UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM NEUROCIENCIAS E BIOLOGIA CELULAR

ESTUDOS CITOGENETICOS E MOLECULARES NOS GENEROS Mesomys e
Lonchothrix (RODENTIA, ECHIMYIDAE, EUMYSOPINAE)

LEONY DIAS DE OLIVEIRA

BELEM - PA
2022



LEONY DIAS DE OLIVEIRA

ESTUDOS CITOGENETICOS E MOLECULARES NOS GENEROS Mesomys e
Lonchothrix (RODENTIA, ECHIMYIDAE, EUMYSOPINAE)

Dissertacdo de Mestrado submetida ao
Programa de Pos-graduacdo em Neurociéncias
e Biologia Celular da UFPA como requisito
para obtencdo do titulo de Mestre.

Orientadora: Profa. Dra. Cleusa Yoshiko
Nagamachi

Coorientador: Dr. Willam Oliveira da Silva

BELEM - PA
2022



Dedico o presente trabalho para minha méae
Simone Dias, por todo apoio, amor e carinho.
A minha grande companheira Lidiane
Abadessa, por toda paciéncia, amor, carinho,
conselhos e além de tudo, por me passar

confianga na busca pelos meus objetivos.



AGRADECIMENTOS

A UFPA e ao PPGNBC, por toda infraestrutura e dedicacdo que permitiram a realizagédo
deste trabalho e formacéo académica.

A minha orientadora Dra. Cleusa Nagamachi por todos 0s ensinamentos, coordenacéo,
discursdes e contribuicbes que enriqueceram meus trabalhos académicos e amadurecimento
profissional e pessoal.

Aos Dr. Julio Pieczarka, pela chefia do laboratdrio de citogenética e coordenacgéo centro
de estudos avancados da biodiversidade.

A Dra. Renata Noronha, pela chefia e acolhimento no laboratério de citogenética e aos
técnicos do laboratdrio de citogenética Jorge, Shirley e Conceigdo, por todo apoio.

Aos Drs. Marlyson Rodrigues e Willam Oliveira por todos o0s ensinamentos,
contribuic¢des, conselhos, dicas, discursdes, convivio diario, companhia em campos, na bancada
e na andlise dos experimentos que contribuem nos meus trabalhos académicos e crescimento
na pesquisa.

Aos meus pais Simone Dias e Manoel Oliveira e ao meu irmdo Leonam Dias por todo
apoio familiar e contribuicdo para os meus estudos e conquistas.

A minha namorada, companheira e amiga Lidiane Abadessa, por sempre estar a0 meu
lado em todos os momentos da minha vida, por sempre contribuir com seus conselhos e por me
passar confianga em acreditar na minha capacidade em conseguir meus objetivos.

A minha segunda familia Fatima Machado, Leilane Abadessa, Lidiana Abadessa e
Mariano Bentes pela companhia e apoio diério.

Aos meus colegas de laboratério Ananda, Andryo, Daniely, Flavia, Jéssica, Kevin,
Luana, Luan, Luyann, Milla, Paula, Thayse, Vinicius, entre outros e em especial a equipe de
roedor Gabriel, Marlyson, Vergiana, Willam, por todo auxilio e contribuicdo aos meus trabalhos
e crescimento profissional.

Aos pesquisadores Drs. Rogério Vieira, Juliane Saldanha e Jeferson Carneiro por todo
apoio e colaboracdo neste trabalho.

Aos seres celestiais que iluminam e guiam meus caminhos.

A todas as institui¢Oes e 6rgdos de apoio financeiro e estrutural: UFPA, CNPq, CAPES,
Bionorte e Projeto Pr6-Amazonia.



RESUMO

A familia Echimyidae ¢ considerada a mais diversificada taxonomicamente entre os roedores
hystricognatos sul-americanos, compreendendo 25 géneros e 93 espécies. A subfamilia
Eumysopinae ¢ representada por nove géneros, dentre os quais destacamos os géneros
arboricolas Mesomys, que possui quatro espécies reconhecidas, € Lonchothrix descrito como
monotipico (L. emiliae), ambos distribuidos na Amazonia. Estudos morfoldgicos, moleculares
e cromossomicos nos géneros Lonchothrix ¢ Mesomys tem auxiliado para um melhor
entendimento no delineamento taxondmico, nas relagdes filogenéticas e padrdes cariotipicos.
Investigacdes moleculares recentes tém evidenciado uma diversidade ainda ndo descrita,
sugerindo que esses taxa s3o ainda mais diversos do que se supde. Além disso, os limites de
distribuicdo geografica na Amazonia para as espécies M. hispidus ¢ M. stimulax tem sido
questionado por alguns autores. Nesse sentido, o atual estudo buscou investigar a diversidade
cariotipica e os limites geograficos dos géneros Mesomys e Lonchothrix, a partir de analise
citogenética classica e molecular e por meio de sequéncias dos genes mitocondriais Citocromo
b (Cytb) e Citocromo Oxidase - Subunidade I (COI) de diversas localidades da Amazodnia
brasileira. As espécies M. stimulax e Mesomys sp n apresentaram 2n=60/NF=110, enquanto M.
hispidus apresentou 2n=60/NF=112 e Lonchothrix emiliae apresentou 2n=66/NF=126, ambos
caridtipos inéditos para os géneros. A analise filogenética confirmou Mesomys e Lonchothrix
como géneros irmaos € mostrou alta taxa intraespecifica em M. hispidus € Mesomys sp. n.

proveniente de Itaituba, pode estar relacionada a uma nova linhagem no género Mesomys.

Palavras-Chave: Evolucdo cromossémica; Hibridizacdo in situ fluorescente (FISH); Rato

espinhoso; Filogenia; Rearranjos cromossémicos



ABSTRACT

The Echimyidae family is considered the most taxonomically diverse among South American
hystricognathi rodents, comprising 25 genera and 93 species. The subfamily Eumysopinae is
represented by nine genera, among which we highlight the arboreal genera Mesomys, which has
four recognized species, and Lonchothrix described as monotypic (L. emiliae), both distributed
in the Amazon. Morphological, molecular and chromosomal studies in the genera Mesomys and
Lonchothrix have contributed to a better understanding of taxonomic design, phylogenetic
relationships and karyotypic patterns. Recent molecular investigations have shown an as yet
undescribed diversity, suggesting that these taxa are even more diverse than previously
assumed. Furthermore, the limits of geographic distribution in the Amazon for the species M.
hispidus and M. stimulax have been questioned by some authors. In this sense, the current study
sought to investigate the karyotypic diversity and the geographic limits of the Mesomys and
Lonchothrix genera, based on classical and molecular cytogenetic analysis and through
sequences of the mitochondrial genes Cytochrome b (Cytb) and Cytochrome Oxidase - Subunit
I (COI) from different locations in the Brazilian Amazon. The species M. stimulax and Mesomys
sp. n. presented 2n=60/NF=110, while M. hispidus presented 2n=60/NF=112 and Lonchothrix
emiliae presented 2n=66/NF=126, both unpublished karyotypes for the genera. Phylogenetic
analysis confirmed Mesomys and Lonchothrix as sister genera and showed a high intraspecific
rate in M. hispidus and Mesomys sp. n. from Itaituba, may be related to a new lineage in the

genus Mesomys.

Keywords: Chromosomal evolution; Fluorescent in situ hybridization (FISH); prickly mouse;

Phylogeny; Chromosomal rearrangements
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1 INTRODUCAO

1.1 BIOMA AMAZONICO

O bioma amaz6nico é reconhecido como a maior floresta tropical do mundo, tendo sua
extensdo territorial reconhecida em mais de seis milhdes de quildmetros quadrados, abrangendo
nove paises da América do Sul. Apresenta elevada diversidade, com a ocorréncia de 399
espécies de mamiferos, sendo que 231 sdo endémicas do bioma (PAGLIA et al., 2012).

A Amazbnia, devido & sua elevada biodiversidade, ndo é uma Unica entidade
biogeografica, pois possui ecossistemas desiguais em caracteristicas bidticas e abidticas. Nesse
contexto, estudos biogeograficos reconheceram regibes com caracteristicas proprias
delimitadas pelos grandes rios amazdnicos, sendo diferentes entre si, com ocorréncia dentro do
bioma, que possibilitam a construcdo da historia evolutiva, da distribuicéo e da diversidade das
comunidades de animais que habitam cada regido (CODY, 1996; AB’SABER, 2003; SILVA,
2005).

