em Tocantins
(Hc21), localidade 29 no Alto Takutu-Alto Essequibo, na Guiana, e localidade 30 em

Pozon, na Venezuela.
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Tabela 8. Lista de haplétipos de Makalata com mt-Col, discriminando a espécie, numeros
de campo ou museu (ID), nimeros do GenBank, e as localidades. BO= Bolivia, GY=
Guiana, PE= Peru. Os estados brasileiros (BR) sdo Amazonas (AM), Para (PA), Roraima
(RR) e Tocantins (TO). Ig. = igarapé, i.= ilha do rio negro, PARNA=Parque Nacional.

Hap Taxon ID GENBANK Localidade
Hcl | M. aff. didelphoides CRB1793 BR: AM, Barcelos, rio Araca, Ig.
Bigorna
Hc2 | M. aff. didelphoides CRB1801 BR: AM, Barcelos, Ig.Bigorna
Hc5 | M. aff. didelphoides CRB2496 BR: AM, Sta Isabel do Rio Negro
Hc9 | M. aff. didelphoides JAO2273 BR: RR, Caracarai, PARNA Virua
Hc4 M.aff. macrura CRB2466 BR: AM, Barcelos, I. do Iltamaraty
Hc4 M.aff. macrura CRB2627, BR: AM, Barcelos, I. do Urumari
CRB2628
Hc4 M.aff. macrura CRB2840 BR: AM, Barcelos, |. Budari
Hc4 M.aff. macrura CRB2841 BR: AM, Barcelos, I. Cururu
Hc6 M.aff. macrura CRB2568 BR: AM, Barcelos, rio Negro, ilha
Hc6 M.aff. macrura CRB2569 BR: AM, Barcelos, rio Negro, I.
Hc6 M.aff. macrura CRB2832 BR: AM, Barcelos, I. do Tigre
Hc7 M.aff. macrura CRB2626 BR: AM, Barcelos, I. do Urumari
Hc8 M.aff. macrura CRB2839 BR: AM, Barcelos, I. Giriau
Hcl0| M. didelphoides JAO2291 BR: RR, rio Anaua
JAO2295,
Hcl0| M. didelphoides JAO2297, BR: RR, Caracarai, rio Branco
JAO2311
Hc3 M. didelphoides CRB3717 BR: TO, Sao Valério da Natividade
Hcll| M. didelphoides ROM109023 | JF458608 |GY: Potaro-Siparuni, reserva
Iwokrama
Hcll M. didelphoides ROM107377, | JF458610, |GY: Potaro-Siparuni, reservsa
ROM107375, | JF458613, ||wokrama, rio Burro Burro
ROM107374, | JF458614,
ROM107362, | JF458617,
ROM107371 | JF458627
Hcl2| M. didelphoides ROM109072, | JF458609, |GY: Potaro-Siparuni, reserva
ROM107100, | JF458624, ||wokrama, rio Siparuni
Hcl2| M. didelphoides ROM111775 | JF458626 |GY: Potaro-Siparuni, reserva
Iwokrama
Hcl3 M. didelphoides ROM107373, | JF458615, |GY: Potaro-Siparuni, reserva
ROM107372, | JF458616, ||wokrama, RIO Burro Burro
ROMF39284, | JF458620,
Hcl3| M. didelphoides ROM109074 | JF458623 |GY: Potaro-Siparuni, reserva
Iwokrama, rio Siparuni
Hcl4 M. didelphoides ROM109166, | JF458618, |GY: Potaro-Siparuni, reserva
ROM109236, | JF458619, ||wokrama, rio Siparuni
ROM109073 | JF458625
Hcl5 M. didelphoides ROM111622, | JF458628, |GY: Potaro-Siparuni, Kabukalli
ROM111609 | JF458621 |[Landing, reserva Iwokrama
Hcl6| M. didelphoides ROM111621 | JF458629 |GY: Potaro-Siparuni, Kabukalli
Landing, reserva lwokrama
Hcl7| M. didelphoides ROMF38836 | JF458611 |GY: Potaro-Siparuni, reserva
Iwokrama, rio Siparuni
Hcl7| M. didelphoides ROMF39480 | JF444311 |GY: Potaro-Siparuni, reserva
Iwokrama, rio Burro Burro
Hcl8| M. didelphoides ROM119133 | JF458622 |GY: AltoTakutu-Alto Essequibo,
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Hcl9

Hc20

Hc21

M. didelphoides
M. didelphoides

M. didelphoides

ROM107376

ROM107837

UFMG 3012

JF458612

JF458607

JF297658

sitio Dadanawa

GY: Potaro-Siparuni, reserva
Iwokrama, rio Burro Burro
VE: Pozon, 50Km NE Puerto
Ayacucho

BR: TO, rio Santa Teresa
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Tabela 9. Estimativas das distancias genéticas (%) entre haplétipos de Makalata com o marcador mt-Col, com o modelo de Kimura 2-

parametros. Para identificacdo dos hapotipos veja Tabela 9.

Hap. Amostras Hcl Hc2 Hc5 Hc9 Hc20 Hcl0 Hcl5 Hel4 Hcel7 Hel3 Hel6é Hell Hel2 Hel9 Hcel8 He2l He3 Hced4 He6 Hc7

Hcl CRB1793

Hc2 CRB1801 0,2 Makalata aff. didelphoides

Hc5 CRB2496 0,6 0,5

Hc9 JAO2273 11 13 18

Hc20 JF458607 9,8 9,6 9,0 94

Hcl0 JAO2295 99 98 96 92 7,2

Hcl5 JF458628 10,1 99 105 98 98 7,7

Hcl4 JF458616 10,3 10,1 10,7 99 1100 75 05

Hcl7 JF444311 10,3 10,1 10,7 99 100 75 03 05 Makalata didelphoides

Hcl3 JF458619 10,3 10,1 10,7 99 100 75 02 03 0,2

Hcl6 JF458624 10,5 10,3 10,9 10,1 10,1 7,7 03 05 03 0,2

Hcll JF458629 10,7 10,5 11,1 99 98 72 05 06 05 03 05

Hcl2 JF458613 10,7 10,5 11,1 99 1100 75 05 06 05 03 05 0,3

Hcl9 JF458612 10,9 10,7 11,3 10,1 1012 7,7 06 08 06 05 06 05 0,2

Hcl8 JF297658 10,9 10,7 109 10,1 63 7,8 98 10,0 10,0 10,0 10,2 10,0 10,0 10,2

Hc21 JF458622 10,9 11,1 11,3 10,1 6,7 76 11,1 11,3 11,3 11,3 11,5 11,3 11,3 115 6,7

Hc3 CRB3717 121 119 123 12,1 13,7 114 133 12,7 131 13,1 13,3 13,1 13,1 131 126 145

Hc4 CRB2840 12,3 12,1 12,5 12,3 139 116 135 129 13,3 13,3 13,5 13,3 13,3 133 128 14,8 0,2 Makalata aff.
Hc6 CRB2626 12,3 12,1 12,5 12,3 139 116 135 129 13,3 13,3 13,5 13,3 13,3 133 128 14,8 0,5 0,3 macrura
Hc7 CRB2568 12,3 12,1 12,5 12,3 139 116 135 129 13,3 13,3 13,5 13,3 13,3 133 128 148 05 03 0,3
Hc8 CRB2839 12,5 12,3 12,7 125 14,1 11,8 13,7 13,1 13,5 13,5 13,7 135 13,5 135 13,0 150 06 05 0,2 0,5
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4.2.3. intron 7 do gene Beta-fibrinogénio - intron 7-Fgb

A analise das sequéncias do intron 7-Fgb de duas amostras de M.
didelphoides revelou um haplotipo, de trés amostras de M. aff. didelphoides revelou
dois haplodtipos, e de nove amostras de M. aff. macrura revelou cinco haplétipos,
totalizando oito haplotipos em 14 amostras de Makalata (Tabela 10). As distancias
genéticas intraespecificas estimadas com o modelo Kimura 2-parametros (Tabela
11) variaram de 0 a 0,4% para M. aff. didelphoides, 0,3 a 1,5% para M. aff. macrura,
0 a 0,6% para M. didelphoides, 0,4 a 1,8% entre M. aff. macrura e M. aff.
didelphoides, e 0,2 a 0,5% entre M. aff. macrura e M. didelphoides. As distancias
genéticas interespecificas estimadas variam de 0,2 a 0,5 entre M. aff. macrura e M.
didelphoides, e de 0,4 a 1,8 entre M. aff. didelphoides e M. aff. macrura e de 0,5 a
0,6 entre M. aff. didelphoides e M. didelphoides.

