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RESUMO

A Ordem Rodentia é considerada a mais diversa entre os mamiferos,
compreendendo cerca de 2.277 espécies descritas, distribuidas em 34 familias. Roedores
subterraneos tém representantes distribuidos em todos os continentes, a excecdo da
Oceania e da Antartida. Na América do Sul, sdo representados pela familia Ctenomyidae e
seu Unico género, Ctenomys, o mais diverso entre os roedores subterraneos, com cerca de
60 espécies descritas. Ctenomideos sdo territorialistas, em geral solitarios, e dependentes
de um sistema de galerias para sobrevivéncia, deixando esses sistemas apenas para
buscar alimento, procurar parceiro para reproducdo ou para migracdo. Tais caracteristicas
refletem na estruturacdo genética entre popula¢des, que podem ser divididas em
subpopulagdes, ou demes. Neste estudo foram analisados 91 individuos de Ctenomys,
distribuidos em nove populagdes localizadas nos estados do Mato Grosso — populagdes PL
(Pontes e Lacerda), CA (Caceres), SP (Sapezal), NO (Nova Olimpia), NU1 (Nova Ubirata 1),
NU2 (Nova Ubiratad 2), FN (Feliz Natal) e NM (Nova Mutum) — e de Rondénia; PB (Pimenta
Bueno), para quatro loci de DNA mitocondrial e 14 loci de microssatélites, de modo a
inferir padrdes estruturacao genética ancestral e atual para as popula¢des conhecidas,
posicionando-as numa filogenia expandida para o género Ctenomys. Analises dos
marcadores mitocondriais revelam estruturacdo genética ancestral entre a maioria dos
pares populacionais, a excecdo de populacdes geograficamente prdoximas, para alguns
marcadores; filogenias interpopulacionais formam dois grandes clados, o Norte —
populacdes NO, NU1, NU2 e FN — e o Sul — populagdes PL, CA e SP. PB e NM compartilham
ancestral comum mais recente para alguns dos loci mitocondriais, mas variam de posicao
nas filogenias, ndo constituindo um clado. Na filogenia interespecifica, as popula¢des de
estudo constituem as espécies mais derivadas do grupo boliviensis, sendo um grupo
monofilético, que compartilha ancestral comum mais recente com o grupo de espécies do
oeste e sudoeste da Bolivia, norte do Chile e norte da Argentina (grupo opimus). Analises
com microssatélites encontram estruturacdo genética atual entre todos os pares de

populacdes do Clado Norte e do Clado Sul, mesmo entre populacdes geograficamente



proximas. O padrao de estruturagao genética encontrado ndo pode ser explicado apenas
pela disposicdo geografica das populacGes, sendo propostas algumas barreiras
geograficas, que, em conjunto com o acumulo aleatério de mutacdes nas sequéncias de
DNA dos marcadores analisados, possam explicar o padrdo de estruturacdo genética
observado. Analises acessérias as analises com marcadores moleculares, como
identificacdo do padrdo cariotipico e da morfologia craniana de cada individuo, sdo
necessarias para confirmar o nimero de espécies presentes na area de estudo, que sdo
estimadas em, no minimo trés, com base nas analises moleculares conduzidas neste
estudo e em estudos anteriores, e conhecimento prévio do padrdo cariotipico e da

morfologia craniana de algumas populacodes.
ABSTRACT

The Order Rodentia is considered to be the most diverse among mammals,
comprising approximately 2,277 known species, sorted among 34 families. Subterranean
rodents are distributed in all continents, except for Oceania and Antartida. In South
America they are represented by the Family Ctenomyidae and its single genus, Ctenomys,
the most diverse genus of subterranean rodents, comprising approximately 60 known
species. Individuals of the genus Ctenomys are generally solitary, territorialist, and rely
upon a system of galleries to survive, emerging only to secure food, mate, or migrate.
Such characteristics result in genetic structuring among populations, which can be
subdivided in subpopulations — or demes. 91 individuals from nine populations from the
states of Mato Grosso — PL (Pontes e Lacerda), CA (Caceres), SP (Sapezal), NO (Nova
Olimpia), NU1 (Nova Ubirata 1), NU2 (Nova Ubiratad 2), FN (Feliz Natal) and NM (Nova
Mutum) populations — and Rondonia — PB (Pimenta Bueno) population — were amplified
for four mitochondrial DNA Joci, and 14 microsatellite loci, allowing the inference of
patterns of ancestral and present genetic structure for the known populations, and
positioning them in an expanded phylogeny for the genus Ctenomys. Mitochondrial
markers reveal genetic structure between most pairs of population comparisons, except
for geographically close populations, given the marker. Population level phylogenies

structure populations into two major clades, the Northern Clade — NO, NU1, NU2 and FN