Wallace (1852) analisou a distribui¢do dos primatas na Amazoénia e foi pioneiro em
testar a hipdtese de barreira geografica formada pelos grandes rios amaz6nicos. Seu estudo
confirmou a separacdo entre os grupos de primatas, pelos rios amazdnicos e separou as
primeiras regides em quatro (Guiana, Equador, Peru e Brasil) delimitadas pelos rios Amazonas-
Solimdes, rio Negro e rio Tapajos.

Posteriormente, analises biogeogréficas realizadas em comunidades de aves, anfibios,
répteis e mamiferos, deram suporte para a hipGtese das regiGes isoladas pelos rios e
consequentemente os rios atuando como barreira geografica, limitando o fluxo génico e
promovendo a especiacdo (AVILA-PIRES et al., 1995; SILVA e OREN, 1996; RON et al.,
2000; HALL e HARVEY, 2002).

Atualmente, as regides foram nomeadas como areas de endemismo e sdo descritas oito
areas para vertebrados terrestres, sendo elas: Napo, Imeri, Guiana, Inambari, Rondénia,
Tapajés, Xingu e Belém, com foco em estudos biogeograficos para melhor compreenséo dos
padrdes de distribuicdo e especiacdo (NOVAES e OREN, 2002; SILVA, 2005) (Figura 1).
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Figura 1 - Areas de endemismo identificadas para vertebrados terrestres na Amazonia, de acordo com Silva et al.
(2005). Paises em que o bioma Amazdnia ocorre: BO-Bolivia. BR-Brasil. CO-Colémbia. EC-Equador. GF—
Guiana Francesa. GY—Guiana. PE-Peru. SR-Suriname. VE—Venezuela. Rios Amazdnicos que delimitam as areas
de endemismo: Amazonas, Japura-Caquetd, Madeira, Negro, Solimdes, Tapajos, Tocantins e Xingu. Fonte:
WILLAM OLIVEIRA DA SILVA (2018).

1.2 CONSIDERACOES GERAIS DA ORDEM RODENTIA

A ordem Rodentia é considerada a mais especiosa entre 0os mamiferos, constituida
atualmente por 35 familias, 529 géneros e 2623 espécies, em que 75 géneros e 240 espécies
ocorrem no Brasil. Os roedores sdo classificados nas subordens Sciuromorpha, Castorimorpha,
Myomorpha e Hystricomorpha,

Rodentia é a ordem mais numerosa e diversa de mamiferos, sendo descrita com 35
familias, 529 géneros e 2623 espécies, sendo que 75 géneros e 240 espécies ocorrem no Brasil
(WILSON e REEDER, 2005; BURGIN et al., 2018). Os roedores estdo classificados
taxonomicamente em quatro subordens: Sciuromorpha, Castorimorpha, Myomorpha e
Hystricomorpha (EMMONS; LEITE; PATTON, 2015).



A caracteristica mais marcante desta ordem é a presenca de um par de incisivos na
arcada dentéria superior e inferior e poucos molares e pré-molares, que se separam dos incisivos
por um espaco denominado diastema, 0s caninos sdo ausentes e 0s incisivos nao tém raiz e
crescem continuamente (Figura 2). O ato de roer promove um atrito nos incisivos, ocasionando
o0 desgaste da dentina e consequente afiagdo dos dentes. Esse "afiamento™ € bastante eficiente,
sendo uma das caracteristicas do enorme sucesso adaptativo dos roedores (WILSON e
REEDER, 2005).

Figura 2 - Cranio de Lonchothrix emiliae mostrando as principais caracteristicas dentarias dos roedores. Fonte:
LEANDRO PEREZ GODOY (2015).

O tamanho corpéreo reduzido, ciclo reprodutivo, habito alimentar predominantemente
onivora e as adaptacfes ecomorfoldgicas que incluem as formas fossorial, terrestre, arboricola
e semiaquatica, apresentado pela maioria dos roedores, possibilitou a exploracdo de diversos
habitats e nichos ecologicos, tendo ocorréncia mundial com excegdo da Antartica, Nova
Zelandia e algumas ilhas oceanicas (EMMONS e FEER, 1997; SMITH e PATTON, 1999).
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1.3 FAMILIA ECHIMYIDAE E SUBFAMILIA EUMYSOPINAE

A familia Echimyidae é reconhecida como a mais diversa dentre o grupo de roedores
histricognatos Sul-Americanos, sendo constituida por 25 géneros e 93 espécies (PAGLIA et al.,
2012; EMMONS; LEITE; PATTON, 2015; BURGIN et al., 2018). Os roedores desta familia
apresentam pelos modificados em forma de espinho (aristiformes), aporte corpéreo variando de
pequeno a médio e adaptacbes ecomorfoldgicas escansorial, semi-fossorial, terrestre, arboricola
e semiaquatica (EMMONS e FEER, 1990, 1997; GALEWSKI et al., 2005; WOODS e
KILPATRICK, 2005).

O tamanho corporeo reduzido, apresentado pelos equimideos, contribuiu para a ampla
distribuicdo no continente sul-americano, com ocorréncia em todas as regides neotropicais que
vao desde areas de florestas de varzea até areas secas e abertas, tendo se adaptado antes da
chegada dos roedores correspondentes das subordens Myomorpha (cricetideos) e Sciuromorpha
(esquilos) como competidores (GALEWSKI et al., 2005; PATTERSON e VELAZCO, 2006;
FABRE et al., 2017).

Estudos biogeograficas realizados na regido neotropical a definiu como a mais diversa,
abrigando mais de 1600 espécies, incluindo os roedores (BURGIN et al., 2018). Nesse sentido,
a distribuicdo dos géneros da familia Echimyidae foi reconhecida em seis areas dentro da regiéo
neotropical, com caracteristicas que vao desde florestas Umidas a areas abertas e secas (Figura
3) (MORRONE et al., 2014; FABRE et al., 2017).

Dados filogenéticos realizados na familia Echimyidae buscaram elucidar as relages
entre 0s géneros, porém muitos estudos apontam altos indices de divergéncia nucleotidica
intragenérica, levando questionamentos sobre a real composicdo e status taxonémicos de
algumas espécies (PATTON et al., 2000; ORLANDO et al., 2003; UPHAM et al., 2013;
FABRE et al., 2013; DIAS DE OLIVEIRA et al., 2019). Atualmente, sdo reconhecidas trés a
quatro subfamilias, com duas sendo monofiléticas (Dactylomyinae e Myocastorinae), uma
parafiletica (Echimyinae) e uma parafilética ou polifilética (Eumysopinae) (EMMONS; LEITE;
PATTON, 2015).

Estudos recente realizada a partir de sequéncias de DNA mitocondrial confirmaram a
proximidade filogenética entre equimideos arboricolas, formando um grupo monofilético
(FABRE et al., 2013). Entretanto, a subfamilia Eumysopinae (Proechimys, Thrichomys,
Trinomys, Carterodon, Clyomys, Euryzygomatomys, Mesomys, Lonchothrix e Phyllomys), é

guestionada por alguns autores, pois ja foram descritas politomias envolvendo as subfamilias
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Dactylomyinae e Echimyinae (EMMONS; LEITE; PATTON, 2015; FABRE et al., 2013,
2017).

West Indies AM: Amazonian Basin
Capromys and Guyana Shield
Geocapromys Dactylomys
Mesocapromys Echimys
Mysateles Isothrix
Plagiodontia Makalata

Mesomys
NA Trans-Andes Proechimys
Diplomys Lonchothrix
Olallamys Toromys
Hoplomys
Pattonomys CC: Cattinga and Cerrado
Proechimys Carterodon
Santamartamys Clyomys

Euryzygomatomys

SA: Southern

Thrichomys
South America

Myocastor
Myocastor

ABF: Atlantic Forest
Callistomys
Kannabateomys
Phyllomys
Trinomys

-80 -60 -40

Figura 3 - Mapa de distribuicdo dos géneros da familia Echimyidae na regido neotropical (FABRE et al., 2017):
West Indies (Indias Ocidentais), NA (Regido dos Andes), SA (Regido sul da América do Sul). AM (Bacia
Amazonica e Escudo das Guianas), CC (Caatinga e Cerrado), ABF (Floresta Atlantica).

