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Filogeografia comparada de espécies deinomys (Rodentia: Echimyidae) na
regido central da Mata Atlantica

Resumo: Os roedores de espinho Echimyidae sdo a familia digersa em termos
taxondémicos e fenotipicos dentre os roedores tugnatos. Nessa familia, as espécies de
Trinomys séo restritas a regido leste do Brasil, com bigigAo associada a Mata
Atlantica. Dados da literatura sugerem que a gramderiacdo intraespecifica nesse
género dificulta a tarefa de se alocar espécimemuatgeu as 13 espécies atualmente
descritas. Dos poucos trabalhos realizados com g&sero, a maioria se baseou em
dados fenotipicos e aqueles que abordaram anafiekEsulares consideraram poucos
genes ou numero de exemplares reduzido. O objdtvaresente trabalho foi identificar
e comparar a estrutura geografica da diversidadétiga das populacdes de trés espécies
de Trinomys, T. paratus, T. panema e T. setogue ocorrem na regido central da Mata
Atlantica. Para tal, foram sequenciados e analsadgene mitocondrial do citocromo b
(citb) e um gene nuclear do fator von WillebrantVfy) de 103 espécimes. A filogenia
concatenada dos genes confirmou a monofilia ecogattu de divergéncia genética entre
essas trés espécies. Foram identificados doisdpog divergentes tanto ém setosug
guanto emT. panemasendo sustentados nas diferentes analises, mudicgue sejam
unidades taxonOmicas distintaSegundo a datagcdo molecular, a diversificacdo das
linhagens que levam a essas trés espéci€iidemysocorreu no Mioceno Superior,
enquanto a diversificacdo intraespecifica acontepgncipalmente no Plioceno e
Pleistoceno. As redes haplotipicas indicaram quaulpgdes dessas trés espécies de
Trinomysapresentam certa estruturacdo geografica na regidtoal da Mata Atlantica.
As redes de citb mostraram-se geograficamente eséiisturadas do que as de vVWF, o
gue sugere que as fémeas dessas espéclemdmysdevem ter areas de uso menores e
provavelmente dispersam menos do que os machos, @ogene mitocondrial é
transmitido de forma maternal. As populagbesTdsetosu® T. panemando possuem
haplotipos compartilhados de citb, apresentam nsefo por distancia e nao
demonstram sinais de expansao populacional recénte contrario foi observado €m
paratus, onde a maioria dos espécimes analisados foramadada e de regides
proximas, facilitando o fluxo génico e consequermtet® o compartiihamento de
haplotipos.

Palavras-chave:biogeografia, citocromo b, diversidade genéticlmgenia, Fator von
Willebrand.



Comparative phylogeography ofTrinomys species (Rodentia: Echimyidae) in the
central region of the Atlantic Forest

Abstract: Echimyidae spiny rats are the most diverse famihoiag hystrichognath
rodents from both taxonomic and phenotypic perspext In this family, Trinomys
species are restricted to eastern Brazil, and tihisiribution is associated with the
Atlantic Forest. Data from the literature suggést the extensive intraspecific variation
in this genus makes the task of allocating musepetimens to the 13 currently
described species very difficult. Most of the sasdion this genus are based on
phenotypic traits and those that included molecatalyses examined a few genes or a
small number of specimens. The goal of the presaper is to identify and compare the
geographical structure of the genetic diversitpapulations of thre@rinomysspecies,
T. paratus, T. panama, and T. setqaukich occur in the central region of the Atlantic
Forest. We sequenced and analyzed the mitochomgt@hrome b (cytb) gene and the
nuclear von Willebrand Factor gene (VWF) of 103capens. The concatenated gene
phylogeny confirmed the monophyly and the high lefesequence divergence among
the three species. We identified two diverging paybups inT. setosusand inT.
panama well supported in different analyses, indicatitngit these phylogroups are
distinct taxonomic units. According to our molecutkating, the diversification of the
lineages leading to these the three specidsinbmysmust have occurred in the Upper
Miocene, while intraspecific diversification tookape mainly in the Pliocene and
Pleistocene. The haplotype networks indicated plogiulations of the thre&€rinomys
species are geographically structured in the cerggaon of the Atlantic Forest. Cytb
haplotype networks were geographically more stmectuthan vWF networks,
suggesting that females of these species haveesnmaline ranges and do not disperse
as far as males do, because mitochondrial DNA iemally inherited. Populations of
bothT. setosuandT. panemalo not share cytb haplotypes, show isolation btadise
and no evidence of recent demographic expansioa. ofiposite was observed Tn
paratus in which most specimens analyzed were from neatbyland regions,
facilitating gene flow and, therefore haplotypersia

Key words: biogeography, cytochrome b, genetic diversitylpgeny, von Willebrand
Factor.



Introducéo

Os roedores de espinho neotropicais Echimyidaeadamilia mais diversa em
termos taxondmicos e fenotipicos dentre os roedustscognatos viventes (Leite &
Patton 2002). Nessa familidrinomys é restrito ao leste do Brasil, com area de
distribuicdo associada ao dominio da Mata Atlantitaomas (1921) descreveu
Trinomys como um subgénero d@®roechimys restrito ao sudeste do Brasil.
Posteriormente, Larat al. (1996) mostraram qué&rinomysnao era grupo-irmao de
Proechimyscom base em sequéncias de DNA mitocondrial e,edestfio, esses taxons
vem sendo considerados géneros separados.