O modelo evolutivo de substituicdo de bases que melhor explicou o padrao de
diferenciacdo entre as sequéncias de intron 7-Fgb de Makalata foi GTR - General
time reversible (Rodriguez et al.,1990) + | (sitios invariaveis) + G (distribuicdo
gamma) que € um modelo que assume uma matriz de substituicdo simétrica que
permite que cada nucleotideo ocorra em frequéncias diferentes e que cada par de
substituicdes nucleotidicas ocorra em uma taxa diferente. As arvores geradas a
partir de analise Bayesiana e de Maxima Verossimilhancga foram feitas usando esse
mesmo modelo. As analises confirmaram o monofiletismo de Makalata, no entando
as topologias diferiram e poucos ramos foram bem suportados (Figuras 11). Com
este marcador os haplétipos de M. aff. macrura aparecem agrupados com haplétipos
de M. didelphoides e M. aff. didelphoides. Em ambas as topologias o maior valor de
suporte apresentado é o do clado que inclui o haplétipo de M. aff. didelphoides (69%
BS, 0,8 pp).
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Tabela 10. Lista de haplétipos do intron 7-Fgb, discriminando a espécie, nimero de campo
(ID), e a localidade. Os estados brasileiros (BR) sdo Amazonas (AM) e Roraima (RR).
lg.=igarapé, I.=ilha

Hap Taxon ID Localidade de coleta
Hbl | M. aff. didelphoides CRB1793, AM, Barcelos, rio Aracd, Ig. Bigorna
CRB1801
Hb3 | M. aff. didelphoides CRB2496 AM, Santa Isabel do Rio Negro, rio
Preto
Hb2 M. aff. macrura CRB2466 AM, Barcelos, rio Negro, Ig.
[tamaraty
Hb2 M. aff. macrura CRB2627, AM, Barcelos, rio Negro, Ig. Urumari
CRB2628
Hb2 M. aff. macrura CRB2839 AM, Barcelos, rio Negro, I. Giriau
Hb2 M. aff. macrura CRB2840 AM, Barcelos, rio Negro, |. Budari
Hb4 M. aff. macrura CRB2568 AM, Barcelos, rio Negro, ilha
Hb5 M. aff. macrura CRB2626 AM, Barcelos, rio Negro, Ig. Urumari
Hb6 M. aff. macrura CRB2832 AM, Barcelos, rio Negro, Ig. Tigre
Hb7 M. aff. macrura CRB2841 AM, Barcelos, rio Negro, I. Cururu
Hb8 M. didelphoides JAO2295, JAO2311 RR, Caracarai, rio Branco

Tabela 11 Estimativas das distancias genéticas (%) entre hapl6tipos de Makalata com o
marcador intron 7-Fgb, com o modelo de Kimura 2-parametros. Para identificacdo dos
hapotipos veja tabela 9.

Hap  Amostras Hbl Hb3 Hb4 Hb6 Hb5 Hb2 Hb7

Hbl CRB1793 M. aff. didelphoides
Hb3 CRB2496 0,4

Hb4 CRB2568 0,7 0,4

Hb6 CRB2832 0,7 04 03

Hb5 CRB2626 11 0,8 04 0,7 M. aff. macrura
Hb2 CRB2466 1,4 1,1 07 09 0,3

Hb7 CRB2841 1,8 14 14 15 12 1.2

Hb8 JAO2311 0,6 05 03 05 0,2 05 03 M. didelphoides

32



Hb6 AM. Barcelos, ilhas do rio Megro w4, aff. macrura

Hb AM. Barcelos, Rio Araca

f 8 M. aff. didelphoides
Hb3 A, Santa Isabel do Rio Negro
Hbd AM, Barcelos, ilhas do rio Negro
M. aff. macrura
Hb& AM, Barcelos, ilhas do rio Megro
Hb8 RR. Caracarai, rio Anaud M. didelphoides
83
Hb2 AM, Barcelos, ilhas do rio Negro —Hb2 AM. Barcelos, ilhas do rio Negro
|_ M. aff. macrura _ _ M. aff. macrura
Hb7 AM. Barcelos. ilhas do rio Negro . FHb5 AM, Barcelos, ilhas do ric MNegro
Echimys chrysurus — Hb7 AM, Barcelos, ilhas do rio Negro
4 Isothrix negrensis 0
—
0.1 — Hb8 RR, Caracarai, rio Anaud M. didelphoides

Hbd4 AM, Barcelos, ilhas do rio Megro
T

7 M. aff. macrura
- HbE6 AM, Barcelos, ilhas do rio Negro

|— Hb1 AM. Barcelaos. rio Araca

0 S—L M. aff. didelphoides
"L Hp3 AM, Sta Isabel do Rio Megro

Echimys chrysurus

o

Isothrix negrensis
0.1

Figura 11. Topologia de MV a esquerda e de IB a direita, para Makalata com intron 7-Fgb. Valores préximos aos ramos s3o valores de bootstrap = 60 ou probabilidade
posterior. Para identificagdo dos haplétipos ver Tabela 11.
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4.2.4. Exon 28 do fator de Von Willebrand — éxon 28-Vwf

A analise das sequéncias do éxon 28-Vwf foi realizada para 22 amostras de
Makalata, sendo sete de M. didelphoides, destas cinco foram sequénciadas neste
trabalho, quatro de M. aff. didelphoides, uma de M. macrura do GenBank e 10 de M.
aff. macrura. Todas as sequéncias, revelaram haplétipos exclusivos (Tabela 12). As
estimativas de distancia genética intraespecificas com o modelo Kimura 2-
parametros mostraram variacdo de 0,1 a 1,2% em M. didelphoides, 0,1 a 1,5% em
M. aff. macrura e 0,8 a 1,1% em M. aff. didelphoides (Tabelal3). As estimativas de
distancia genética interespecificas (Tabela 13) variaram de 0,8 a 1,5 entre M.
macrura e M. didelphoides, de 0,8 a 1,8 entre M. didelphoides e M. aff. didelphoides,
0,9 e 1,8 entre M. macrura e M. aff. macrura, e de 1,1 a 2,7 entre M. didelphoides e
M. aff. macrura, 1,2 a 1,5 entre M. macrura e M. aff. didelphoides, e 1,3 a 2,4 entre
M. aff. macrura e M. aff. didelphoides.

O modelo evolutivo de substituicdo de bases que melhor explicou o padrao de
diferenciacdo entre as sequéncias de éxon 28-Vwf de Makalata foi o GTR - General
time reversible (Rodriguez et al., 1990) + | (sitios invaridveis) + G (distribuicdo
gamma) que é um modelo que assume uma matriz de substituicdo simétrica que
permite que cada nucleotideo ocorra em frequéncias diferentes e que cada par de
substituicdes nucleotidicas ocorra em uma taxa diferente. As arvores geradas a
partir de analise Bayesiana e de Maxima Verossimilhanca (Figura 12) foram feitas
usando esse mesmo modelo. As topologias de MV e IB foram semelhantes
confirmando o monofiletismo de Makalata (99% BS, 1 pp), divididido em dois clados,
um sem suporte com os haplétipos de M. didelphoides e M. aff. didelphoides, e o
outro (62% BS, 0,9 pp) com um haploétipo de M. macrura como grupo irméo do clado
(90% BS, 0,9 pp) com haplotipos de M. aff. macrura. O clado (90% BS, 1 pp) de M.
didelphoides apresenta trés haplétipos colapsados, um subclado (99% BS, 1 pp)
com haplétipos de TO e PA, outro (72% BS, 1 pp) com os haplétipos Hv1l7 e Hv18
de Caracarai. O clado (72% BS, 0,9 pp) de M. aff. didelphoides apresenta o
haplétipo de Santa Isabel do Rio Negro separado do clado (67% BS, 0,9 pp) com os
haplétipos do rio Araca. No clado do complexo Macrura a Unica amostra de M.
macrura fica como grupo irméo do clado (96% BS, 1 pp) com haplétipos de M. aff.

macrura das ilhas do rio Negro e um haplétipo de M. aff. didelphoides de Caracarai.
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Tabela 16. Lista de haplotipos de éxon 28-Vwf (Hv) de Makalata, discriminando o taxon,
namero de campo ou de museu (ID) e localidade. Os estados brasileiros sdo Amazonas
(AM), Para (PA), Roraima (RR) e Tocantins (TO). Ig.= igarapé, I.= Ilha do rio Negro.