Os géneros Mesomys e Lonchothrix sdo frequentemente utilizados em analises
filogenéticas, sendo constantemente apoiados como taxa-irmdos. Em contrapartida, poucos
estudos descrevem a divergéncia intra e interespecifica envolvendo os taxa, o que leva a lacunas
sobre 0 status taxondmico das espécies reconhecida para cada género (DA SILVA e PATTON,
1993; LARA et al., 1996; PATTON et al., 2000; LEITE e PATTON, 2002; BONVICINO et
al., 2003; ORLANDO et al., 2003; GALEWSKI et al., 2005; PATTERSON e VELAZCO,

2008; FABRE et al., 2013, 2017; UPHAM e PATTERSON, 2015; DIAS DE OLIVEIRA et al.,
2019).
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1.4 GENEROS Mesomys e Lonchothrix (ECHIMYIDAE, EUMYSOPINAE)

O género Mesomys € constituido pelas espécies M. hispidus, M. stimulax, M. occultus e
M. leniceps. Apresentam modo de vida noturno e arboricola, cauda de tamanho semelhante ao
corpo com tufo pincel na ponta podendo chegar a 20mm, apresentam pelos aristiformes com
forma em espinho, dorso é castanho-avermelhado e o ventre varia de amarelo a alaranjado
(Figura 4) (OLIVEIRA e BONVINCINO, 2006).

Figura 4 - Exemplar de Mesomys stimulax (Malcher et al., 2021).

A distribuicdo do género com ocorréncia na Amazonia brasileira (M. hispidus, M.
stimulax e M. occultus), sdo reconhecidas distribuidas pela bacia amazbnica, escudo das
Guianas, até a parte oriental dos Andes Mesomys hispidus estd amplamente distribuido,
ocorrendo em simpatria com as outras trés espécies: ao leste andino com M. leniceps, na por¢ao
central da Amazo6nia com M. occultus e no sul do rio Amazonas, com M. stimulax (Figura 5)
(EMMONS; LEITE; PATTON, 2015).
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O género Lonchothrix (Echimyidae, Eumysopinae) € monotipico (L. emiliae), endémico
da Amazobnia Brasileira, ocorre nos baixos Rios Madeira, Tapajos e Xingu, ao sul do Rio
Amazonas, nos estados do Para e Amazonas (EMMONS; LEITE; PATTON, 2015) (Figura 5).
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0 250km
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Figura 5 - Mapa da distribuicdo dos géneros Mesomys e Lonchothrix. Banco de dados obtido de IUCN
(International Union for Conservation of Nature) (2008) e DIVA (HIIMANS et al., 2004). Fonte: Presente
trabalho.

Lonchothrix emiliae apresenta modo de vida noturno e arboricola, e se alimentam de
sementes. Possui caracteres morfolégicos externos semelhantes aos roedores do género
Mesomys, como pelos dorsais modificados em formato de espinho e coloracdo dorsal e ventral
variando do castanho ao amarelo, diferindo no pincel caudal com tamanho maior que chega a
70mm, porém, a autotomia € comum nesses grupos (Figura 6) (EMMONS; LEITE; PATTON,
2015).
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Figura 6 - Exemplar de Lonchothrix emiliae. Fonte: LEONY DIAS DE OLIVEIRA (2019).

1.5 ESTUDOS CITOGENETICOS E FILOGENETICOS NOS GENEROS Mesomys e
Lonchothrix (ECHIMYIDAE, EUMYSOPINAE)

Estudos citogenéticos apontam, M. hispidus com namero diploide (2n) igual a 60 e
nimero fundamental (NF) igual a 116, M. stimulax (2n=60/NF=110, 116) e M. occultus
(2n=42/NF=54) (PATTON et al., 2000; DIAS DE OLIVEIRA et al., 2019; MALCHER et al.,
2021). Recentes anéalises por bandeamentos cromossdmicos B e C e FISH com sondas
telomérica e de rDNA, demostraram uma diversidade desconhecida para o género que
contribuiram para o delineamento taxonémico das espécies e demostrar as diferengas
cariotipicas que atuaram na diversificacdo do género (DIAS DE OLIVEIRA et al., 2019,
MALCHER et al., 2021).

Dias de Oliveira et al. (2019) realizaram andlises por citogenética classica e molecular
em amostras provenientes do municipio de Juruti no estado do Amazonas e descreveram 0s
primeiros dados de bandeamentos G e C para M. hispidus (2n=60/NF=116) e FISH telomérica
com sinais distais e de rDNA 45S com marcag¢do em um par cromossémico (Figura 7).
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Figura 7 - Cariétipo de M. hispidus (2n=60/NF=116) a) G-bandeado; b) C-bandeado; c) FISH telomérica; d) FISH
rDNA 45S (DIAS DE OLIVEIRA et al., 2019).

Malcher et al. (2021), realizam analises por citogenética classica e molecular em
amostras provenientes do municipio de Maraba no estado do Parad e descreveram um novo
cariotipo para M. stimulax com 2n=60/NF=110, apresentando trés pares cromossémicos com
morfologia acrocéntrica, diferindo do descrito com NF igual a 116, o qual apresenta todos 0s
cromossomos com dois bracos, além disso, os dados de FISH telomérica apresentou marcacgéo
distal e de rDNA 18S apresentou sinal em um par cromossémico (Figura 8).

Os recentes estudos tém demostrado o 2n conservado e uma grande variabilidade no NF
das espécies do género Mesomys. As diferencas descritas podem ser decorrentes de rearranjos
cromossémicos dos tipos fusdo/fissao, translocagdes e inversdes que ja foram descritos em
outros roedores, sendo 0s eventos mais comuns entre esses grupos (WHITE, 1973; MALCHER
etal., 2017; OLIVEIRA DA SILVA et al., 2017).
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Figura 8 - Cariétipo de M. stimulax (2n=60/NF=110) a) G-bandeado; b) C-bandeado; ¢) FISH telomérica; d) FISH
rDNA 18S (MALCHER et al., 2022).

Estudos recentes no género Lonchothrix (Echimyidae, Eumysopinae) corrigiram 0s
dados citogenéticos que estavam descritos erroneamente com 2n=60/NF=116 para amostras
coletadas no Peru. Visto que ndo ha informac6es de distribuicdo para essa localidade, este erro
pode ter ocorrido devido as semelhancas morfoldgicas externas compartilhadas com o género
Mesomys, principal causa de erros de identificacdo. Sendo assim, Dias de Oliveira et al. (2019),
analisaram amostras diversas localidades da Amazonia brasileira por citogenética classica e
molecular e descreveram 0s primeiros dados cariotipicos para L. emiliae com
2n=642,653/NF=124 com sistema sexual maltiplo (XX/XY1Y2), bandeamentos G e C, além
de FISH com sondas de Telomérica que apresentaram sinais distais e intersticiais e de rDNA45S

com marcacdo em um par cromossémico (Figura 9).
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Figura 9 — Cari6tipo de L. emiliae (2n=64%,653/NF=124) a) G-bandeado; b) C-bandeado; c) FISH Telomérica
(FITC-verde) setas indicam marcacéo intersticial e rDNA45S (CY3-vermelho) (DIAS DE OLIVEIRA et al,,
2019).

1.6 A PROBLEMATICA DOS GENEROS Mesomys E Lonchothrix (ECHIMYIDAE,
EUMYSOPINAE)

O bioma amazonico, reconhecido como o maior bioma neotropical, apresenta grande
diversidade de habitats que refletem em uma elevada riqueza de espécies. Muitos estudos vém
sendo realizados para a melhor compreensdo da histdria evolutiva e geogréfica da regido, os
quais, foram determinantes para o reconhecimento das areas de endemismo, caracterizadas
como uma regido de menor unidade geografica com biota regional prépria, que se
estabeleceram ao longo do tempo (SILVA, 2005).

Atualmente sdo descritas oito areas de endemismo para vertebrados terrestres, sendo
elas: Napo, Imeri, Guiana, Inambari, Ronddnia, Tapajés, Xingu e Belém. Estas sdo delimitadas
por grandes rios amazonicos, sendo foco de estudos sobre distribuicédo, diversidade e especiacao
dos organismos que utilizam essas regides como seu habitat, incluindo os roedores equimideos
da Amazodnia (SILVA, 2005).
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Neste cenario, pesquisadores questionam os limites geogréfico e a area de simpatria
apresentado por M. hispidus e M. stimulax, cuja distribuicdo de M. stimulax é definida do centro
a leste da Amazonia, margem esquerda do rio Tapajos em direcdo a margem direita do rio
Tocantins, nas areas de endemismo Tapajos e Xingu, enquanto M. hispidus € amplamente
distribuido pelo centro da Amazonia com limite até a margem direita do rio Tapajos, ocorrendo
em simpatria com M. stimulax no sul do rio Amazonas (ORLANDO et al., 2003; EMMONS;
LEITE; PATTON, 2015). Entretanto, a compreensdo da diversificacdo e dos limites
geograficos dos roedores equimideos ainda esta deficiente devido aos poucos estudos referentes
as questdes biogeogréficas.