Estudos moleculares (Laet al 1996; Lara & Patton 2000; Leite & Patton
2002; Galewsket al. 2005), citogenéticos (Gardner & Emmons 1984; IMesquita
et al 1992; Pessba & Correa, 2005), ecoldégicos (Da9#b1 Alho 1981; Fonseca &
Redford 1984; Marest al 1986), parasitoldgicos (Guimardes & Linardi 199&;ente
et al. 1997), morfolégicos (Pessda & Reis 1992; Pes$Ga. 1996; Monteiro & Reis
2005; Lazaret al. 2006), de comportamento social (Santos & Laceylp@la revisao
taxondmica feita por lack-Ximenes (2005) documemtarvarios aspectos da
diversidade do génerbrinomys Apesar de tais esforcos, aspectos de sua digéibu
geografica, os limites das espécies e sua taxons@tiaainda pouco compreendidos.
lack-Ximenes (2005) reconheceu 13 espécies valigagrinomys e quatro outras
aparentemente ndo descritas. Além disso, conssatauie a grande variacédo fenotipica
intraespecifica dificulta muito a tarefa de se atoespécimes de museu as espécies
atualmente descritas (lack-Ximenes 2005).

Na regido central da Mata Atlantica, que vai dodauBahia ao sul do Espirito
Santo e leste de Minas Gerais, ocorrem principaieneés espécies deinomys(lack-
Ximenes 2005)T. panemajcuja distribuicdo compreende o leste do estado madV
Gerais, centro-sul do estado do Espirito Santotrerew sudoeste do estado do Rio de
Janeiro (lack-Ximenes 2005); paratus encontrado em parte dos estados do Espirito
Santo e de Minas Gerais (Pessfa & Reis 1998); setosuscuja distribuicdo vai do
estado de Sergipe ao do Espirito Santo e lestetddaede Minas Gerais (lack-Ximenes
2005).

Uma alternativa para estudos evolutivos, populaifa de sistematica é 0 uso
de dados moleculares. O DNA mitocondrial tem sidgplamente utilizado nesses
estudos (Hewitt 2001), assim como em investigagoese relacdes filogenéticas entre
taxonse identificacdo de subdivisédo geogréfica entre aded populacionais (Avist

al. 1987; Bermingham & Moritz 1998; Avise 2000). Eennte ainda considerar que
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diversos trabalhos tém adicionado mais de um gare gssas analises, visto que um
anico marcador ndo necessariamente reflete a igarih dos ancestrais do espécime
gue o transporta (Page & Holmes, 1998). Além dismm, sido comum a inclusao de
genes nucleares, além dos marcadores mitocon@asaux et al 2002; Steppaet

al. 2004; Suzuket al 2004; Galewsket al 2005; Steppaet al 2007; Themudet al
2009). Patterson & Velazco (2008), Galewskial. (2005) e Loss & Leite (2011)
incluiram genes nucleares em seus estudos com ¥daiene obtiveram conclusdes
mais refinadas para as relacfes filogenéticasespecificas e/ou intergenéricas. Tais
resultados indicam a importancia da utilizacdo @éecadores nucleares e mitocondriais
na analise da historia evolutiva de Echimyidae,epdd ser vantajoso tanto para
compreensao de filogenias interespecificas quamiboesa estrutura populacional de
espécies.

Somente Galewsket al. (2005) e Patterson & Velazco (2008) incluiram
Trinomysem analises utilizando genes nucleares e mitocednnas com numero
muito reduzido de espécimes e espécies, pois efivay eram inferir relacdes entre os
géneros. Contudo, a maioria dos estudos molecutaoes esse género tem apenas
utilizado um fragmento do gene mitocondrial citoooob (Laraet al 1996; Lara &
Patton 2000; Leite & Patton, 2002). Dentre esstsgles, apenas o trabalho de Lara &
Patton (2000) enfocou especificamente a histor@uéiva das espécies deginomys.
Os resultados obtidos a partir das andlises desdambbeculares contribuiram para o
entendimento da evolucéo fenotipica, taxonomiagduigrafia desse grupo de roedores
da América do Sul. Entretanto, mesmo analisanaaiaria das espécies do género em
questao, o reduzido numero de exemplares de algasmpeExies limitou conclusdes de
cunho taxonémico e filogeogréfico.

Em vista disso, o objetivo do presente trabalhoidentificar e comparar a
estrutura geografica da diversidade genética dagmilpgdes de trés espécies de
Trinomysna regido central da Mata Atlantica, utilizandougetrias de DNA de um

gene mitocondrial e um gene nuclear.

Material e Métodos

As amostras de tecido (musculo ou figado), condes/a&m alcool absoluto,
foram obtidas a partir de 103 espécimes distrimita trés espécies deinomys: T.
panema, T. paratus T. setosugApéndice I). A identificacdo das espécies foidaam
nas caracteristicas morfolégicas segundo lack-X@n€R005). As siglas dos espécimes
de Trinomys utilizados nas analises moleculares referem-sasiituicdo de tombo —
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Museu de Biologia Professor Mello Leitdo (MBML), lEgdo de Tecidos e DNA da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) -asuniciais do coletor — Valéria
Fagundes (LGA), Leonora Pires Costa (LC ou LPC)j Yeite (YL), Mariana Ferreira
Rocha (TAX)e Candelaria Estavillo (VAL).

Para o grupo externo foram escolhidos espécimestrée géneros de
Echimyidae, listados a seguir com o nimero de ass8Banco de Sequéncia de DNA
GenBank:Echimys chrysurugcitb: EU313208; vVWF: AJ251141Proechimys simonsi
(citb: EU313250.1; VWF: AJ84932@ Euryzygomatomys spinos(stb: EU544667;
VWF: AJ849319).