Hap Téxon ID Localidade

Hv1 M. aff. macrura CRB2841 AM, Barcelos, rio Negro, I. Cururu
Hv2 M. aff. macrura CRB2466 AM, Barcelos, rio Negro, llha Itamaraty
Hv3 M. aff. macrura CRB2627 AM, Barcelos, rio Negro, I. Urumari
Hv4 M. aff. macrura CRB2628 AM, Barcelos, rio Negro, I. Urumari
Hv5 M. aff. macrura CRB2568 AM, Barcelos, ilha do rio Negro
Hv6 M. aff. macrura. CRB2569 AM, Barcelos, rio Negro, I.

Hv7 M. aff. macrura CRB2626 AM, Barcelos, rio Negro, I. Urumari
Hv8 M. aff. macrura CRB2839 AM, Barcelos, rio Negro, |. Giriau
Hv9 M. aff. macrura CRB2832 AM, Barcelos, rio Negro, I. Tigre
Hv10 M. aff. macrura CRB2840  AM, Barcelos, rio Negro, I. Budari
Hv11l M. macrura JLP15214  AM, Miranda, rio Jurua

Hv12 | M. aff. didelphoides CRB1793  AM, Barcelos, rio Arac4, Ig. Bigorna
Hv13 | M. aff. didelphoides CRB1801  AM, Barcelos, rio Arac4, Ig. Bigorna
Hv14 | M. aff. didelphoides CRB2496 AM, Santa Isabel do Rio Negro, rio Preto
Hv15 | M. aff. didelphoides JAO2273 RR, Caracarai, PARNA Virua

Hv16 M. didelphoides JAO2291 RR, Caracarai, rio Anaua
Hv17 M. didelphoides JAO2295 RR, Caracarai, rio Branco
Hv18 M. didelphoides JAO2297 RR, Caracarai, rio Branco
Hv19 M. didelphoides JAO2311 RR, Caracarai, rio Branco
Hv20 M. didelphoides CRB3717 TO, Sao Valério da Natividade
Hv21 M. didelphoides LHEG600 PA, Altamira, rio Xingu

Hv22 M. didelphoides UFMG3012 TO, rio Santa Teresa
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Tabela 13. Estimativas das distancias genéticas (%) entre os haplétipos de Makalata com o marcador éxon 28-Vwf, com o modelo de Kimura
2-parametros. Veja tabela 13 para identificacdo dos haplétipos.

Hap Amostras Hv5 Hv7 Hv2 Hv8 Hvl Hvl5 Hv9 Hv3 Hv6 Hv10 Hv4 Hvil Hvli4 Hvl2 Hvl3 Hv16 Hv19 Hvl8 Hv20 Hvl17 Hv22
Hv5 CRB2568

Hv7 CRB2626 0,1

Hv2 CRB2466 02 0,1

Hv8 CRB2839 04 03 0,2

Hvli CRB2841 05 04 03 0.2 M. aff. macrura
Hvi5 JAO2273 06 06 06 06 06

Hv9 CRB2832 06 06 06 06 06 09

Hv3 CRB2627 06 05 04 06 07 09 04

Hv6 CRB2569 06 06 07 09 08 11 08 07

Hvi0 CRB2840 09 08 07 06 06 09 06 06 13

Hv4 CRB2628 1,1 10 09 08 08 13 07 07 15 0,7

Hvil JLP15214 12 11 10 09 09 12 12 11 18 10 14 M. macrura
Hvl4 CRB249% 14 13 14 13 13 18 16 16 19 16 18 1,2

Hvl2 CRB1793 18 18 17 17 16 20 16 18 21 20 21 15 11 M. aff. didelphoides
Hvli3 CRB1801 19 18 17 16 16 19 19 19 24 17 20 12 10 0,8

Hvie JAO2291 14 13 12 11 11 14 14 14 19 12 16 08 09 11 0,8

Hvi9 JAO2311 15 14 13 12 12 15 15 15 20 13 1,7 09 10 12 09 01 M. didelphoides
Hvis JAO2297 16 15 14 13 13 16 16 16 21 14 18 10 11 13 10 02 03

Hv20 CRB3717 16 15 14 13 13 16 16 16 21 14 18 11 11 14 11 03 04 05

Hvl7 JAO2295 19 18 17 15 16 20 19 19 24 16 20 14 14 16 14 06 06 04 06

Hv22 UFMG3012 20 20 19 18 18 20 20 20 26 19 22 15 16 18 15 06 07 08 09 12
Hv21 LHE6OO 21 20 19 18 18 22 21 21 27 20 23 15 16 18 16 08 08 09 10 12 02
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Figura 12. Topologia para o género Makalata com o éxon 28-Vwf. Os nimeros nos ramos sdo valores de bootstrap = 60 e a direita, probablilidade posterior
= 0,6. Para identificacdo dos haplotipos veja tabela 13. No mapa a cor dos pontos das localidades segue a mesma dos ramos dos hapl6tipos na topologia.

Os nimeros entre paréntesis séo referentes as localidades do mapa.
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4.2.5. Andlise concatenada de mt-Cytb e éxon 28-Vwf

Para a andlise concatenada utilizou-se apenas um marcador mitocondrial e um
nuclear no intuito de manter na analise 0 maximo de haplétipos por linhagens. Para o
marcador mt-Col grande parte das amostras ndo foram sequenciadas para 0S outros
marcadores, e ndo possuimos sequéncias de M. macrura para este marcador.

A andlise das sequéncias concatenadas do mt-Cytb e éxon 28-Vwf foi realizada
para 22 amostras de Makalata, sendo sete M. didelphoides e destas duas sdo do
GenBank, quatro de M. aff. didelphoides, e 10 de M. aff. macrura, e uma de M. macrura
disponivel no GenBank e todas revelaram haplotipos exclusivos (Tabela 14).

O modelo evolutivo de substituicdo de bases que melhor explicou o padrdo de
diferenciacdo entre as sequéncias concatenadas de mt-Cytb e éxon 28-Vwf de Makalata
foi 0 GTR - General Time Reversible (Rodriguez et al., 1990) + G (distribuicAo gamma)
gue é um modelo que assume uma matriz de substituicdo simétrica que permite que cada
nucleotideo ocorra em frequéncias diferentes e que cada par de substituicdes
nucleotidicas ocorra em uma taxa diferente. As arvores geradas a partir de andlise
Bayesiana e de Maxima Verossimilhanca (Figura 13) foram feitas usando esse mesmo
modelo. As topologias de MV e IB foram semelhantes confirmando o monofiletismo de
Makalata (100% BS, 1 pp), divididido em dois clados, um com os haplétipos de M.
didelphoides e M. aff. didelphoides (97% BS, 1 pp), € 0 outro (100% BS, 1 pp) com um
haplétipo de M. macrura como grupo irmao do clado (100% BS, 1 pp) com haplétipos de
M. aff. macrura. O clado com haplé6tipos de M. didelphoides (99% BS, 1 pp) se dividide em
um clado com haplétipos de TO e PA (100% BS, 1 pp), e outro com o0s haplétipos de
Caracarai da margem esquerda do rio Branco (100% BS, 1 pp).
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Tabela 14. Lista de haplotipos das sequéncias concatenadas de mt-Cyth e do éxon 28-Vwf de
Makalata, discriminando o taxon, nimero de campo ou de museu (ID) e localidade. Os estados

brasileiros sdo Amazonas (AM), Para (PA), Roraima (RR) e Tocantins (TO). Ig.= igarapé, |.= llha
do rio Negro.

Hap Téaxon ID Localidade

H1 M. aff. macrura CRB2466  AM, Barcelos, rio Negro, llha Itamaraty

H2 M. aff. macrura CRB2568  AM, Barcelos, ilha do rio Negro

H3 M. aff. macrura. CRB2569  AM, Barcelos, rio Negro, I.