A Amaz0nia, apesar de ser o bioma mais diversificado das Américas e, provavelmente,
do Mundo, porém poucas informaces se tém sobre sua real biodiversidade, devido as
dificuldades de acesso e coleta em muitas regides (VOSS e EMMONS, 1996). Nesse sentido,
0 modo de vida noturno e arboricola apresentado por Mesomys e Lonchothrix levam a uma
dificuldade de coleta, causando baixa representatividade de amostras e consequentemente
poucos estudos foram realizados nesses géneros.

Além disso, 0s géneros irméos apresentam similaridade morfoldgicas externas como
medidas corporais, coloracdo e tipo de pelagem, com poucos caracteres diagnosticos diferentes
como os tufos pinces caudais que variam de 20mm em Mesomys e chega até 70mm em
Lonchothrix, porém a autotomia é comum entre os géneros (EMMONS; LEITE; PATTON,
2015). Nesse sentido, ha poucos estudos sobre esses taxa, 0 que dificulta a compreensao sobre
a real distribuicdo, diversidade e historia evolutiva (ORLANDO et al., 2003; PATTON et al.,
2000; PATTON; PARDINAS; D’ELIA, 2015).

Para estudar a biodiversidade, é importante usar diversos marcadores visando uma
melhor defini¢do dos taxa. Uma abordagem relevante, além da analise morfoldgica, é o uso da
analise genética (citogenética e sequéncias de genes) como ferramenta auxiliar no delineamento
taxondmico das espécies (WHITE, 1973).

Os cromossomos sdo estruturas com consideravel estabilidade, onde espécies diferentes
tendem a ter cariotipos diferentes. Segundo Robbins & Baker (1981), Patton & Sherwood (1983)
e King (1993), os rearranjos cromossémicos mais comuns em roedores sdo do tipo fissdo, fusdo e
inversdes pericéntricas, 0s quais exercem importante papel na evolucéo cariotipica, no processo de
isolamento reprodutivo e, consequentemente, especiagéo.

As diferencas cariotipicas sdo devidas a mudancas na estrutura dos cromossomos
levando a uma reorganizacao do genoma. Os rearranjos, cujas ocorréncias podem ser detectadas

pela anélise comparativa dos caridtipos, sdo eventos relativamente raros e com taxa minima de
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homoplasia, 0 que torna a anélise citogenética extremamente importante para o estudo da
sistematica e da biodiversidade (WHITE, 1973).

Em muitos grupos, analises detalhadas de variagcbes cromossémicas tém se mostrado
uteis na resolucdo de problemas taxonémicos, que poderiam ser dificeis de serem esclarecidos
baseando-se exclusivamente em caracteres morfologicos, como ja foi observado em
Proechimys (RODRIGUES DA COSTA et al., 2016), Neacomys (OLIVEIRA DA SILVA et
al., 2017; 2019), Oecomys (MALCHER et al., 2017) e Lonchothrix (DIAS DE OLIVEIRA et
al., 2019). Desse modo, a citogenética moderna, por meio das técnicas de bandeamentos e
FISH, é fundamental para auxiliar na identificacdo taxondmica, permitindo estudos
comparativos entre grupos que apresentam similaridades morfolégicas (ROMANENKO et al.,
2012).

Os marcadores moleculares como gene citocromo B (Cytb) e citocromo C oxidase |
(COI) sédo altamente utilizados em estudos filogenéticos como ferramenta auxiliar a fim de
contribuir na identificacdo dos taxa e divergéncia nucleotidica, que ajudam na compreenséo da
historia evolutiva do grupo. Deste modo, o uso da citogenética e dos marcadores moleculares
sdo imprescindiveis para distinguir espécies distintas que possuem caracteres morfoldgicos
semelhantes (espécies cripticas) (BICKFORD et al., 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

e Investigar a distribuicdo de Mesomys hispidus e Mesomys stimulax e a diversidade
cariotipica de amostras dos géneros Mesomys e Lonchothrix (Rodentia, Echimyidae,
Eumysopinae) da Amazobnia brasileira, auxiliando no delineamento taxonémico, na

evolucdo cariotipica, nas relacdes filogenéticas e nos limites geograficos.

2.2 ESPECIFICOS

e Analisar comparativamente os cariotipos de Mesomys e Lonchothrix, inferindo sobre os
possiveis eventos de rearranjos cromossdmicos, responsaveis pela diversidade cariotipica.

e Utilizar os marcadores moleculares (Cytb) e (COI) como DNA barcoding para a correta
identificacdo taxonémica, descrever as divergéncias genéticas intra e interespecificas e
demostrar as relacdes filogenéticas.

e Investigar os limites de distribuicdo geogréfica das espécies Mesomys hispidus e Mesomys

stimulax na Amazonia.
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Analise da diversidade genética indica uma nova espécie para Mesomys e novas formas
cariotipicas para os géneros Mesomys e Lonchothrix (Rodentia, Echimyidae,

Eumysopinae) na Amazonia brasileira.
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Short Title: Cytogenetic and molecular analysis of Mesomys and Lonchothrix

Abstract

Morphological, molecular and chromosomal studies in the genera Lonchothrix and Mesomys
have contributed to a better understanding of taxonomic design, phylogenetic relationships and
karyotypic patterns. Recent molecular investigations have shown an yet undescribed diversity,
suggesting that these taxa are even more diverse than previously assumed. Furthermore, the
limits of geographic distribution in the Amazon region for the species M. hispidus and M.
stimulax have been questioned by some authors. In this sense, the current study sought to
understand the karyotypic evolution and the geographic limits of the Mesomys and Lonchothrix
genera, based on classical and molecular cytogenetic analysis and through sequences of the
mitochondrial genes Cytochrome b (Cytb) and Cytochrome Oxidase - Subunit 1 (COI) from
different locations in the Brazilian Amazon. The species M. stimulax and Mesomys sp n
presented 2n=60/FN=110, while M. hispidus presented 2n=60/FN=112 and Lonchothrix
emiliae presented 2n=66/FN=126, both unpublished karyotypes for the genera. Phylogenetic
analysis confirmed Mesomys and Lonchothrix as sister genera and showed a high intraspecific
rate in M. hispidus and Mesomys sp. n from Itaituba, maybe related to a new lineage in

Mesomys.

Keywords: Hystricognathi rodents, FISH, Cytb, COI, chromosomal rearrangements,

Geographical distribution.
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Introducao

Considerada como a maior floresta tropical, a Amazo6nia é detentora de uma elevada
diversidade de ecossistemas que possibilitam a vivéncia de elevada abundancia e riqueza de
especies. Nesse sentido, investigacdes vém sendo realizadas quanto a interacao dos organismos
com 0s ecossistemas Amazonicos. Estes estudos foram responsaveis pelo reconhecimento de
regides geograficas que possuem como caracteristica principal uma historia evolutiva Gnica [1,
2, 3].

As regides sdo descritas como areas de endemismo ou areas endémicas, sdo delimitadas
pelos grandes rios amazonicos e caracterizadas como uma unidade que reflete a histéria
evolutiva das espécies ali encontradas [4, 5]. De acordo com Silva et al. [5], atualmente sao
reconhecidas oito areas de endemismo para vertebrados terrestres, sendo elas: Napo, Imeri,
Guiana, Inambari, Ronddnia, Tapajos, Xingu e Belém.

Dentre os grupos de vertebrados terrestres, os roedores da familia Echimyidae séo
considerados 0s mais diversos dentre os hystricognatos sul-americanos, compreendendo 95
espécies agrupadas em 21 géneros. Esta familia esta amplamente distribuida na floresta
amazonica, ocorrendo nas oito &reas de endemismo reconhecidas [6].