Foram utilizadosdois genes no presente trabalho: 1) parte de uncachar
mitocondrial: 801 pb do citocromo b (citb), amplanteeempregado para reconstrucao
de filogenia de mamiferos (Smith & Patton 1993;s&vil998; Tsuchiyat al 2000;
May-Collado & Agnarsson, 2006); 2) parte de um radar nuclear: 491 pb do exon 28
do gene que codifica o fator von Willebrand (VWRis genes ja foram utilizados com
sucesso para Echimyidae (Galewskal 2005; Lareet al 1996; Lara & Patton, 2000;
Leite & Patton, 2002; Loss & Leite 2011).

As amostras de tecidos foram submetidas ao pratamkxtracdo de DNA total
com sal (SDS/NaCl/Proteinase K) de Bruffoet al (1992) e seus produtos
quantificados no NanoDrop (Thermo Scientific) paomfirmar a extracdo e obter a
concentracdo. Todas as amostras foram diluidaDandAL para que ndo houvesse
comprometimento das etapas seguintes.

Os fragmentos de interesse foram amplificados peip rda clonagenn vitro
pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), emdetattor, utilizando-se os pares
de iniciadores com temperaturas de anelamento U& g&ra os iniciadores MVZ05 e
MVZ16 do citb (Smith & Patton 1993) e 55°C parairmusiadores V10 e W13 do vVWF
(Galewskiet al. 2005). Foram utilizados os seguintes reagentes @ada reacdo de
PCR com volume final de 12,8: tampéo 10x, 50 Mm de Mgg(Invitrogen), 10 Mm
de cada dNTP, 10 Mm de cada iniciador, trés unsladie Platinum Taq DNA
polimerase (Invitrogen) e 40 ng de DNA.

O perfil da PCR utilizado para amplificacdo dogyfmentos foi: 94°C/5 min;
seguidos de 39 ciclos de 94°C/30 s, 45 segundtenmaeratura de anelamento do gene
(55°C para VWF e 48°C para citb), 72°C/45 s; e iglo dinal de 72°C/5 min. Apés a
amplificagcdo, os produtos de PCR gerados foram setibos a eletroforese em gel de

agarose 1% com marcador molecular 1 Kb a fim denasto tamanho do fragmento



amplificado. Apos a eletroforese, o gel foi coraclam brometo de etidio e os
fragmentos visualizados sob luz ultravioleta, selgudaniatiset al. (1989).

O produto amplificado foi purificado com as enzim&oSAP (USB
Corporation) para eliminar potenciais inibidores skquenciamento e em seguida,
incubados a 37°C por 30 minutos e aquecida a 80P Jpminutos para inativacao da
enzima. O produto purificado foi submetido a reag@sequenciamento e precipitacao,
para entdo ter condicbes e reagentes necessarigggaenciamento. As amostras
preparadas foram sequenciadas utilizando o kit edRmine (Applied Biosystems)
com 25 ciclos de $&/30 s, 56C/15 s, 60C/4 min. As sequéncias foram obtidas no
sequenciador automatico ABI Prism 310 (Applied Bgtems). O sequenciamento foi
feito nas duas direcdes e as duas sequéncias coemilges foram comparadas a fim
de ter maior confiabilidade na sequéncia final.

As sequéncias foram alinhadas no ClustalW ldwkin et al. (2007)
implementado no programa MEGA 4.1 de Kuretal.(2008). Depois de alinhadas, as
sequéncias foram analisadas no MEGA 4.1 para diwedgs valores de divergéncia
par-a-par intra e interespecificos para cada gatitizando o modelo Kimura 2-
parametros (K2p) (Kimura 1980).

As 103 sequéncias de cada gene foram submetida®g@ma MEGA 4.1 para
analise de maxima parcimbnia. A analise de infeeéhayesiana foi realizada no
BEAST 1.6.1 de Drummond & Rambaut (2007) confi @6racées, sendo amostrada
uma arvore a cada 100 geracdes, totalizandcatMres. Para obtencdo do consenso
final, foram descartadas as primeiras 2.500 arv@psnas grupos com probabilidade
posterior bayesiana (BPP) maior do que 95% foramsiderados significativos. A
selecdo dos melhores modelos evolutivos para eé&mf@ bayesiana foi realizada no
programa JModeltest 0.1.1 de Posada (2008), cdimagéio do Critério de Informacao
de Akaike (AIC). Os modelos de evolucao determisguira as analises do citb e VWF
foram GTR+I+G e HKY+G, respectivamente. As analidas sequéncias de cada gene
foram realizadas de forma independente e postegimerconcatenadas.

A avaliagdo da estrutura genética das populac@esfiogeografia foi obtida a
partir da construcdo de redes de haplotipos geradaprograma Network 4.6 de
Bandeltet al. (1999). Devido a constatacdo de heterozigotossegaéncias do gene
VWF, o conjunto de dados foi submetido a extracés dapl6tipos no programa
DnaSPPhase 5.10.01 de Librado & Rozas (2009) eepoigifoi feita a construcédo da
rede de hapldtipos. As andlises foram obtidas pada espécie e gene. A partir dos

graficos obtidos foram analisados os eventos deag@at entre os hapldtipos e
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comparados a distribuicdo geografica. Para a agyiirdas redes de haplotipos, alguns
pontos de coleta com distancia menor do que 10ddanT considerados como Unica

localidade, denominada “Santa Teresa”: Estacdodgich de Santa Lucia, Valsugana

Velha e Santa Maria de Jetiba, todas no estadosgdrite Santo. Mapas para cada

espécie foram feitos utilizando o programa ArcM&p(&SRI 2011).

A relacao entre o numero de hapl6tipos e o nimerespécimes por regiao foi
avaliada a partir da analise de regressédo utilzaedo modelo linear generalizado
(GLM), que minimiza problemas heterocedasticidadeves desvios da normalidade,
realizada no Programa R (http://www.R-project.orglesse mesmo programa foram
realizados os testes de diversidade haplotipica.