H4 M. aff. macrura CRB2626 AM, Barcelos, rio Negro, I. Urumari

H5 M. aff. macrura CRB2627 AM, Barcelos, rio Negro, I. Urumari

H6 M. aff. macrura CRB2628 AM, Barcelos, rio Negro, I. Urumari

H7 M. aff. macrura CRB2832 AM, Barcelos, rio Negro, I. Tigre

H8 M. aff. macrura CRB2839 AM, Barcelos, rio Negro, I. Giriau

H9 M. aff. macrura CRB2840 AM, Barcelos, rio Negro, |. Budari

H10 M. aff. macrura CRB2841 AM, Barcelos, rio Negro, I. Cururu

H11 M. macrura JLP15214 AM, Miranda, rio Jurua

H12 | M. aff. didelphoides CRB1793 AM, Barcelos, rio Aracd, Ig. Bigorna

H13 | M. aff. didelphoides CRB1801  AM, Barcelos, rio Aracd, Ig. Bigorna

H14 | M. aff. didelphoides CRB2496  AM, Santa Isabel do Rio Negro, rio Preto

H15 | M. aff. didelphoides JAO2273 RR, Caracarai, PARNA Virua

H16 M. didelphoides JAO2291 RR, Caracarai, rio Anaua

H17 M. didelphoides JAO2295 RR, Caracarai, rio Branco

H18 M. didelphoides JAO2297 RR, Caracarai, rio Branco

H19 M. didelphoides JAO2311 RR, Caracarai, rio Branco

H20 M. didelphoides LHEG600 PA, Altamira, rio Xingu

H21 M. didelphoides CRB3717 TO, Sao Valério da Natividade

H22 M. didelphoides UFMG3012 TO, rio Santa Teresa
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Figura 13. Topologia para Makalata com dados concatenado de mt-Cytb e éxon 28-Vwf. Os nimeros nos ramos séo valores de bootstrap = 60 e a direita,
probablilidade posterior = 0,6. Para identificacdo dos espécimes veja tabela 15. No mapa a cor dos pontos das localidades segue a mesma dos ramos dos
haplétipos na topologia. 2n= nimero diploide e NF = namero fundamental. Os valores entre parénteses séo referentes as localidades do mapa e os
asteriscos sédo referentes aos haplétipos cariotipados.
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4.3. Andlises de rede de haplétipos

A analise de Median-Joining com o mt-Cytb (Figura 14) foi realizada com 39
sequéncias de Makalata, sendo 15 de M. didelphoides, 4 de M. aff. didelphoides, 10 de M.
macrura e 10 de M. aff. macrura. Foram feitas trés analises, uma com todos os haplétipos
do género, uma com o complexo de espécie Didelphoides, e uma com o complexo de
espécies Macrura. A andlise com todo o género mostrou os complexos Didelphoides e
Macrura separados por pelo menos 87 passos mutacionais e quatro vetores médios
(Figura 14).

A anélise com o complexo de espécie Didelphoides (Figura 15) apresentou dois
grupos: (A) o primeiro com haplétipos de M. aff. didelphoides distantes por pelo menos 66
passos mutacionais do segundo (B) grupo com haplotipos de M. didelphoides. O grupo B
se divide em cinco subgrupos separados por varios vetores meédios e passos mutacionais:
(B1) haplotipos da Bolivia separados por pelo menos 74 passos mutacionais dos demais
haplétipos do complexo, (B2) com haplétipo do Cerrado e do Para, (B3) com o haplétipo
HAA do Par& separado por pelos menos 55 passos mutacionais dos demais, (B4) com
haplétipos da margem esquerda do Rio Branco separados por pelo menos 43 passos
mutacionais, e (B5) com haplétipos das Guianas. O centro da rede € composto por
diversos vetores médios interligados entre si e entre cada grupo de haplétipos.

A analise com o complexo de espécies Macrura (Figura 16) mostrou dois grupos, o
primeiro com haplétipos de M. aff. macrura separados por 61 passos mutacionais do
segundo com haplétipos de M. macrura. O grupo de M. macrura possui muitos vetores
médios no eixo central de onde se ramificam os haplétipos. O haplotipo de Beruri, AM (rio
Purus) é o que mais se afasta dos demais hapl6tipos do grupo, com 39 passos

mutacionais.
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Figura 14. Andlise de median-joining para Makalata com mt-Cytb. Circulos representam haplétipos e seu diametro é proporcional ao nimero de sequéncias
gue compartilham. Lozangos representam vetores médios. NUmeros proximos as linhas representam os passos mutacionais. Azul M. aff. didelphoides, verde
M. didelphoides, vermelho M. macrura, roxo M. aff. macrura. Para identificacdo dos hapl6tipos ver tabela 7. 2n= nimero dipldide e NF = nimero fundamental.
BRASIL : Amazonas , Barcelos (1-7) ilhas do rio Negro, (8) rio Araca; (9) Santa Isabel do Rio Negro; rio Jurua: (10) Distrito de Fonte Boa, Colocacéo Vira-
Volta, (11) Altamira, (12) Nova Empresa, (13) Miranda; rio Purus (14) Beruri. Roraima, Caracarai (15) PARNA Virua, m.d.rio Branco, (16) m.e. Rio Branco,
foz do rio Anaua, (17) m.e. rio Branco, rio Anaua. Para, (18) Altamira, rio Xingu. Tocantins , (19) rio Santa Teresa; (20) S&o Valério da Natividade. GUIANA
FRANCESA: (21) Cayenne. BOLIVIA: Santa Cruz (22) Flor de Oro. PERU: (23) Huampami.
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Figura 15. Andlise de Median-Joining do complexo Didelphoides com haplétipos com mt-Cytb. Circulos representam os haplotipos e seu diametro é
proporcional ao numero de sequéncias que compartilham cada hapl6tipo. Lozangos representam vetores médios. Numeros préximo as linhas representam
0S passos mutacionais maiores que 1. Em Azul M. aff. didelphoides, verde M. didelphoides. Para identificacdo dos haplétipos ver tabela 7. 2n= namero
dipldide e NF = namero fundamental. BRASIL: Amazonas , Barcelos (8) rio Araca; (9) Santa Isabel do Rio Negro. Roraima, Caracarai (15) PARNA Virua,
m.d.rio Branco, (16) m.e. Rio Branco, foz do rio Anaua, (17) m.e. rio Branco, rio Anauda. Para, (18) Altamira, rio Xingu. Tocantins, (19) rio Santa Teresa; (20)
Sao Valério da Natividade. GUIANA FRANCESA: (21) Cayenne. BOLIVIA: Santa Cruz (22) Flor de Oro.
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M. aff macrura

Figura 16. Andlise de Median-Joining do complexo Macrura com haplétipos de mt-Cytb. Circulos representam os haplétipos e seu diametro é proporcional
ao numero de individuos que compartilham cada haplétipo. Lozangos representam vetores médios. NUmeros proximo as linhas representam os passos
mutacionais. Vermelho M. macrura, rosa M.aff. macrura. Para identificagdo dos haplétipos veja tabela 7. 2n= nimero diploide e NF = nimero fundamental.
BRASIL: Amazonas , e Barcelos (1-7) ilhas do rio Negro; rio Jurud : (10) Distrito de Fonte Boa, Colocagédo Vira-Volta, (11) Altamira, (12) Nova Empresa, (13)
Miranda, (14) Beruri, rio Purus . PERU: (23) Huampami.
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5. DISCUSSAO

5.1. Variagéo cariotipica

Exitem apenas dois cariétipos descritos para Makalata, um com 2n= 70 e FN=
120 atribuido a Makalata armata (Leal-Mesquita, 1991), e outro com 2n=66 e
NF=106 atribuido a M. didelphoides (Lima et al., 1998). Makalata armata é sin6bnimo
junior de M. didelphoides (Emmons 1993). Aqui descrevemos quatro outros
caritipos, diferentes dos ja descritos para o género (Figuras 11, 12, 13, 16).
Espécimes identificados como M. aff. didelphoides do interflivio dos rios Negro-
Branco, mostraram 2n=76 e NF=134, sendo este o maior numero dipldide para o
género, mas compartilhando o mesmo numero fundamental com o cariétipo com
2n=72 e NF=134 aqui descrito para M. aff. macrura, apesar de diferirem na
morfologia dos cromossomos como mostram as figuras 12 e 13. Vale salientar que
estes dois taxons tem distribuicdo parapatrica.

Neste trabalho foram encontrados dois cariétipos para espécimes
indentificados como M. didelphoides. O espécime de M. didelphoides do Cerrado de
Tocantins possui 2n=68 e NF=132, e 0s espécimes de Caracarai da margem
esquerdo do rio Branco possuem 2n=64 e NF=100, ambos com 0S Cromossomos
apresentando morfologia distinta do cariotipo (2n=66 e NF=106, Lima et al., 1998)
associado a esta espécie. O caridtipo de M. didelphoides do Tocantins néo
apresenta cromossomos acrocéntricos, enquanto o de Balbina (Lima et al., 1998) e o
aqui descrito para Caracarai apresentam de 22 a 24 cromosSsomos acrocéntricos,
respectivamente. Os espécimes de Balbina apresentaram 2n=66 e NF=106, e 0s
espécimes de Caracarai apresentaram 2n=64 e NF=100, sendo que 0s espécimes
de Caracarai apresentam maior nimero de cromossomos acrocéntricos e o primeiro
par destes € muito maior que os demais acrocéntricos e ndo possui homologos na
composicao de Balbina.