Investigacdes com fragmentos de genes mitocondriais (Cytb, COI) e nucleares (apoB,
IRBP, RAG1, VWF) realizados na familia Echimyidae, demonstram um ndmero incerto de
subfamilias, que variam de trés a quatro, dependendo do autor e analises realizadas:
Dactylomyinae, Echimyinae, Eumysopinae e Myocastorinae [6, 7, 8, 9, 10]. A subfamilia
Eumysopinae é representada por nove géneros, sendo quatro terrestres (Hoplomys, Proechimys,
Thrichomys e Trinomys), trés semifossoriais (Carterodon, Clyomys e Euryzygomatomys) e dois

arboricolas (Mesomys e Lonchothrix) [6].
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Os géneros irmdos Mesomys e Lonchothrix compartilham caracteristicas ecoldgicas
como modo de vida noturno e arboricola, o que acarreta dificuldade de coleta e logo h& poucos
estudos por conta da baixa representatividade em cole¢Ges. Além disso, a similaridade na
morfologia externa leva a erros de identificacdo entre as espécies, sendo o tufo caudal um
carater diagnostico, podendo chegar a 20mm em Mesomys e 70mm em Lonchothrix [6], porém
a autotomia caudal é comum nesse grupo de roedores [6].

O género Mesomys (M. hispidus, M. stimulax, M. occultus e M. leniceps) encontra-se
amplamente distribuido pela Amazonia brasileira e regides das guianas até a parte oriental dos
Andes, enquanto Lonchothrix (L. emiliae) apresenta uma distribuicdo mais restrita, ocorrendo
no baixo rio Madeira, Tapajés e Xingu ao sul do rio Amazonas, leste da Amazonia brasileira.
Ressalta-se que L. emiliae ocorre em simpatria com M. stimulax e M. hispidus na regido do
baixo Amazonas, nas areas de endemismo Tapajoés e Ronddnia [6].

Além disso, a distribuicdo e a regido de simpatria entre M. hispidus e M. stimulax tem
sido questionado por alguns autores que propdem a area de ocorréncia de M. stimulax do centro
a leste da Amazonia, margem esquerda do rio Tapajos em direcdo a margem direita do rio
Tocantins, enquanto M. hispidus estd amplamente distribuido pela Amazonia até a margem
direita do rio Tapajos, possivelmente ocorrendo em simpatria com M. stimulax no sul do rio
Amazonas [6, 11, 12].

Tendo em vista as dificuldades na identificacdo taxonémica, principalmente associada
a sobreposicdo de caracteristicas ecolégicas, morfoldgicas e regides de simpatria, estudos
buscaram empregar diferentes ferramentas para um melhor delineamento dos taxa, associando
dados morfoldgicos [9, 10], analises moleculares [6, 7, 8, 9, 10] e cariotipicas [11, 12]. Orlando
et al. [10] analisaram sequéncias de Cytb e dados morfométricos de amostras de M. hispidus e
observaram uma alta divergéncia intraespecifica com a estruturagdo de diferentes clados,

associado com variagdo no tamanho crénio-dental, sugerindo tratar-se de um complexo de
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espécies. Apesar dessa variacdo, alocou todas as formas detectadas provisoriamente dentro de
M. hispidus, mas sugeriu que estudos utilizando andlises morfoldgicas, moleculares e
cromossdmicas fossem realizados.

Recentemente, Dias de Oliveira et al. [11] investigaram amostras de M. hispidus e L.
emiliae, através de analises citogenéticas e de sequéncias de Cytb. Além de corroborar com
Orlando et al. [10] que M. hispidus apresenta alta divergéncia genética intraespecifica, Dias de
Oliveiraetal. [11] descreveram pela primeira vez o cari6tipo de L. emiliae com namero diploide
(2n) 649657, e nimero fundamental autossomico (NF) de 124, sendo este distinto dos
cariotipos descritos na literatura para o género Mesomys, sendo reconhecidos para M. occultus
(2n=42/NF=54) [9], M. hispidus (2n=60/NF=116) [9, 11] e M. stimulax (2n=60/NF=110, 116)
[9, 12].

Considerando a diversidade genética subestimada e inconsisténcias nos limites
geogréficos nos géneros Mesomys e Lonchothrix, investigamos se 0s novos citdtipos
encontrados (2n=60/NF=110,112 e 2n=66/NF=126) estdo associadas as espécies L. emiliae, M.
stimulax e M. hispidus, em suas respectivas areas de distribuicdo conhecidas.

Diante disso, o presente estudo analisou amostras de L. emiliae, M. hispidus e M.
stimulax a partir da citogenética classica e molecular, por meio dos bandeamentos
cromossémicos G e C e FISH com sondas teloméricas e de rDNA 18S, e as relacbes
filogenéticas destes géneros irmaos por meio dos marcadores moleculares Cytb e COl. Aqui,
descrevemos 0s possiveis rearranjos cromossdmicos que contribuiram para a evolucédo e
diversificacdo, aléem de investigarmos a distribuicdo das espécies M. hispidus e M. stimulax a
partir de nossas amostragens distribuidas na Amazénia brasileira, correlacionando com as areas

de endemismo.

Material e Métodos
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Amostras

Obtivemos cari6tipos de uma fémea de M. hispidus de Jacareacanga; um macho de M.
stimulax de Paragominas; um macho de Mesomys sp. n. de Itaituba; e uma fémea de L. emiliae
de Juruti, todas as localidades sdo do estado do Para, Brasil (Fig. 1). Os espécimes foram

capturados usando armadilhas de interceptacéo e queda [14].

Figura 1. Mapa com os pontos de coleta das amostras do género Mesomys e Lonchothrix
analisadas no presente estudo e na literatura. Presente estudo: M. hispidus (1 a 10), M. stimulax
(4, 11 e 12) e Mesomys sp. n. (13). Literatura e GenBank: M. hispidus (16 a 21), M. stimulax
(22 e 23), M. occultus (17); L. emiliae do presente estudo: 14 e 15. Literatura e GenBank: 16,
24 a 26. O caodigo de acesso do GenBank ou o cddigo do coletor estdo apds a numeragdo dos

locais. Informacgdes mais detalhadas podem ser encontradas no Apéndice A.

Analise Citogenética

As preparacdes cromossémicas foram obtidas através da extracdo da medula dssea [15].
Posteriormente, as laminas foram preparadas e submetidas a bandagem G [16] e banda C [17],
além de FISH (hibridizar in situ fluorescente) com sondas teloméricas e rDNA 18S [18], todas
as técnicas seguiram os protocolos estabelecidos com adaptacgdes.

As laminas contendo as preparacfes cromossdmicas utilizadas nas técnicas de
citogenética classica foram analisadas em microscopio Olympus BX41 e fotografadas com
camera digital Canon Powershot A95. Os caridtipos foram montados usando o software
Applied Spectral Imaging Karyotyping, considerando a morfologia e tamanho dos
cromossomos. Os cromossomos sdo separados em dois grupos: de um brago

(subtelocéntrico/telocéntrico) e de dois bracos (metacéntrico/submetacéntrico). As laminas
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previamente hibridizadas foram capturadas usando o software Nis-Elements sob o microscdpio
Nikon H550S.

A classificagéo foi feita de acordo com Levan et al. [19], que leva em conta o quociente
entre 0 comprimento do bragco cromossdmico mais longo (L) e o do menor (C), no valor da
relagdo L/C. As designaces classicas dos cromossomos como metacéntrico, submetacéntrico,
subtelocéntrico e telocéntrico devido a posicdo do centrdmero, se este ocupa as posi¢oes

mediana, submediana, subterminal e terminal, respectivamente.

Analise Molecular

A andlise molecular do presente estudo utilizou 19 amostras de tecidos dos géneros
Mesomys e Lonchothrix para extracdo do DNA a fim de obter sequencias dos genes
mitocondriais citocromo b (Cytb) e Citocromo Oxidase - Subunidade I (COI). Os dados foram
complementados com as sequéncias disponiveis no GenBank (Apéndice A; Fig. 1; Tabela 1).