Para analisar a relagdo entre as distancias geretieografica foi utilizado o
teste de Mantel, considerando a correlacdo Pearddnmil permutagbes no programa
XLSTAT de Fahmy & Aubry (2011).

Os testes de neutralidade para estimar se a pépuksta em equilibrio ou
expansdo populacional foram realizados no progianaSP 5.1 de Librado & Rozas
(2009). Dos vérios testes disponiveis, foram estathas estatisticds de Fu (1997) e
R, de Ramos-Onsins & Rozas (2002) possuem as melhorpsstas na deteccédo de
expansao populacional, segundo analises realizad@amos-Onsins & Rozas (2002).
Além disso, os autores sugerem a aplicacdo do Regtara amostras pequenas (de até
20 espécimes) e o teskes para amostras maiores (acima de 20 espécimes).aPar
estimativaFs, valores negativos sao observados em caso de s&&@@opulacional, e
para o teste 580 esperados valores proximos a zero para agéandée expansao.

As estimativas dos tempos de divergéncias entialasgens foram obtidas a
partir do programa BEAST 1.6.1 de Drummond & Ramb@007), com analise
bayesiana considerando o relégio relaxado e pewitvariacdo do comprimento dos
ramos de acordo com uma distribuicdo log-normataticelacionada (Drummonek
al. 2006). Como pontos de calibracédo (média + interda confianca) foram utilizados
a separacao dérinomysmais Euryzygomatomyde outros Echimyidabd 17,1 + 3,9
milhdes de anos (Ma), a separacaddeyzygomatomyde Trinomysha 14,5 + 3,6 Ma
e a separacao derinomys setosusle T. paratusha 4,1 + 2,0 Ma, calculados por
Galewskiet al.(2005) a partir de sequéncias do gene VWF.

Para a arvore foi utilizado o processo Yule de @sgéo como prévia (“prior”).
O modelo de evolucédo selecionado pelo JModeltelstl e Posada (2008) e seus
parametros foram utilizados como priors. As andlifsgam conduzidas por 2 x 10

geracdes, com uma arvore amostrada a cada Z xgeBacdes, totalizando 2 x “10
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arvores. A qualidade dos parametros calculadopdoderada no programa Tracer e 0
consenso das arvores foi obtido no programa Treetator, com descarte das>10
primeiras &rvores. Ambos programas fazem parte dootp BEAST 1.6.1 de
Drummond & Rambaut (2007).

Resultados

Nas analises de parcimdnia, a matriz de citb coin@Dapresentou 267 sitios
variaveis, sendo 241 informativos, enquanto pardyédém 491 pb na matriz, foram
observados 93 sitios variaveis e 63 informativasf@ma geral, os diferentes critérios
de otimizacdo analisados para os dois genes nesultam topologias semelhantes,
dessa forma apenas a arvore de inferéncia bayesiamadados concatenados é
apresentada (Figura 1). Essa filogenia apresertiones significativos de probabilidade
posterior (BPP 0,95) para a monofilia de cada uma das espéceanhre, é possivel
notar dois filogrupos dentro das espédiesomys panema Trinomys setosusmbos
com valores de probabilidade posterior significadivPara os filogrupos da primeira
espécie, um é composto por espécimes provenieoteBatjue Natural do Caraca,
Minas Gerais (UFES 920, 1091, 1096), que a pasdiragora sera chamado de *
panemaCaraca’ e outro filogrupo é formado por individaesoutras regides, chamado
de T. panemaoutros’. Na segunda espécie, um filogrupo é cardtit por um
individuo de Valenca, Bahia (VAL 25), que seraadat como T. setosud/alenca’ e
outro filogrupo contendo individuos de outras regidque sera chamado de Setosus
outros’.

A maior média de divergéncia genética intraespeifie citb foi emTrinomys
panema(2,9%), seguida pof. setosug1,4%) eT. paratus(0,7%). Ja para VWF, as
médias de divergéncia foram de 0,1% &mpanemae T. setosuse 0,03% emT.
paratus (Tabela 1). Para os filogrupos de panema,a média de divergéncia
intraespecifica do citb foi de 0,2% paf panemaCaraca’ e 1,3% pardl: panema
outros’, ja para VWF a divergéncia observada fazel® para os dois filogrupos. Para
setosusa divergéncia dentro do filogrup®.‘setosusutros’ foi de 0,6% e 0,006% para
citb e VWF, respectivamente (Figura 1).

A divergéncia entre espécies ou filogrupos variel6@ a 17,7% para citb e de
0,5 a 7,4% para VWF (Tabela 2). Quando comparamoeis filogrupos d&. panema
os valores de divergéncia foram de 9,3% para citb® para VWF (Tabela 2). Ja em
T. setosusa divergéncia entre os filogrupos foi de 6,8%,8%0 para citb e VWF,
respectivamente (Tabela 2). De forma geral, a d&mgsia genética média entre as
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espécies foi 0 dobro daquela encontrada entréoggupos para o citb. Enquanto para o
VWF, apesar dos valores de divergéncia serem semgneres, essa diferenca variou
de cerca de 3 a 15 vezes, dependendo da comparagao.

Nas analises de estruturacdo genética das popslagde dados de citb, foram
identificados 25 haplétipos e paratus(n = 60) 10 emT. setosugn = 15) e 21 en.
paneman = 28) Para o VWF, foram observados 17 haplotiposTeiparatus (n = 60)

5 emT. setosugn = 15) e 6 enT. panemdn = 25) De forma geral, as trés espécies néo
apresentaram estruturacdo geogréfica para amlyenes.