O caridtipo apresentado por Leal-Mesquita (1991), atribuido a Makalata
armata da UHE Samuel estado de Rondobnia, apresenta 2n=70 e NF= 120, embora
ndo possua a morfologia publicada para comparacdo, podemos supor, pelos
nameros dipléide e fundamental apresentados pela autora, que se trata de um quinto
arranjo cariotipico para o género. A comparac¢do dos dados citogenéticos mostra a
existéncia de seis cariotipos distintos. Quatro destes caritipos tiveram
representantes sequenciados e utilizados nas analises filogenéticas que mostraram

quatro linhagens correspondendo aos quatro cariotipos: um de M. aff. didelphoides,
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um de M. aff. macrura e dois de M. didelphoides, que analisando juntamente com 0s
dados moleculares, sugere que M. didelphoides pode ser um complexo de espécies.

A figura 19 mostra o0 mapa das localidades de coleta dos espécimes de
Makalata e os arranjos cariotipicos disponiveis até o0 momento. A linhagem de M. aff.
macrura (tridangulos de 1-7) das ilhas do rio Negro foi atribuido o cariétipo A (em
rosa) embora geograficamente proxima da linhagem de M. aff. didelphoides
(pentdgonos 8, 9 e 15) com o cariétipo B (em azul), essas linhagens estao
separadas pelo rio Negro, e os cariotipos séo distintos no 2n e NF e na morfologia
dos cromossomos (Tabela 14). O cariotipo C (em verde claro) atribuido a linhagem
de M. didelphoides da margem esquerda do rio Branco das localidades 16 e 17,
possui arranjo distinto do cariétipo E (em verde) encontrado por Lima et al. (1998)
atribuido a um espécime de M. didelphoides coletado em Balbina, AM (localidade
24). A figura permite melhor comparacdo das propor¢cbes de cromossomos
metacéntricos/submetacéntricos (maior quantidade em E do que em C) e
acrocéntricos (maior quantidade em C do que em E). Alguns pares de cromossomos
de C ndo possuem homodlogos em E, deixando claro que s&o arranjos distintos
(valores de 2n e NF na tabela 14).

O caridtipo D (em verde mais escuro) atribuido a linhagem de M. didelphoides
do Cerrado de TO (localidade 20, Figural9), mostra apenas Ccromossomos
metacéntricos/submetacéntricos (2n e NF na tabela 14), e a morfologia deste
cariotipo é diferente da morfologia dos cariotipos C e E atribuidos & M. didelphoides
gue possui cromossomos acrocéntricos.

As andlises cariotipicas e filogenéticas sdo concordantes em mostrar M. aff.
didelphoides e M. aff. macrura como linhagens distintas das demais, e apontam mais
uma espécie dentro do que foi identificado como M. didelphoides. Apesar de
apresentarem o mesmo numero fundamental, os cariétipos de M. aff. didelphoides e
M. aff. macrura apresentam numero dipléide e a morfologia dos cariétipos distintos,
permitindo sua separagcdo em linhagens distintas. Aliado a isso, M. aff. didelphoides
apresentou maior relacao filogenética com M. didelphoides, reforcando a separacao
de M. aff. didelphoides e M. aff. macrura. Os dois caridtipos aqui atribuidos a
espécimes identificados como M. didelphoides diferem nos numeros dipldide e
fundamental, sendo impossivel derivar um cariétipo do outro sem rearranjos
citogenéticos complexos. Aliado a isso, as analises com marcadores mitocondriais e
nucleares colocam estes dois cariomorfotipos em grupos distintos, mostrando que
pertencem a linhagens distintas.
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Figura 17. Mapa com os pontos de coleta de Makalata e os cariotipos de M. aff. macrura das
ilhas do rio Negro, AM das localidades 1-7, de M. aff. didelphoides do interflivio entre os rios
Negro e Branco das localidades 8 e 9, de M. didelphoides da margem esquerda do rio
Branco, RR das localidades 16 e 17, M. didelphoides de Sao Valério da Natividade, TO da
localidade 20, M. didelphoides da UHE de Balbina, AM, retirado de Lima et al. (1998),
localidade 24 e M. armata = M. didelphoides da UHE de Samuel, RO, de Leal-Mesquita

(1991).

Tabela 15. Dados citogenéticos disponiveis para Makalata, discriminando o téxon,
localidade, nimeros diploide (2n) e fundamental (NF), e referéncia: 1 = este estudo, 2 =
Lima et al. (1998), 3 = Leal Mesquita (1991). Os estados brasileiro sdo: AM = Amazonas, RR
= Roraima, RO = Rondbnia.

Taxon Localidade 2n Nf Ref.
M. aff. macrura AM, Barcelos, llhas do Rio Negro 72 134 1
M. aff. didelphoides AM, Sta Isabel do Rio Negro, interflavio dos Rios 76 134 1
Negro e Branco
M. didelphoides RR, Caracarai, m. E. Rio Branco 64 100 1
M. didelphoides TO, Séo Valério da Natividade 68 132 1
M. didelphoides AM, Balbina 66 106 2
M. armata RO, Rio Jamari 70 120 3
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5.2. Relacdes filogenéticas

O monofiletismo encontrado nas analises filogenéticas para o género
Makalata, corrobora estudos anteriores com os marcadores mt-Cytb (Patton et al.,
2000; Galewski et al., 2005), exon 28-Vwf (Galewski et al., 2005), e com o0s
marcadores mt-Cytb e RAG1 (Patterson & Velazco, 2008). Entretanto, neste altimo
trabalho a analise com o marcador mitocondrial D-loop mostrou o género Makalata
sendo parafilético com Isothrix; os autores discutem que esta dissonancia no D-loop
seja devido as homoplasias existentes nesta sequéncia nao codificante.

As estimativas de distancia genética intraespecifica encontradas no presente
estudo foram bem amplas para M. didelphoides (0,1 a 12,2%), concordando com o
trabalho anterior em que 0s autores sugeriram a espécie como complexa e variavel
(Emmons, 2005). Apesar do maior numero de haploétipos utiliizados, a topologia aqui
apresentada para mt-Cytb foi semelhante as geradas em outros trabalhos com o
mesmo gene (Patton et al.,, 2000; Patterson & Velazco, 2008). As topologias
mostram Makalata como monofilético, M. didelphoides e M. macrura formando

clados separados e com alto suporte nos trés trabalhos (Figuras 9 e 18).

Rio Cenepa. Peri fa} j| p7494 ﬂrh‘lah&latadidelphuides ECH4
Rio Jurud (i) )| p15214 105 Makalata didelphoides TTS380
Rio Jurud (8) ) 15394 Makalata didelphoides LHES95
Rio Jurud ) MNFS465 Bialstn cdeipholdes
Rio Jad, AM D) INES2048 #1001 Makalata didelphoides LCPT00
Rio Jad, AM {c) Y1123 Makalata didelphoides UFMG3012
E — o Jad, AM (d) \NFS208 Makalata didelphoides LHEA54
3 99 Rio Purus, AM{T) |NPA24T4 *[73 . ;

—3 E[%Negr& 19 Co3s */98]r Makalata didelphoides LHEG00
*JEU Rio Negro, AM(8) G40 */92! Makalata didelphoides LHE632
| Rio Jurua (14) MNFS1717 /84 Makalatamacrura MNFSB94

H.-ul_rénez.Bcn!wahj TTS380 Makalata macrura  JLP15214
15_12",;,' Rio Hénaz, Bovia (h) TTS383
o] Ris Wénez, Bolva () JLS170 *166]  */99L Makalata macrura MNFS465
% Rio ténez, Bobva (h) LHE1323 Makalata macrura  JLP15394
oy,

18 Rio ténez, Bolia () ECH4 «7o5| [ Makalatamacrura DVWF466
B 1154% Rio Xingu, PA () LHEE54 Makalata macrura
% Rio Xingu. PA{g) LHEGOD U@ MNFSTTIT
3 Rio Xingu, PA(g) | HEG32 Makalata macrura  JLP7191

Rio Xingu, PA ) | HE595 Makalata macrura  JLP7197

Figura 18. Topologias com mt-Cytb publicadas por Patton et al. (2000) e Patterson &
Velazco (2008), com modificacdes

Tanto trabalhos anteriores (Patton et al., 2000; Patterson & Velazco, 2008)
como o presente estudo, mostram a monofilia de M. didelhophoides com alto suporte
(97% e 95% BS, respectivamente) e divididos em dois clados, um com haplétipos da
Bolivia (ambos com bootstrap 100%), e 0 outro com o restante dos haplo6tipos. Neste

segundo clado, o espécime LHE595 de Altamira, PA, ficou separado dos demais,
48



nao se agrupando com os haplotipos da mesma localidade. Na andlise de rede esta
amostra (LHE595) também aparece separado dos demais, sugerindo que seja uma
linhagem distinta.