A extragdo do DNA total foi realizada com o auxilio do Kit Wizard Genomic da
Promega, de acordo com o protocolo do fabricante. As PCRs foram padronizadas com 15 pl de
volume final, contendo ~30ng de DNA gendmico; 2.4 pl de dNTPs (1.25mM); 1.5 pl de tampéo
10X (200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI); 1 pl de MgCI2 (25 mM); 1 ul de cada iniciador (0.2
M) e 1 U de Tag DNA polimerase. Com exce¢éo da temperatura de hibridagéo dos iniciadores,
as demais etapas do protocolo de amplificagdo foram idénticas para os dois marcadores, a
programacéo no termociclador teve as seguintes condi¢des: desnaturacéo inicial de 95°C por 5
min, com 35 ciclos de desnaturacdo de 94°C por 30 s, hibridagdo, temperaturas por 40 s,
extensdo de 72°C por 40 s, e extensao final de 72°C por 5 min. As amplificacdes dos produtos
de PCR foram purificadas com o auxilio de polietileno glicol (PEG) e alcool. Posteriormente,
foram conduzidas reacGes de sequéncias com o Kit BigDye (Applied Biosystems), e as amostras

foram sequenciadas no sequenciador automatico ABI 3500 XL (Applied Biosystems)
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As sequéncias de DNA foram alinhadas no ClustalW [20] e editadas manualmente no
software BioEdit v. 7.2.5 [21]. Andlises filogenéticas foram realizadas por maxima
verossimilhanga (ML). A busca para o melhor modelo de substitui¢ao de nucleotideos foi feita
com o software jModeltest 2.0.2 [22]. Teste de saturacdo de bases foram realizadas no
DAMBES5 [23]. A andlise de ML foi realizada em RAXML v.8, a &rvore mais verossimil foi
encontrada por 1.000 buscas e posteriormente foram realizadas 1.000 pseudoréplicas de
bootstrap [24]. No programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) foram

verificados os percentuais de divergéncia genética entre os tdxons [25].

Resultados

Citogenética Classica e Molecular
Mesomys (Echimyidae, Eumysopinae)

A amostra de Mesomys hispidus do municipio de Jacareacanga (localidade 1, Fig. 1)
apresentou o cari6tipo com 2n=60/NF=112, com 29 pares autossdmicos, variando de grande a
pequeno, sendo os pares 1 a 27 meta/submetacéntricos, os pares 28 e 29 acrocéntricos e o par
sexual X submetacéntrico grande (Fig. 2a). A heterocromatina constitutiva (HC) esta

distribuida na regido centromeérica de todos os cromossomos autossémicos e sexuais (Fig. 2b).

Figura 2. Mesomys hispidus (2n=60/NF=112). a) Bandeamento-G e b) Bandeamento-C.

A amostra de Mesomys stimulax do municipio de Paragominas (localidade 11, Fig. 1)

apresentou o cariétipo com 2n=60/NF=110, com 29 pares autossdmicos, variando de grande a

pequeno, sendo os pares 1 a 26 meta/submetacéntricos, os pares 27 a 29 acrocéntricos o sexual
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197 X submetacéntrico grande e 0 Y, submetacéntrico pequeno (Fig. 3a). A HC esté distribuida na
198  regido centromérica de todos 0s cromossomos autossdmicos e sexuais (Fig. 3b).

199 A amostra de Mesomys sp. n. do municipio de Itaituba (localidade 13, Fig 1), apresentou
200 o caridtipo com 2n=60/FN=110, com 29 pares autossomicos, variando de grande a pequeno,
201 sendo os pares 1 a 26 meta/submetacéntricos, o par 27 subtelocéntrico, os pares 28 e 29
202  acrocéntricos o sexual X submetacéntrico grande e Y, metacéntrico pequeno. A HC esta
203  distribuida na regido proximal de todos os cromossomos autossdomicos e sexuais (Fig. 3 c).
204

205  Figura 3. Mesomys stimulax (2n=60/NF=110): a) Bandeamento-G; b) Bandeamento-C; e Mesomys
206  sp. n. (2n=60/NF=110): c) Bandeamento-C.

207

208 Em ambas as espécies, Mesomys hispidus e Mesomys stimulax, as FISHs com sondas
209  teloméricas mostraram apenas sinais distais e as com sondas de rDNA 18S marcaram na regiao
210  intersticial de um par autossomico (Fig. 4).

211

212  Figura 4. Mesomys hispidus a) FISH telomérica b) rDNA 18S; Mesomys stimulax c¢) FISH
213  telomérica d) FISH rDNA 18S.

214

215 Lonchothrix (Echimyidae, Eumysopinae)

216 A amostra de Lonchothrix emiliae do municipio de Juruti (localidade 14, Fig. 5)
217  apresentou o cariotipo com 2n=66/NF=126, com 32 pares autossdmicos, variando de grande a
218  pequeno, sendo os pares de 1 a 31 meta/submetacéntricos, o par 32 é acrocéntrico e o sexual X,
219  submetacéntrico grande (Fig. 5b).

220

221  Figura 5. Lonchothrix emiliae (2n=66/FN=126): a) Bandeamento-G; b) Bandeamento-C.
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A FISH com sondas teloméricas mostrou sinais distais em todos 0s cromossomos e
sinais intersticiais em dois pares autossomicos; a sondas de rDNA 18S mostrou sinal intersticial

em apenas um par autossomico (Fig. 6).

Figure 6. Lonchothrix emiliae (2n=66/NF=126): a) FISH Telomérica; b) rDNA 18S.

Filogenia Molecular

A andlise filogenética de maxima verossimilhanga recuperou uma topologia com altos
valores de apoio (bootstrap) para a maioria dos nos. A relacdo irma entre os géneros
Lonchothrix e Mesomys foi recuperada com 99% de bootstrap. A amostra proveniente do
municipio de Itaituba, ndo correspondeu a nenhum clado conhecido do género Mesomys, e

formou um ramo com 97% de suporte, sugerindo que esta seja uma nova espécie para o género.

Figura 7. Arvore de maxima verossimilhanca das amostras do presente trabalho e os
disponiveis no GenBank para os géneros Mesomys e Lonchothrix, baseada nas sequéncias

concatenadas de genes mitocondriais (COI e Cytb).

A anélise filogenética feita a partir do gene mitocondrial do citocromo b (Cytb) mostrou
divergéncia intergenérica de 15 + 24% entre os tdxons analisados (Tabela 2). A distancia
intergenérica menor foi de 15% para o grupo L. emiliae + M. stimulax e a maior foi de 24%
para o grupo M. occultus + Isothrix sinnamariensis. A maior distancia intragenérica foi de 14%
para o grupo M. hispidus + M. occultus. A divergéncia de nucleotideo médio intraespecifico

para cada especie foi <5%, com exce¢do de M. hispidus que apresentou 5%. Mesomys sp. n.
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apresentou divergéncia intragenérica de 8% para M. hispidus, 7% para M. stimulax e 12% para

M. occultus.

Tabela 2: Estimativas de distincia-P para o gene Citocromo b (Cytb) entre os clados monofiléticos
recuperados na analise filogenética. VI = variacdo intraespecifica. As pontuacdes em negrito representam
os valores mais baixos e mais altos de divergéncia interespecifica e intraespecifica para as diferentes espécies

analisadas.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 VI (%)
[1] L. emiliae 0,03
[2] M. hispidus 0,18 0,05
[3] M. stimulax 0,15 0,09 0,04
[4] Mesomys sp n 0,16 0,08 0,07 0
[5] M. occultus 0,16 0,24 0,12 0,12 0
[6] E. spinosus 0,17 0,21 019 0,19 0,21 0
[7] D. dactylinus 019 0,20 0,20 0,20 0,20 0,18 0
[8] C. laticeps 0,21 021 0,20 0,20 0,23 0,16 0,19 0
[9] H. gymnurus 0,20 0,19 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,19 0
[10] I. sinnamariensis 0,18 0,23 0,22 0,23 0,24 022 0,19 022 0,21 0
[11] Makalata sp 020 0,22 0,21 0,21 0,21 0,19 0,19 0,21 0,22 0,21 0

A anélise filogenética feita a partir do gene mitocondrial Citocromo C Oxidase -

Subunidade | (COI) mostrou divergéncia intergenérica de 12 + 22% entre os taxons analisados

(Tabela 3). A menor distancia intergenérica foi de 12% para o grupo L. emiliae + Mesomys sp.

n. e a maior foi de 22% para 0s grupos Mesomys sp. n. + Carterodon sulcidens e

Euryzygomatomys spinosus + C. sulcidens. A divergéncia de nucleotideo médio intraespecifico

para cada espécie foi <5%, com excecdo de M. hispidus que apresentou (9%). Mesomys sp. n.