Nas redes haplotipicas para ambos 0s genes é glags$ervar que a quantidade
de eventos de mutacao entre os haplotipos variduadé (Figuras 2—4), exceto em dois
casos. Para dados do citbTdgpanemaexistem de 61 a 63 eventos de mutagéo entre os
haplotipos H21 e H20, provenientes do Parque NatoaCaraca, Minas Gerais e 0
haplétipo H13 de Domingos Martins, Espirito Sarimyra 3), que se liga a todos os
outros. Ja en. setosusobserva-se 48 eventos de mutacdo entre um hapldépo
Valenca, Bahia e um haplotipo intermediario (FigdyaOs vérios eventos de mutacdo
observados indicam a existéncia de grandes lacgeaséticas dentro dessas duas
espécies que talvez devam ser reconhecidos cordades evolutivas ou taxonémicas
distintas. De maneira geral, as redes de haplétisando o gene VWF parecem ter
trazido menos informacdes do que as do citb e aguoonclusbes foram obtidas
somente com base nos dados de citb.

A relacao logaritmica entre o numero de haplétgosnamero de espécimes de
uma mesma regiao foi uma regresséao linear simpkgnéficativa (p-valor <0,0001)
(Figura 5a). Ja para os valores de diversidadetipjgla (Tabela 3), houve regides com
namero baixo numero de espécimes que apresentaagm diversidade do que regides
com elevado numero de espécimes (Figura 5b).

Para o teste neutralidade Bs valores resultantes foram préximos de zero para
todas as populacdes analisadas, porém nao foramficaigvos (Tabela 3). Ja para as
duas populacdes de paratusonde o testés de Fu foi aplicado, os valores obtidos
foram negativos tanto paifla paratusde Duas Bocas &-0,31; Rs=0,28) quanto para
T. paratuscom todos os individuos {E -0,36; R=0,004), mas so0 foi significativo para
esta ultima populacao.

No teste de Mantel (Tabela 4), os valores obtidias foram significativos para
T. paratus(pcin=0,349 e pvr=0,395) eT. panemdp:i»=0,94 e pwr=0,828), indicando
gue nao ha correlacéo entre as distancias gergégjeagrafica para essas espécies. No

entanto, valores positivos e significativos forabservados para ambos os geneslem
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setosugr.in=0,896 e pw,<0,0001; ywr=0,8 e pwr=0,001) e somente para o citb em.
setosusoutros’ (kin=0,576 e pw=0,029), sugerindo haver associagdo entre disg&ncia
genética e geogréfica nesses casos. Pafanemacomparacdo entre as distancias
genéticas e geogréficas para todos os individubs panemaoutros’ sustentam as
diferencas ja observadas paffa panemaCaraca’ em relacdo ao$.‘panemaoutros’
(Figura 6).

Em relagdo aos tempos de divergéncia entre aaglemns (Tabela 5 e Figura 7), a
separacao dérinomyse Euryzygomatomyteria ocorrido ha 10,6 + 0,09 Ma, durante o
Mioceno Superior. Nessa mesma época geoldgica tanfize indicios de que tenha
acontecido o isolamento entiie paratus e T. setosuba 6,3 + 0,04 Ma e ainda a
separacad. panemee T. paratus + T. setosufa 8,9 + 0,08 Ma. Ja a diversificacao
dentro das espécies deve ter ocorrido no Pliodeigarga 7).

Discussao

Os genes mitocondrial e nuclear mostraram-se efscaa delimitacdo das trés
espécies d@rinomyscomo grupos monofiléticos. Essa clara separacamodrre com
dados fenotipicos, pois a variacédo intraespecditservada dificulta sua classificacao
(lack-Ximenes 2005). Mesmo em termos da morfomgg@métrica do cranio, somente
a variagdo na sua forma em vista lateral em umalagmequena e localizada foi
congruente com a estrutura filogenética molecudaraspécies (Nicokt al. 2003).

A diversificacdo das linhagens que levam as trggeass deTrinomys do
presente estudo provavelmente comecou no Miocem® ppntervalo de confianga para
esse evento é de 5,2 a 12,9 Ma. Ja a diversifiaag@especifica parece ter ocorrido no
Plioceno e no Pleistoceno, cenario também confion@alo estudo de Lara & Patton
(2000).

lack-Ximenes (2005) j& documentara a diversidadaomysem estudo com
dados morfolégicos. EM. panemapor exemplo, ele sugeriu duas novas espécies para
individuos do Parque Nacional do Caraca, Minas i&eR presente estudo, espécimes
de T. panemadessa mesma regido juntaram-se no filogrupopanemaCaraca’,
separando-se do filogrupd.' panemaoutros’, com suporte maximo de probabilidade
posterior. Além disso, a divergéncia genética patla entre esses dois filogrupos
(9,3%) foi em torno de 7 e 46 vezes maior do qudivargéncia intraespecifica
observada pardl. panemabutros’ e T. panemaCaraca’, respectivamente. O tempo de
divergéncia entre esses filogrupos é outro indiei® diferencas, ele € quase tdo antigo
guanto o isolamento entiie paratuse T. setosusonde a maior parte do intervalo de
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confianca é sobreposto. Em vista disso, essedibgripos devem pertencer unidades
taxondémicas diferentes. Todavia, os espécimed dpdnemaCaraca’ utilizados aqui
foram analisados por lack-Ximenes (2005), mas denados da mesma espécie que 0s
individuos LC 185, UFES 878 e 1078, que no presestigdo pertencem ao filogrupo
‘T. panemaoutros’. Essa aparente confusdo taxondmica devesstarecida quando
dados moleculares e morfolégicos forem analisaéd®iana conjugado para 0 mesmo
conjunto de espécimes, cobrindo de forma mais alzgsua distribuicdo geogréfica.
ParaT. setosusas divergéncias genéticas do citb entre os doigrfipos separados na
filogenia (6,8%), que é cerca de 11 vezes maiajuipa divergéncia intraespecifica do
filogrupo ‘T. setosusoutros, e o fato da separacédo dos filogrupos ter o inkerda
confianca em sua maioria sobreposta com a sepadgidilogrupo deT. panema,
também indicam a possibilidade @le setosusvalenca e ‘T. setosusoutros serem
espécies distintas. Entretanto, o numero de espécmalisados foi muito reduzido. O
filogrupo ‘T. setosud/alenca’, por exemplo, que contem apenas um esgéei e de
Valenga, Bahia, dista mais de 500 km das outras@aso A analise de espécimes tao
distantes pode ter enviesado a analise, principabneonsiderando que somente nessa
espécie a distancia genética pode ser explicada gistancia geografica entre as
amostras. No entanto, se individuos provenient®achis dessa lacuna amostral forem
analisados, sera possivel, por exemplo, testarespécie apresenta variagcdo na forma
de gradiente ou abrupta, indicando que realmentstagx unidades taxondmicas
diferentes para essa espécie na sua distribuigab at