Para a espécie M. macrura o trabalho de Patton et al. (2000) apresenta dois
clados. O primeiro, apresenta apenas uma sequéncia (MNFS1717), do rio Jurua
(localidade 10, Figura 2) e o segundo esta divido em dois subgrupos, um com 0s
haplétipos do Arquipélado de Anavilhas, no rio Negro e do rio Purus (INPA 2474,
localidade 14, Figura 2), como grupo irméo dos clados com os haplotipos do rio Jadu,
AM, e segundo com amostras do Peru (JLP7191, localidae 23, Figura 2) e do rio
Jurua, AM (localidades de 12 e 13, Figura 2). No trabalho de Patterson e Velazco
(2008), o clado Macrura é composto apenas por haplétipos do rio Jurua, AM e do
Peru, ndo recuperando, portanto, a estruturacdo apresentada por Patton et al.
(2000). As sequéncias de Anavilhas, rio Negro e do rio Jau, néo estao disponiveis no
GenBank ou em outro banco de dados, sendo apresentadas apenas no trabalho de
Patton et al. (2000). No presente estudo incluimos todas as sequéncias utilizadas
por Patterson & Velazco (2008), a sequéncia INPA2474 do trabalho de Patton et al.
(2000), alem das sequéncias geradas neste trabalho. Neste estudo, o haplotipo de
Beruri, AM, rio Purus (INPA2474, localidade 14, Figura 2), aparece separado dos
demais, que formam um clado dividido em outros dois clados, um com os haplétipos
de Altamira, Miranda e Nova Empresa, todas localidades proximas ao rio Jurua no
estado do Amazonas (localidades 11,12 e 13, Figura 2),como grupo irmao do clado
com o haplétipo de Colocagédo do Vira — Volta, AM (localidade 10, Figura 2) e os
haplétipos do Peru (JLP 7191 e JLP7197, localidade 23, Figura 2).

As analises filogenéticas com mt-Cytb e éxon 28-Vwf e com estes genes
concatenados, apontam pelo menos quatro linhagens evolutivas distintas: (1) M.
macrura, (2) M. aff. macrura, (3) M. didelphoides, e (4) M. aff. didelphoides. Na
analise com mt-Cytb a linhagem M. didelphoides apresentou maior distancia
genética em relacdo as outras linhagens, e para o éxon 28-Vwf as maiores
distancias estdo entre M. didelphoides e M. aff. macrura. Apesar da proximidade
geografica das linhagens M. aff. macrura (das ilhas do rio Negro) e M. aff.
didelphoides (de Santa Isabel do Rio Negro, parte de Barcelos e parte de
Caracarai), elas ndo sao linhagens irmds e possuem estimativas de distancia
genética variando entre 17,1 a 18,2% para mt-Cytb e 1,3 a 2,4% para éxon 28-Vwf.
Os espécimes das ilhas do rio Negro (M. aff. macrura) agrupam em um clado tendo
como grupo irmao os espécimes de M. macrura, formando o grupo “Macrura”. Os

49



espécimes de M.aff. didelphoides da margem esquerda do rio Negro e margem
direita do rio Branco se agruparam com espécimes de M. didelphoides, formando o
grupo “Didelphoides”. Em estudos anteriores M. macrura foi o0 nome utilizado para
designar as Makalatas da porgéao oeste da floresta amazonica e M. didelphoides os
espécimes a leste (Lara et al., 1996; Patton et al., 2000; Emmons, 2005; Emmons &
Patton, 2015). Nosso estudo mostra que a diversidade de Makalata € maior do que
esse arranjo, quando consideramos as linhagens M. aff. didelphoides e M. aff.
macrura.

A andlise de rede mostra a linhagem de M. aff. macrura quase tao distante de
M. macrura quanto a linhagem M. didelphoides. A linhagem M. aff. didelphoides
também apresenta uma distancia significativa da linhagem M. didelphoides. E
importante ressaltar a existéncia de grupos bem distintos entre 0 que chamamos de
M. didelphoides corroborando a hipétese de Emmons (2005) de que se trata de um
complexo de espécies.

Na topologia do marcador nuclear éxon 28-Vwf o haplétipo M. aff.
didelphoides (Hv15 que corresponde ao JAO2273) do PARNA Virua, margem direita
do rio Branco (localidade 15, Figura 2 ou 12), aparece agrupado com os haploétipos
de M. aff. macrura das ilhas do rio Negro, AM. Levantamos algumas hipoteses para
esta situacdo: (1) contaminacdo com material de M. aff. macrura, descartada apos
refeito, apenas para esta amostra em separado, todos o0s passos desde o
isolamento do DNA até o sequenciamento. (2) presenca de pseudogene (copia de
um gene que perdeu sua funcéo - Bensasson et al., 2001), embora o cromatograma
nao apresente picos duplos e a sequéncia ndo tenha stop codon, que Sa0 0S passos
para checar a possibilidade de pseudogene (Leite, 2012), esta hipotese ndo pode
ser de toda descartada. (3) presenca de polimorfismo ancestral - embora ndo sejam
simpatricas, as espécies M. aff. didelphoides e M. aff. macrura estéo
geograficamente préximas e é possivel que em um passado ndo muito distante,
estas espécies tivessem fluxo génico ou que tenham derivado de uma mesma
populacao (cladogénese), mantendo informacdes genéticas ancestrais recuperadas
no exon 28-Vwf. Os genes mitocondriais por terem uma taxa de substituicdo de
bases maior que o0s gene nucleares, ja diferenciaram a ponto de ndo mais
mostrarem conexdes entre estas linhagens (Loss, 2014).

A topologia do marcador mt-Col (Figural0) mostrou uma linhagem da reserva
de Iwokrama, ao norte do escudo das Guianas (localidades 25 a 28) em um clado
bem separado das demais amostras de Makalata, embora com baixo valor de
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suporte. Estas sequéncias foram retiradas do GenBank, ndo foram publicadas e as
amostras nao foram sequenciadas para outros marcadores, para comparacao.
Cogitando a possibilidade de pseudogene chegamos a presenca de stop codons e
possiveis mudangas no frame de leitura, ndo sendo encontrada nenhuma alteracao.
Sugerimos entdo uma hipdtese biogeografica para a topologia encontrada, os
haplétipos da Guiana que ficaram agrupados em um clado separado dos demais
haploétipos de Makalata sdo da reserva de lwokrama (localidade 25 a 28, Figura 19 e
20) que esta ao norte das terras altas do escudo das Guianas, ficando isolada das
demais localidades. Este isolamento geografico pode ter impedido o fluxo génico
com os demais espécimes das localidades da planicie ao sul da elevagédo. O outro
haplétipo da Guiana (Haplétipo Hcl8 da localidade 29, Figura 19 e 20), ndo agrupou
ao clado com os demais haplétipos da Guiana, agrupando com outros haplétipos
identificados como M. didelphoides. O haplétipo Hcl8 é da localidade de Alto
Takutu-Alto Essequibo, que esta ao sul das terras altas do escudo das Guianas,
isolada dos demais haplétipos deste pais pelas terras mais altas, este haplétipo esta
em terras baixas da formacdo do Graben de Takutu, o que possibilita o
deslocamento de individuos dessa localidade para as outras localidades nas terras
baixas do Brasil e Venezuela. A possibilidade de coneccéo entre as terras baixas da
Guiana e da bacia amazobnica, ajuda a compreender a proximidade das haplétipos
destas regioes (Haploétipos Hcl0, Hcl8, Hc20 e Hc21l, localidades 16 e 17, 29, 30 e
19 respectivamente, Figura 19). Apesar das distancias geograficas, os haplétipos da
Venezuela, sul da Guiana, Norte de Roraima e do sul do Tocantins estdo todos na
planicie da bacia amazénica.

O outro clado da topologia do mt-Col mostrou uma politomia na base, mas as
linhagens estéo agrupadas de forma parecida com a encontrada com o mt-Cytb: um
clado com a linhagem de M. aff. macrura, outro com a linhagem de M. didelphoides,
e um terceiro com a linhagem de M. aff. didelphoides.