apresentou divergéncia interespecifica 11% para M. hispidus e 9% para M. stimulax.
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Tabela 3: Estimativas de distincia-P para o gene Citocromo C Oxidase - Subunidade I (CO1) entre os clados
monofiléticos recuperados na analise filogenética. VI = varia¢do intraespecifica. As pontuacdes em negrito
representam os valores mais baixos e mais altos de divergéncia interespecifica e intraespecifica para as
diferentes espécies analisadas.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 VI (%)
[1] L. emiliae 0,04
[2] M. hispidus 0,14 0,09
[3] M. stimulax 0,14 0,11 0,04
[4] Mesomys sp n 0,12 0,11 0,09 0
[5] E. spinosus 0,18 0,20 0,20 0,18 0
[6] C. sulcidens 0,20 0,21 0,21 0,22 0,22 0
[7] D. dactylinus 0,18 0,21 0,19 0,17 0,27 0,20 0
[8] C. laticeps 0,19 0,19 0,17 0,219 0,15 0,21 0,18 0
[9] H. gymnurus 0,6 0,20 0,20 0,19 0,27 0,21 0,17 0,17 0
[10] I. sinnamariensis 0,27 0,19 0,28 0,18 0,17 0,22 0,16 0,18 0,17 0
[11] Makalata sp 0,14 018 019 0,16 020 0,20 0,17 0,19 0,18 0,20 0
Discussao

Analise Molecular

A andlise molecular mostrou alto apoio (bootstrap) para os géneros amostrados da
familia Echimyidae (Lonchothrix, Mesomys, Carterodon, Clyomys, Euryzygomatomys,
Hoplomys, Dactylomys, Isothrix e Makalata), corroborando com os dados filogenéticos para a
monofilia do grupo [7, 8]. Além disso, os géneros Lonchothrix e Mesomys sairam com apoio
de 99% de bootstrap na analise de maxima verossimilhanca (ML) dos marcadores moleculares

Cytb e COlI, reforcando o status de irmandade deste clado.
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Nossas amostras de M. hispidus, M. stimulax e L. emiliae foram devidamente associadas as
sequenciais disponiveis no GenBank para os genes Cytb e COI, confirmando a identidade de
cada espécie a partir do DNA barcoding. Entretanto, uma nova linhagem para o género
Mesomys foi recobrada.

Estudos prévios de ML com base no gene mitocondrial Cytb recobraram um apoio de
100% diferindo M. occultus em relagdo as espécies irmds M. hispidus + M. stimulax [9, 10],
enquanto essas espécies irmas ramificaram com 72% [9] e acima de 75% [10]. M. occultus se
apresentou distinto das demais espécies de Mesomys com 100% de bootstrap a partir da analise
de ML utilizando os marcadores concatenados Cytb + COI similar ao encontrado por outros
autores [9, 10], também recobramos um valor de bootstrap de 94% para a ramificacdo de M.
hispidus + M. stimulax. Adicionalmente, recobramos uma espécie irma do agrupamento M.
hispidus + M. stimulax, divergindo em um ramo com 97% de apoio para a amostra proveniente
da &rea de endemismo Tapajds, no municipio de Itaituba-PA no qual descrevemos pela primeira
vez o surgimento desse ramo [9, 10, 11].

A divergéncia interespecifica baseada no gene mitocondrial Cytb entre as espécies de
Mesomys e esta nova linhagem detectada foi de 12% em relagdo a M. occultus, 8% para M.
hispidus e de 7% para M. stimulax, enquanto os valores recobrados para o gene mitocondrial
COlI foram 11% em relacdo a M. hispidus e 9% para M. stimulax. De acordo com a variacao
intraespecifica para as espécies analisadas, L. emiliae foi a que apresentou menor taxa, com 3%
em ambos os genes (Cytb e COIl), seguida de M. stimulax com 4% também em ambos 0s
marcadores, e M. hispidus foi a que apresentou maior divergéncia nucleotidica intraespecifica
com 5% para Cytb e 9% para COI. A elevada divergéncia intraespecifica encontrada em M.
hispidus corrobora com outros estudos, onde foram descritos clados com divergéncia
nucleotidica de 7,2%, sendo trés amplamente distribuidos e trés geograficamente isolados na

regido amazonica [9, 10, 11]. Além disso, é postulado que valores acima de 5% de divergéncia
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nucleotidica para genes mitocondriais em roedores sdo indicativos de possiveis espécies
cripticas [25, 26]. Nesse sentido, questionamos o status taxonémico da espécie Mesomys
hispidus, que pode ser constituida de um complexo de espécies [9, 10]. Adicionalmente, a
divergéncia interespecifica de 7-12% (Cytb) e 9-11% (COI) da nova linhagem em relacéo aos
outros taxa de Mesomys indica que deve se tratar de uma espécie ainda ndo descrita para o

género, aqui denominada como Mesomys sp. nov.

Analise Cariotipica de Mesomys e Lonchothrix

Os dados do presente trabalho apresentam um novo cit6tipo para Mesomys hispidus
possuindo 2n=60/FN=112, proveniente do municipio de Jacareacanga-PA (localidade 1, fig. 1).
Esta amostra possui dois pares acrocéntricos (28 e 29), o que difere dos caridtipos descritos na
literatura para M. hispidus de Juruti-PA (localidade 16, fig. 1) [11] e M. hispidus do alto rio
Jurud [9] que apresentam todos os pares cromossdmicos com morfologia de dois bragos
(2n=60/NF=116). A conservag¢do do 2n = 60, com variagdo no NF = 112 e 116 pode ser
decorrente de rearranjos cromossdmicos do tipo inversao pericéntrica, sendo uma das variagdes
cromossOmicas comuns em roedores [27, 28, 29].

Mesomys stimulax com 2n=60/FN=110 proveniente do municipio de Paragominas-PA
(localidade 11, fig. 1), corrobora com o numero diploide (2n = 60) e nimeros de bragos
autossomicos (NF=110) descrito por Malcher et al. [12] (localidade 22, fig. 1), porém, apresenta
variacdo de HC, o qual € restrito na regido centromérica, enquanto M. stimulax [12] apresenta
blocos de HC na regido centromérica, regido proximal e alguns pares sdo quase todos
heterocromaticos.

A amostra de Mesomys sp. n. proveniente do municipio de Itaituba-PA (localidade 13,
fig. 1) apresenta 0 2n = 60 e NF=110 do cariétipo descrito para M. stimulax de Paragominas-

PA (localidade 11, fig. 1) e Maraba-PA (localidade 22, fig. 1) [12], entretanto difere na
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morfologia cromossémica, apresentando um grande par cromossomico subtelocéntrico,
enquanto as outras populac6es apresentam trés pequenos pares acrocéntricos.

A analise comparativa por bandeamento C também revelou um padréo de distribui¢do
proximal da HC nos cromossomos autossomos e sexuais, similar ao descrito para M. stimulax
de Maraba-PA (localidade 22, fig. 1) em alguns pares, entretanto diferente de M. stimulax da
populacdo de Paragominas-PA (localidade 11, fig. 1) em que o padrdo de HC esté restrito a
regido centromérica [11, 12].

Nossos dados de FISH com sonda telomérica e de rDNA 18S para M. hispidus
(localidade 1, fig. 1) e M. stimulax (localidade 11, fig. 1) corroborou com o descrito na literatura
para populagdes de M. hispidus de Juruti-PA (localidade 16, fig. 1) e de M. stimulax de Marabé-
PA (localidade 22, fig. 1), apresentando sinais telomeéricos distais e sinal de rDNA 18S em um
par cromossémico [11, 12].

Apresentamos um novo citotipo para Lonchothrix emiliae proveniente de Juruti-PA
(localidade 14, fig. 1) com 2n=66/NF=126 ocorrendo em simpatria com a forma L. emiliae
2n=649/653/NF=124 provenientes de Juruti-PA e Parintins-AM (localidades 16 € 24; fig.)
[11], diferindo o 2n e NF pela presenca de um par cromossdmico de morfologia
submetacéntrica pequeno adicional e sistema sexual simples. Além disso, nossos dados de FISH
com sondas teloméricas para L. emiliae (localidade 14, fig. 1) diferiu dos dados disponiveis na
literatura, apresentando quatro sinais intersticiais teloméricos em dois pares cromossomicos,
enquanto L. emiliae (localidades 16 e 24; fig.) apresentou dois sinais em um par cromossomico.
A FISH com sonda rDNA 18S corroborou com os dados disponiveis na literatura apresentando

dois sinais em um par cromossémico [11].