De forma geral, as redes de haplotipos de ambagenss indicaram alguma
estruturacdo geografica para as trés espécies,aqasas obtidas a partir do citb
mostraram mais estruturacdo geogréafica do que ad\da As redes haplotipicas do
gene nuclear apresentaram muitos haplétipos déewgilistintas, e muitas vezes
distantes, sendo compartilhados. A principal radi&so € o fato dos genes nucleares
serem mais conservados do que os mitocondriaispgsguem evolucdo mais rapida
(Avise 1994; Simoret al 1994; Page & Holmes 1998). Esse cenario é coraoloo
pelos valores de parcimdnia, pois enquanto o gitesentou 30% de sitios informativos
do total de 801 pb, o VWF teve apenas 13% dos #9anplisados. Além disso, na
maioria das espécies de roedores Echimyidae estsidasl machos dispersam mais do
gue as fémeas (Adler 2011). Eminomys tal padrdo foi observado em campo na
espéciel. moojeni,onde fémeas sdo mais territoriais (Cordeiro Jr.afamoni 2006).
Isso explicaria a maior estruturacado observada @ataaplotipos do gene mitocondrial,

cujo modo de transmissdo € materno, quando comparaduclear.
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A populacdo deT. paratus de Cariacica, Espirito Santo, foi a que mais
compartilhou haplotipos com outras regides, ingkisiom haplotipos provenientes de
Santa Rita de Jacutinga (H18 — citb; H16 e H17 -Fy\WWjue possuem entre 0 e 4
eventos de mutacdo para os outros haplétipos andistais de 400 km. O aparente
fluxo génico observado € ainda sustentado pelodatmdo haver associacdo entre a
distancia genética e a distancia geografica pafaosms genes nessa espécie. Essa
auséncia de isolamento por distancia pode serocadqali pelo fato da maioria dos
espécimes analisados serem de baixada e de rgmidemas, o que pode facilitar o
contato entre eles e, consequentemente, o fluxe@éAlém disso, quando todos os
espécimes df. paratusforam analisados conjuntamente, pode-se obsemvarhg
sinais de expansdo populacional recente e as pd@eslaainda compartilhariam
haplotipos, como foi constatado nas redes de hpp#t

N&o ha compartilhamento de haploétiposTdgpanemade regides diferentes nas
redes com dados de citb, o contrario do observadolp paratus Essa separacéo entre
as populagbes pode ainda ser sustentada quandovashes que no filogrupoT:
panemaoutros’ ha isolamento por distancia. Outra exphBoapara esse isolamento
pode ser a distribuicdo altitudinal, visto que ess@écie ocorre somente acima de 500
m (lack-Ximenes 2005). Nesse caso, as populacGamfipraticamente isoladas em
topos de morro, levando a uma reducdo do fluxocgérAlém disso, a auséncia de
sinais de expansao populacional recentd epanemaao contrario dé. paratus pode
ser devido a influéncia negativa do isolamentaualinal das populagdes.

Ainda paraTl. panemacabe mencionar que o alto nimero de passos deauut
(61-63) entre hapldtipos dos filogrupos. ‘panemaCaraca’ e T. panemaoutros’
sustenta ainda mais as especulagcbes de que dsgegpbs pertencam a unidades
taxondmicas distintas. O Parque Natural do Caraté situado na serra de mesmo
nome e apresenta escarpas muito ingremes, quersaigeiptamente na paisagem,
formando uma massa de quartzito distinta das regi@nhas (Maxwell 1972). Tais
caracteristicas indicam uma area de dificil acepaacipalmente assumindo que as
fémeas dispersem pouco (Cordeiro Jr. & Talamonb20® podem ter conquistado esse
ambiente uma vez ha muito tempo. Nesse caso, o fiex DNA nuclear teria sido
mantido pelos machos, explicando a discrepanciaredda entre a divergéncia dos
haplotipos nucleares e mitocondriais.