Um resultado discordante na topologia do mt-Col em relagdo aos outros
marcadores, foi a sequéncia de Sao Valério da Natividade, TO (da linhagem M.
didelphoides). Este haplétipo aparece agrupado com os haplétipos de M. aff.
macrura, na topologia do mt-Col e nas analises dos outros marcadores, aparece
agrupado com M. didelphoides. As analises da amostra de S&o Valério da
Natividade foram refeitas desde o isolamento do DNA até o sequénciamento,
isoladamente, para descartar a hipotese de contameinacdo. Também foi descartada
a hipdtese de pseudogene, uma vez que o frame de leitura foi conferido, os stop
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codons néo foram encontrados, o cromatograma nao apresenta picos duplos, e o gel
da PCR apresentou apenas uma banda (Anexo 2). No entanto, a possibilidade de
pseudogene ndo pode ser totalmente descartada sem a realizagdo da clonagem

desse produto.
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Figura 19. Mapa com as localidades dos espécimes utilizados nas andlises moleculares, destacando
os rios e relevo proximos. Brasil : Amazonas , e Barcelos (1-7) ilhas proximas a margem direita (m.d.)
do rio Negro, (8) rio Arac4, igarapé do Bigorna; (9) Santa Isabel do Rio Negro, rio Preto; margem
esquerda (m.e.) do rio Jurua (10) Distrito de Fonte Boa, Colocacdo Vira-Volta, (11) Altamira, (12)
Nova Empresa, (13) Miranda, m.d do Jurua, (14) Beruri, m.d. Rio Purus. Roraima, Caracarai (15)
PARNA Virua, m.d.rio Branco, (16) m.e. Rio Branco, foz do rio Anaua, (17) m.e. rio Branco, rio Anaua.
Para, (18) Altamira, m.d. rio Xingu. Tocantins, (19) rio Santa Teresa, m.e. rio Tocantins; (20) Sdo
Valério da Natividade, m.d. rio Tocantins. Guiana Francesa : (21) Cayenne. Bolivia : Santa Cruz (22)
Flor de Oro, m.e. rio Iténez-Guaporé. Peru: (23) Huampani, m.e. rio Cenepa. Guiana: Potaro-
Siparuni, reserva lwokrama (25)Kabukalli Landing, (26) rio Burro Burro, (27) rio Siparuni, (28)
proximidades do Essequibo, (29) Alto Takutu-Alto Essequibo, sitio Dadanawa. (30) Venezuela:
Pozon, 50Km NE de Puerto Ayacucho. Quadrado = M. macrura, tridngulos = M. aff. macrura,
circulos= M. didelphoides, pentdgono= M. aff. didelphoides. Relevo do escudo das Guianas baseado
no mapa de Tom Hollowell, NMNH e do Planalto central foi gerado através do programa ArcView.
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Figura 20. Mapa mostrando o relevo da Guiana evidenciando os pontos amostrados. Retirado do
Google com relevo. Guiana: Potaro-Siparuni, reserva Iwokrama (25)Kabukalli Landing, (26) rio Burro
Burro, (27) rio Siparuni, (28) proximidades do Essequibo, (29) Alto Takutu-Alto Essequibo , sitio
Dadanawa.

A topologia gerada pelo marcador intron 7-Fgb mostrou uma politomia, nao
separando as espécies como 0s outros trés marcadores utilizados, e 0s suportes
para as analises apresentaram valores baixos (<60%). Novamente temos duas
hipéteses: (1) pseudogene, mas no cromatograma nao aparece picos duplos para as
sequéncias obtidas (Figura 1 do Anexo 3), e como intron ndo codifica, ndo existe
stop codons. No entanto, a falha no sequénciamento de um dos iniciadores pode
indicar que o amplicon seja um pseudogene e ndo o gene alvo, dificultando ou
impossibilitando a obtencdo da sequéncia (Leite, 2003). Tivemos dificuldades para
sequenciar a fita reversa de muitas amostras (ndo sequencia nada, ou somente
poucos pares de base) motivo pelo qual a arvore do intron 7-Fgb possui menor
namero de sequéncias para andalise, apesar da amplificacdo ter ocorrido com
sucesso. No entanto, isso pode apenas indicar que os iniciadores utilizados nao
eram adequados para todos os espécimes; (2) irradiacdo adaptativa - o intron 7 do

Fgb é conservado entre vertebrados, mas de evolucéo rapida e alta variabilidade,
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sendo muito usado para analises de grupos recentes (Prychitko & Moore,1997).
Prychitko & Moore (2000) propde que o intron 7- Fgb tem melhor sinal filogenético
para estudos com grupos que divergiram entrem 4 e 7 milhdes de anos. Segundo
Galewski et al.,(2005), a divergéncia entre as espécies conhecidas de Makalata (M.
macrura e M. didelphoides), para o marcador nuclear éxon 28-Vwf, é de 2,3 milhdes
de anos com variacao de (0,2 a 6,6). Portanto, é possivel que o género possua taxa
de substituicdo nucleotidica maior que a taxa de substituicdo deste intron, por isso a
topologia para o marcador intron 7 —Fgb mostra uma politomia.

As andlises de rede utilizando o mt-Cytb, assim como as arvores filogenéticas
apresentaram quatro, ou mais, linhagens evolutivas distintas, cada qual separada
por pelo menos 60 passos mutacionais. A maior distancia € a que separa as
linhagens de M. macrura e M. didelphoides (87 passos). Assim como estudos
anteriores (Patton et al., 2000; Emmons, 2005; Patterson & Velazco, 2008;), os
dados da analise de rede sugerem fortemente que M. didelphoides é um complexo
com linhagens distintas: (1) grupo M. aff. didelphoides com 2n=76 e NF=134 e 66
passos mutacionais separando-o do restante da rede, (2) grupo Bolivia com cariétipo
desconhecido e 71 passos mutacionais separando-o do restante da rede, (3)
haplétipo Altamira, PA com cariotipo desconhecido e 55 passos mutacionais
separando-o do restante da rede, (4) Caracarai na margem esquerda do rio Branco
com 2n=74 e NF=100 e 43 passos mutacionais separando-o do restante da rede, (5)
grupo Tocantins com 2n=68 e NF132, e o restante das amostras (Guiana Francesa,
PA). Em toda a rede ha diversos vetores médios que sugerem a presenca de
haplétipos ainda ndo amostrados ou extintos, mostrando que esse complexo de
espécies tem uma alta diversidade haplotipica.

As linhagens de M. macrura também apresentam uma alta diversidade e altas
estimativas de distancia genética, ficando clara a separacéo de M. aff. macrura com
2n=72 e FN=134 por 61 passos mutacionais de M. macrura (Figura 12), mas néo

temos dados de caribtipo e acesso aos cranios desse ultimo taxon.

5.3.  Variacao geografica

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho permite uma correlacdo com
a hipotese de barreira ribeirinha inferida por Wallace (1854) para o género de roedor
arboricola Makalata, ja que alguns rios da bacia Amazonica parecem funcionar como

barreira para o fluxo génico entre algumas linhagens deste género. A linhagem de
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M. aff. macrura (localidade destacada em rosa na figura 21) é restrita as ilhas do rio
Negro, proximas a Barcelos, AM e de acordo com os resultados obtidos mostrou-se
distinta das demais linhagens analisadas nos marcadores moleculares e
citogenéticos. Para a linhagem de M. aff. didelphoides (das localidades destacadas
em azul na figura 21) os rios Negro e Branco e o escudo das Guianas parecem
funcionar como barreiras geograficas, visto que individuos desta linhagem foram
encontrados apenas na area do interflivio destes rios, e essa linhagem divergiu das
demais linhagens nos marcadores citogenéticos e moleculares aqui utilizados.

A linhagem de M. didelphoides da margem esquerda do rio Branco
(localidades 16, 17) aparece isolada das demais por este rio e pelas terras altas do
escudo da Guiana (Figura 21). Esta linhagem diverge nas analises cariotipicas e
moleculares. A linhagem de M. didelphoides de Balbina esta na planicie amazbénica
mas é separada das demais linhagens pelo Escudo das Guianas e pelos rios
Amazonas e Negro e também mostrou caridtipo distinto. A linhagem de M.
didelphoides da Guiana Francesa esta isolada das demais linhagens pelo Escudo
das Guianas. A linhagem de M. didelphoides do planalto central, proximo ao rio
Tocantins na regido de Cerrado também é geneticamente distinta das demais
linhagens, e inserida em um bioma totalmente distinto. A linhagem de M.
didelphoides da Bolivia localizada ao sul do planalto central, na margem esquerda
do rio Iténez-Guaporé, também aparece separada das demais linhagens nas
analises filogenéticas.