Distribuicdo Geografica de Mesomys
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O género Mesomys (Echimyidae, Eumysopinae), estd amplamente distribuido pela
Amazonia e pelas oito areas de endemismo. Mesomys occultus ocorre na area de endemismo
Napo, M. hispidus esta distribuido por seis areas de endemismo, com exce¢do de Belém e
Xingu; e M. stimulax possui distribuicao nas areas de endemismo Xingu, Tapajos, Rondonia,
Belém e Guianas [6, 11, 12].

No que diz respeito a distribuicdo e a simpatria entre as espécies M. hispidus ¢ M.
stimulax, estudos descrevem M. hispidus com limites de ocorréncia até a margem esquerda do
rio Tapajos em direcdo a oeste da Amazonia e M. stimulax limitado ao leste do Rio Xingu em
dire¢do a leste da Amazonia [6]. Entretanto, nossos dados moleculares mostram espécimes de
M. hispidus com ocorréncia na margem direita do rio Tapajos e sul do afluente Teles Pires e
ilha do Marajo, leste da Amazonia e espécimes de M. stimulax com ocorréncia no sentido oeste
da Amazonia, no alto rio Madeira e margem esquerda do rio Juruena nas areas de endemismo
Inambari e Rondonia, respectivamente. Dessa forma, propomos a amplia¢do da distribui¢ao

dessas espécies para estas localidades ndo reconhecidas até o momento (Fig. 8).

Figura 8. Proposta de ampliacdo da distribuicdo geogréafica para as espécies M. hispidus e M.

stimulax.

Propomos que as diferencas cariotipicas e filogenéticas encontradas em Mesomys sp. n.
(2n=60/NF=110), esteja relacionada com a barreira imposta pelo rio Tapajoés [30, 31, 32].
Tendo em vista que este foi pega chave na diversificacdo de populacdes de diversos taxons de
vertebrados que ocorrem em margens opostas, atuando como barreira geografica na regidao do
interflivio Tapajos-Xingu (area de endemismo Tapajos) e Tapajos-Madeira (4rea de

endemismo Rondonia), impedindo o fluxo génico entre as populagdes [31, 33].
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De acordo com Oliveira da Silva et al [33] que analisaram popula¢des do género
Neacomys (Rodentia, Sigmodontinae) a qual apresentaram diferengas cariotipicas e
moleculares entre as areas de endemismo Rondonia, Tapajos e Xingu, demostraram a
importancia da hipotese dos rios como barreira atuando, também sobre os pequenos mamiferos
ndo voadores. Entretanto, mais andlises sdo necessarias para validar essa nova linhagem de

Mesomys.

Conclusoes

Descrevemos dois novos citétipos, um para M. estimulax de Jacareacanga com forma
cariotipica 2n=60/NF=112 e um para L. emiliae de Juruti com forma cariotipica
2n=66/NF=126, ambos inéditos para 0s géneros. Nossos dados filogenéticos revelam uma nova
linhagem para o género Mesomys para uma amostra do municipio de Itaituba-PA, area de
endemismo do Tapajos, em simpatria com as espécies M. hispidus e M. stimulax. Além disso,
M. hispidus apresentou alto grau de divergéncia intraespecifica, confirmando que se trata de
um complexo de espécies. E sugerimos expandir a distribuicdo de ocorréncia de M. hispidus
para a margem direita do rio Tapajds, ao sul do afluente Teles Pires e ilha de Maraj6 no leste
da Amazonia; e M. estimulax para o oeste da Amazonia, no alto rio Madeira e nas margens do

rio Juruena nas areas de endemismo de Inambari e Rondonia, respectivamente
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FIGURAS

Figura 1 - Mapa com os pontos de coleta das amostras do género Mesomys analisadas no
presente estudo e da literatura. Presente estudo: M. hispidus (1 a 10), M. stimulax (4,11 e 12) e
Mesomys sp n (13). Literatura e GenBank: M. hispidus (16 a 21), M. stimulax (22 e 23), M.
occultus (17); L. emiliae do presente estudo: 14 e 15. Literatura e GenBank: 16, 24 a 26. Cédigo
de acesso do GenBank ou codigo do coletor estdo apds a numeracdo das localidades.

Informagdes mais detalhadas encontram-se no Apéndice A.
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Figura 2 - Mesomys hispidus (2n=60/NF=112). a) Bandeamento-G e b) Bandeamento-C.
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Figura 3 - Mesomys stimulax (2n=60/NF=110). a) Bandeamento-G e b) Bandeamento-C; Mesomys

sp. n. ¢) Bandeamento-C proximal.
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Figura 4 - Mesomys hispidus (2n=60/NF=112). a) FISH telomérica b) FISH rDNA 18S;
Mesomys stimulax (2n=60/NF=110). c¢) FISH telomérica e d) FISH rDNA 18S.

b




Figura 5 - Lonchothrix emiliae (2n=66/NF=126). a) Bandeamento-G e b) Bandeamento-C.
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Figura 6 - Lonchothrix emiliae (2n=66/NF=126). a) FISH Telomérica e b) rDNA 18s.
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Figura 7 - Arvore de maxima verossimilhanca das amostras dos géneros Mesomys e Lonchothrix, baseada sequéncias de genes mitocondriais
concatenados (Cytb e COI).
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Figura 8 — Proposta de ampliacao da distribuicdo geogréfica para as espécies M. hispidus e M.

stimulax.
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Tabela S1. Lista de espécimes incluidos na analise molecular do gene Citocromo b (Cytb) e COI no presente estudo. Para cada amostra, sdo

fornecidos o niUmero/voucher do GenBank, a localidade e a referéncia.

Espécies GenBank Citogenética Cytb COI Latitude Longitude Localidade Referéncia

M. hispidus 2n=60/NF=112 X 06°6'39.14"S  57°36'19.88"W [1] BR: PA, Jacareacanga Presente estudo

M. hispidus - X X 05°27'12.7"S 57°05'6.3"W [3] BR: PA, Itaituba Presente estudo

M. hispidus - X X 09°50'43.3"S ~ 58°13'10.6"W [4] BR: MT, Cotriguacu Presente estudo

M. hispidus - X X 765075 8528378 [6] BR: MT, Nova Ubirata Presente estudo

M. hispidus - X 9°38'36.5"S 56°21'02.6"W [8] BR: MT, Paranaita Presente estudo



5

(o]

M. hispidus - X 1°45'57"S 55951'57"W [10] BR: PA, Oriximina Presente estudo

M. stimulax - X X 09°50'43.3"S ~ 58°13'10.6"W [4] BR: MT, Cotriguagu Presente estudo

Mesomys sp.

n 2n=60/NF=110 X X 05°22'31.60"S  56°55'25.60"W [13] BR: PA, ltaituba Presente estudo

L. emiliae - X X 2°36'3.679"S  56°13'3.656"W [14] BR: PA, ltaituba Presente estudo

Dias de Oliveira et al.
(2019)

M. hispidus 2n=60/NF=116 X X 02°11'26.3"S ~ 55°5827.2"W [16] BR: PA, Juruti

M. hispidus L23379 - X 4°51'S 65°16'W [17] BR: AM, Coari Da Silva e Patton (1993)

M. hispidus L23371 - X 2°48'36.51"N  65°5'44.81"W [19] VEN: Amazonas Da Silva e Patton (1993)

M. hispidus KU892788 - X X 2°02'03.2"N  56°07'57.9"W [21] SUR: Sipaliwine Fabre et al. (2016)
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\‘

M. stimulax 2n=60/NF=110 X X 05°46'21"S 50°33'21"W [22] BR: PA, Maraba Malcher et al. (2021)

M. stimulax L.23392 - X 3°39'S 59°22'W [23] BR: AM, Altazes Da Silva e Patton (1993)

M. occultus L.23382 - X 4°51'S 65°16'W [17] BR: AM, Coari Da Silva e Patton (1993)

Dias de Oliveira et al.

L. emiliae 2n=649/653/NF=124 X 02°34'45.7"S ~ 56°28'14.4"W [24] BR: AM, Parintins (2019)

Dias de Oliveira et al.

L. emiliae 2n=64Q/655/NF=124 X 02°11'26.3"S  55°58'27.2"W [16] BR: PA, Juruti (2019)

L. emiliae - X X 2°29'28.5"S  55°10'08.5"W [25] BR: PA, Santarém Fabre et al. (2016)