A rede haplotipica com dados mitocondriaisTdesetosusassim como dé.
panemamostrou que nao ha haplétipos em comum paragggitintas e a existéncia

de associacao entre a distancia genética e a @jeagodservada sustenta tal padrao.
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Entretanto, ao contrario de panema,l. setosuscorre em baixadas, e o isolamento
por distancia constatado ndo esta relacionado eeitzer de altitude. Talvez esse
isolamento seja reflexo de baixa capacidade desdidp ou de alguma fidelidade de
hébitat. De fato, espécies deinomystendem a apresentar uma variacdo estruturada
pelo habitat, com clados distintos ocupando tipesfloresta diferentes (Larat al
2005). Caracteristicas de habitat também influemaitretamente no nivel do fluxo
génico entre espécies amazobnicasPdeechimys(Matocq et al. 2000), uma forma
ecomorfologicamente muito semelhantdrinomys Além disso, Attiaset al. (2009),
em um estudo de modelagem de nicho, mostraram @ligtrédouicdo potencial dé&.
setosu€ bem maior que a de panemap que pode indicar uma maior fidelidade ao
habitat da segunda espécie.

A correlacdo positiva entre 0 niumero de haplétipas DNA mitocontrial de
Trinomysde uma regido e a quantidade de espécimes analigatioam que quanto
mais individuos forem coletados, mais haplotipogiseobtidos. Isso também foi
observado em humanos (Peredtaal. 2004) e tartarugas-verdes (Fornetaal. 2007),
em estudos com a regido controle do DNAmt (d-lodfr). entanto, espera-se que a
partir de algum momento a quantidade de espécimefisados de uma regiao
necessaria para representar a diversidade locga atm limiar, a partir do qual o
aumento do namero de individuos amostrados nédoeimfie na diversidade genética
estimada. No presente estudo, essa tendéncia maobd$ervada, mesmo com 42
individuos analisados na populacdo com maior aegstn (Cariacica, Espirito Santo),
indicando que mais individuos por regido devemasalisados para que se amostre
uma boa parcela da diversidade haplotipica dermfsa espécie. Para as tartarugas
mencionadas acima, 0s 245 espécimes analisadas fuficientes para documentar a
diversidade haplotipica, no entanto também foi nlas que para cada regido pode
haver quantidades diferentes de espécimes ne@ssgaia representar a diversidade
genética da populacéo local (Forretaal.2007).

Mesmo que a monofilia das trés espéciegrileomystenha sido confirmada, ha
indicios de que existam outras unidades taxondémécasl. setosuse T. panema
sustentadas nas diferentes analidésm disso, as populacdes das espéciekidemys
apresentaram certa estruturacdo geogréficasetosuse T. panemando possuem
haplotipos compartilhados para citb, o contrariootbservado pard. paratus,inica
espécie a apresentar sinais de expansdo populacerente. Em adicdo, pode-se
contatar que o numero de espécimes analisadosédasspécies nao foi suficiente para

amostrar a diversidade haplotipica das mesmasapagido de estudo. Dessa forma, o
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presente estudo lancou novas e importantes inf@esagobre os limites das espécies e
a estrutura geografica da diversidade genéticapdpslacées ddrinomysda Mata
Atlantica, e novas lacunas de conhecimento forastadadas. Sendo assim, estudos que
contemplem maior amostragem por regido e espécieesiovas areas poderdo
contribuir com novas informacdes para as pouco eudhs espécies desses ratos-de-

espinho.
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Tabelas e Figuras

Tabela 1.Divergéncia genética média par a par para VWFkedahtro de espécies e

filogrupos deTrinomys n = niamero de sequéncias.

citb VWF
Espécie ou filogrupo n Média (%) n Média (%)
Trinomys paratus 60 0,7 60 0,03
Trinomys setosus 15 1,4 15 0,1
Trinomys panema 28 2,9 28 0,1
T. setosusutros 14 0,6 14 0,06
T. panem&araca 3 0,2 3 0
T. panemautros 25 1,3 25 0

Tabela 2.Divergéncia genética média par a par entre espédiegrupos ddrinomys

para os genes citb (abaixo da diagonal) e VWF @dandiagonal). Valores em

porcentagem.
T. T. setosus T. panema T.panema T.panema

paratus  outros Valenga outros Caraca
T. paratus - 2,6 2,3 6,7 6,7
T. setosusutros 15,9 - 0,7 7,4 7,4
T. setosu¥alenca 14,6 6,8 - 7,4 7,4
T. panemaputros 17,1 17,1 18,0 - 0,5
T. panem&Caraca 17,7 16,4 17,9 9,3 -
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Tabela 3. Testes para deteccdo de expansdo populacionaleesidade haplotipica

utilizando dados do gene citb.

Espécie Populacéao Ne Nh Dh R Pgro
Duas Bocas 42 16 0,95 + 0,0002 NC NC
T. paratus Viana 13 7 0,85 + 0,007 0,16 0,29
todos 60 25 NA NC NC
Acaua 4 4 1,0+0,31 029 04
T. setosus Pancas 7 2 0,28 +0,38 0,29 0,59
todos exceto Valenga 14 9 NA 0,15 0,43
Capara6 1,0 £ 0,009 0,20 0,09
Domingos Martins NA 0,35 1,0
T. panema Simonésia NA 0,43 1,0
Santa Teresa 10 6 0,91 £ 0,004 0,17 0,17
todos exceto Caraca 25 19 NA 0,50 0,12
Caraca 3 2 NA 0,40 1,00

Ne: Numero de espécimes; Nh: Numero de haplétipbs;Diversidade haplotipica; NC: N&o

Calculado.

Tabela 4. Coeficiente de correlacdo (r) e nivel de signifeia (p) entre a distancia

genética e a geografica para dados de citocroroid) € Fator von Willebrand (VWF).

citb VWF
Espécie/filogrupo r p r p
T. paratus -0.218 0,349 -0,177 0,395
T. setosus 0,896 <0,0001 0,8 0,001
T. setosus outros 0,576 0,029 -0,325 0,348
T. panema 0,011 0,94 -0,04 0,828
T. panema outros 0,393 0,029 0 0,0001
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Tabela 5. Estimativas do tempo de divergéncia em milhdesanles (Ma), desvio

padrdo (DP) e intervalo de confianca de 95% (IC% s nds datados na filogenia das

espécies d@&rinomys usando reldgio molecular relaxado para sequénciastocromo

b e Fator von Willebrand.