Resumindo (Figura 21), dentro de M. didelphoides (localidades destacadas
em tons de verde), algumas possiveis barreiras atuais para as linhagens séo os rios
Branco, Negro e ltinerez-Guaporé e o escudo das Guianas: (A) espécimes da
margem esquerda do rio Branco estdo separados dos demais pelo rio Branco e
pelas terras altas do escudo das Guianas, (B) espécimes da Guiana Francesa estao
separados dos demais pelas terras altas formadas por varias serras, (C) a linhagem
do Tocantins € a Unica a ocupar terras do Cerrado, no alto rio Tocantins, (D) a
linhagem da Bolivia esta separada das demais pelo rio Itinerez (Guaporé no territorio
brasileiro). Estas dados se somam aos dados citogenéticos e moleculares em
mostrando a diversidade subestimada de Makalata.

A oeste do rio Madeira e sul do rio Solimdes estao distribuidos os espécimes
da linhagem de M. macrura (Figura 21, localidades destacadas em vermelho). Até o
presente momento nenhum cariétipo foi publicado sendo atribuido a esta linhagem,
impossibilitando inferéncias citogenéticas. Patton et al. (2000) inferiu que o rio Jurua
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ndo é barreira efetiva para os espécimes de Makalata encontrados nas margens
deste rio, possivelmente porque o rio Jurud é um rio de meandros, e ja os rios Negro
e Branco sdo rios de 4guas escuras ou barrentas e ndo sdo rios de meandro,

apresentando maior eficiéncia como barreira geogréafica.
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Figura 21. Mapa com as localidades dos espécimes utilizados, destacando os rios e relevo proximos
e as linhagens de Makalata. Brasil : Amazonas, e Barcelos (1-7) ilhas proximas a margem direita
(m.d.) do rio Negro, (8) rio Araca, igarapé do Bigorna; (9) Santa Isabel do Rio Negro, rio Preto;
margem esquerda (m.e.) do rio Jurua (10) Distrito de Fonte Boa, Colocacéo Vira-Volta, (11) Altamira,
(12) Nova Empresa, (13) Miranda, m.d do Jurud, (14) Beruri, m.d. Rio Purus. Roraima , Caracarai (15)
PARNA Virua, m.d.rio Branco, (16) m.e. Rio Branco, foz do rio Anaud, (17) m.e. rio Branco, rio Anaua.
Pard, (18) Altamira, m.d. rio Xingu. Tocantins, (19) rio Santa Teresa, m.e. rio Tocantins; (20) Sao
Valério da Natividade, m.d. rio Tocantins. Guiana Francesa : (21) Cayenne. Bolivia : Santa Cruz (22)
Flor de Oro, m.e. rio Iténez-Guaporé. Peru: (23) Huampani, m.e. rio Cenepa. Guiana: Potaro-
Siparuni, reserva lwokrama (25)Kabukalli Landing, (26) rio Burro Burro, (27) rio Siparuni, (28)
proximidades do Essequibo, (29) Alto Takutu-Alto Essequibo, sitio Dadanawa. (30) Venezuela:
Pozon, 50Km NE de Puerto Ayacucho. Quadrado/vermelho = M. macrura, tridangulos/rosa = M. aff.
macrura, circulos/verde= M. didelphoides, pentadgono/azul= M. aff. didelphoides. Relevo do escudo
das Guianas baseado no mapa de Tom Hollowell, NMNH e do Planalto central foi gerado através do
programa ArcView.
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6. CONCLUSAO

O intron 7 do Beta-fibrinogénio foi testado mas nao apresentou sinal
filogenético.

Os dados filogenéticos obtidos no presente estudo utilizando sequéncias de
DNA do citocromo b, citocromo oxidase subunidade |, e éxon 28 do Fator de Von
Willebrand mostram diferentes linhagens evolutivas dentro do género Makalata,
sendo elas M. macrura, M. aff. macrura, M. aff. didelphoides das ilhas do rio Negro, e
M. didelphoides dividida em: linhagem de Roraima a esquerda do rio Branco,
linhagem do escudo das Guianas, linhagem do Cerrado de Tocantins e da Amazénia
Paraense, linhagem da Bolivia, além de outros haplétipos disjuntos.

Foram descritos quatro novos cariotipos para espécimes identificados como
M. aff. macrura das ilhas do rio Negro com 2n=72 e FN=134, M. aff. didelphoides do
interflivio rios Negro-Branco com 2n=76 e NF=134, linhagem M. didelphoides do
Cerrado do Tocantins com 2n=68 e FN=132, linhagem M. didelphoides da margem
esquerda do rio Branco com 2n=64 e NF=100.

A partir dos padrdes filogeograficos dos espécimes estudados, podemos
inferir que os rios da bacia Amazbnica possuem grande importancia na distribuicao
das linhagens de Makalata: (1) os rios Negro e Branco parecem funcionar como
barreira ao fluxo génico entre a linhagem de M. aff. didelphoides e as demais
linhagens, (2) o rio Negro interfere também no fluxo de genes entre a linhagem de
M. aff. macrura que é restrita as suas ilhas, (3) o rio Branco separa a linhagem de M.
didelphoides com 2n=64 e NF=100, das demais, (4) o rio Iténez-Guaporé separa a
linhagem da Bolivia das demais, (5) e o escudo da Guiana contém a linhagem da
Guiana Francesa.

Os dados filogenéticos e citogenéticos apontam para a presenca de pelo

menos 5 linhagens evolutivas distintas, que necessitam ser descritas.
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8 Anexos
Anexo 1 — Protocolo de extracédo de DNA com Fenol-Cloroformio, adaptado de
Sambrook & Russel (2001).
Nomear dois tubos de 1,5ul (Tipo Eppendorf) para cada amostra a ser extraida.
12 Parte
1 Cortar o tecido com o bisturi em pedacos bem pequenos e macerar.
2 Acrescentar
500ul de tampéo de Lise (100mM de NaCl; 10mM de Tris pH7,5;
5mM de ETDA)
50ul de SDS 10%
5ul de Proteinase K
2ul de RNAse
3 Colocar no agitador e deixar de um dia para o0 outro.
22 Parte
1 Adicionar 500ul de Fenal,
Vortexar e centrifugar por 10min a 13000rpm,
Retirar a fase de baixo, deixando um pellet,
Adicionar 400ul de Cloroférmio,

Vortexar e centrifugar por 8min a 13000rpm.

2

3

4

5

6 Retirar a fase de baixo deixando um pellet,

7 Adicionar 400ul de Cloroférmio,

8 Retirar a fase de baixo deixando um pellet,

9 Centrifugar por 8min a 13000rpm

10 Retirar o SOBRENADANTE e colocar em outro tubo
No novo tubo:

Adicionar 800ul de Etanol Absoluto GELADO.

Centrifugar a 4°C por 30min a 13000rpm.

Descartar o Etanol.

Adiciona 800ul de Etanol 70% GELADO.

Centrifugar a 4°C por 30min a 13000rpm.

Descartar o Etanol.

~N o o~ WwON P

Deixar o tubo aberto na estufa a 37°C, ou na bancada de um dia para o outro
para secar.

8 Adicionar 30 a 50ul de tampao de eluigéo.

65



Anexo 2 — Gel de PCR e cromatograma do marcador mit  ocondrial citocromo

oxidase subunidade 1

Figura 1. Resultado da PCR com o marcador mitocondrial citocromo oxidase
subunidade 1, evidenciando a presenca de uma Unica banda bem marcada.
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Figura 2. Cromatogramas para o marcador mt-Col, a primeira fita € a senso a segunda € a anti-senso
das sequéncias de CRB1793, CRB 2840, JAO2297 e CRB3717, respectivamente, evidénciando o

fragmento 5 AAGCACTGCTGTAATT 3.
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Anexo 3 — Gel de PCR e cromatograma do marcador nuc lear intron 7- Fgb

Figura 1. Resultado da PCR com o marcador nuclear intron 7- Fgb, evidenciando a
presenca de uma Unica banda bem marcada
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Figura 2. Cromatogramas para o marcador intron 7- Fgb, a primeira fita é a senso a segunda é a anti-
senso das sequéncias de CRB1801, JAO2273, CRB 2466, e CRB2840, respectivamente.
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