Tempo .
_ _ Epoca
NOs Divergéncia DP  95% IC _
Geologica
(Ma)
Trinomys+Euryzygomatomysitros 11,8 0,1 6,7-17,1 Mioceno Médio
Euryzygomatomys/Trinomys 10,6 0,09 5,7-14,9 Mioceno Superior
Trinomys 8,9 0,08 5,2-12,9 Mioceno Superior
Trinomys setosus/T. paratus 6,3 0,04 3,7-9,0 Mioceno Superior
Trinomys panema 5,2 0,1 24-8,0 Plioceno Inferior
Trinomys setosus 3,9 0,07 1,8-6,1 Plioceno Superior
Trinomys paratus 3,6 0,06 1,8-5,6 Plioceno Superior
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Figura 1. Arvore de inferéncia bayesiana de amostrasTdeomys construida com
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Figura 2. Rede de haplétipos de citb (esquerda) e VWF (djreralrinomys paratusOs haplétipos estéo representados por circulosidos e
aqueles de cor branca representam haplétipos @ttt ndo amostrados. O comprimento das linhadigam® os hapl6tipos € proporcional a
guantidade de eventos de mutacéo e o diametroidogos € proporcional ao tamanho amostral. Norogptmapa de distribuicdo dos haploétipos

e dos remanescentes de Mata Atlantica em verde.

27



38

H20

H13

H12 H7 H6

H10

MG

160 Km
|

Ay

VWF

H4

H3

H5

H2

@ Capara6 @ Ouro Preto
(O Caraca QO santa Teresa

O Passa Vinte @ Domingos Martins

| @simonésia @ Santa Rita de Jacutinga
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Apéndice |
Lista de amostras de tecidos utilizados nas asaligdeculares por espécie e localidade, com
respectivos nimeros de tombo ou campo. As abressasdo explicadas em Material e

Métodos.

Trinomys panema (n = 28): Reserva Particular do Patrimbénio Natural Mata dss8go,
Minas Gerais, 42°04'10"W, 20°04'19"S, 1330 m (LC51888, UFES 978); Custddio, 10 km
SSW Ouro Preto, Minas Gerais, 43°30'W, 20°27"S,ALR0(UFES 1078); Estacao Biologica
de Santa Lucia, Santa Teresa, Espirito Santo, A85329°57’'S, 606m (LPC 1267, 1268,
UFES 814, 815, LGA 185, 708); Parque Estadual PAdrd, Domingos Martins, Espirito
Santo, 40°58'W, 20°24’S, 1179m (UFES 839, LGA 9867); Boqueirdo, 9 km NNE Santa
Rita de Jacutinga, Minas Gerais, 40°04'W, 22°044%) m (UFES 878); Fazenda Bené, 4 km
SE Passa Vinte, Minas Gerais, 44°12'W, 22°14’S, 68QUFES880); Valsugana Velha,
Santa Teresa, Espirito Santo, 40°36’'W, 19°55’S,MOQLGA 35, 36); Santa Maria de Jetiba,
Espirito Santo, 40°42’'W, 20°02’'S, 740 m (LGA 88@1% Parque Nacional do Caparao,
Ibitirama, Espirito Santo, 41°44'W, 20°23'S, 1000(bGA 1198, 1212, 1213, 1557, 1566,
1596); Parque Natural do Caraca; 25 Km SW SantddBar Minas Gerais, 43°30'W,
20°05’S, 1300 m (UFES 920, 1091, 1098)nomys paratus (n = 60). Reserva Bioldgica de
Duas Bocas, Cariacica, Espirito Santo, 40°31'120916'52"S, 550 fUFES 385-387, 575,
577-611, LPC 1012); Reserva Bioldgica de Duas Boédte Alegre, Cariacica, Espirito
Santo, 40°25'W, 20°16'S, 60 (bGA 379, 595); Fazenda Boa Baixa, Viana, Espi@tmto,
40°27'W, 20°23'S, 28 m (UFES 619, 617, 625, 6262-749, 857); Morro da Vargem,
Mosteiro Zen, lbiragu, Espirito Santo, 40°23'3,31"¥9°50'43,64"S, 36 m (MBML 2713,
2718; Lagoa Jacunem, Serra, Espirito Santo, 40CWQ0 20°10'35"S (UFES 845);
Boqueirdo, 9 km NNE Santa Rita de Jacutinga, Mi@asais, 40°04’'W, 22°04'S, 740 m
(UFES 877); Grota, Aracruz Florestal; 12 km Aragrugspirito Santo, 40°10°28"W,
19°48'46”S, 40 m (UFES 904)rinomys setosus (n = 15): Reserva Biologica de Sooretama,
Sooretama, Espirito Santo, 40°6'28"W, 18°59'16mAYL 710); Reserva Natural da Vale
do Rio Doce, Linhares, Espirito Santo, 40°4'8"W5840"S, 60 m (TAX 09, 11); Valenca,
Bahia , 39°04'02"W, 13°22'25"S (VAL 25); Mata dadkRe do Camelo, Pancas, Espirito
Santo, 40°47°49"W, 19°14'15"S, 135 m (UFES 254-2530, 121); Estacdo Ecoldgica de
Acaud, Leme do Prado, Minas Gerais, 42°46'W, 15,0800 m (UFES 111, 938, 939, 1113).
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