populations — and the Southern Clade — PL, CA and SP populations. The PB and NM
populations share their most recent common ancestor depending on the locus being
analyzed, but do not occupy a fixed position in the phylogenies neither comprise a clade
of their own. A species level phylogeny considers the study populations to be the most
recently diverged populations among the boliviensis group, a monophyletic group of
species, and share their most recent common ancestor with the opimus group, which
comprise species distributed in West and Southwest Bolivia, Northern Chile and Northern
Argentina. Microsatellite analysis of present population structure reveal genetic
structuring between all pairs of populations from the Southern and Northern clades.
Overall patterns of genetic structuring cannot be resolved by the geographic distance
between populations, and so geographic barriers have to be proposed in order to explain
the patterns of genetic structure observed, complementing the random accumulation of
mutations in diverging DNA sequences of neutrally evolving molecular markers. Analysis
which are complementary to molecular analysis, such as karyotype and skull
morphometry analysis, are required to confirm the number of species present at the study
area, which is estimated at at least three species, based on this study’s molecular analysis
and previous knowledge of karyotype and skull morphometry patterns available for some

of the populations.



1. Introducao
1.1 Ordem Rodentia

Ordem Rodentia ¢é considerada a mais diversa entre os mamiferos,
compreendendo cerca de 2.277 espécies descritas distribuidas em 34 familias (Honeycutt,
2009). Ocorrem em quase todos os continentes — com excec¢do da Antdrtida — ocupando
os mais variados ambientes, sendo arboricolas, aquaticos, terrestres ou subterraneos

(Nowak, 1999).

1.2 Os Roedores Subterraneos

Os roedores subterraneos sdo animais escavadores, que constroem galerias
subterraneas onde passam a maior parte de sua vida, emergindo apenas para fins de
alimentacdo, reproducdo e migracdo. Sdo amplamente distribuidos no globo, com géneros
representantes em todos os continentes (Figura 1) — a excecdo da Oceania e Antartida
(Lacey et al., 2000).

Apesar de ocupar grande variedade de habitats, o ambiente subterraneo tende a
ser mais homogéneo que o terrestre, apresentando alta umidade do ar e pressdo de gas
carbonico, baixos niveis de oxigénio, baixa luminosidade e baixa variacdo de temperatura,
exigindo uma série de adaptacdes fisioldgicas para a sobrevivéncia nesses ambientes (Reig
et al., 1990; Lacey et al., 2000). Somam-se as condi¢gOes de dureza do solo, que pode
limitar a adequabilidade do ambiente, o habito subterraneo e o territorialismo, aos
fatores ambientais, e tem-se uma distribuicdo fragmentada para alguns géneros. (Lacey et
al., 2000). A excegdo de uma Unica espécie social — Ctenomys sociabilis — as demais
espécies de tuco-tuco sdo solitarias e territorialistas, dividindo seu sistema de tuneis
apenas na época do acasalamento ou, no caso das fémeas, para fins de cuidado parental
(Lacey et al., 2000). Sdo herbivoros, alimentando-se principalmente de gramineas do

género Poaceae (Lopes et al., in prep.).



1.3 O Género Ctenomys

Na Ameérica do Sul, os roedores subterrdaneos sdo representados pela familia
Ctenomyidae e seu Unico género, Ctenomys (Blainville, 1826), o mais especioso entre os
roedores subterraneos, com cerca de 60 espécies descritas (Reig et al., 1990; Lacey et al.,
2000). Popularmente conhecidos como Tuco-tucos, estes roedores habitam
essencialmente areas de campos abertos e dunas, distribuindo-se desde o sul da
Patagbnia na Argentina, no Uruguai, e até as regides centrais da Bolivia (Figura 2); no
Brasil, representantes do género Ctenomys encontram-se nos estados do Rio Grande do
Sul, Mato Grosso e Rondénia. Surpreendentemente, populagcdes amostradas nos estados
do Mato Grosso e de Rondbnia foram encontradas em areas de mata fechada, o que é

inédito na distribuicdo do género no Brasil.

Geographic Distribution of Subterranean Rodents

NN Geomyidae  :: Spalacinae 2/, Arvicolinae
M Ctenomyidae XX\ Bathyergidae = Rhizomyinae
Bl Octodontidae ¢ Myospalacinae

Figura 1: Distribuicdo das familias e subfamilias de roedores fossoriais ao redor do mundo. A

América do Sul é representada pela familia Ctenomyidae (Lacey et al., 2000).



1.4. Variabilidade genética e o género Ctenomys

Marcadores de DNA mitocondrial (mtDNA) sdo utilizados em andlises filogenéticas e
de estruturacdo populacional ancestral por apresentarem heranga uniparental, auséncia
de recombinacdo, evolucdo neutra e taxas de mutacdo compativeis com a inferéncia de
padrdes eventos geograficos e genéticos em escala de milhares a milhGes de anos (Avise,
1994; Moritz, 1994). Em termos moleculares, filogenias geradas para o género Ctenomys,
baseadas em mtDNA (Lessa & Cook, 1998; D’Elia et al., 1999; Mascheretti et al., 2000;
Slamovits et al., 2001; Parada et al., 2011) e em introns dos genes nucleares Rodopsina e
Vimentina (Castillo et al., 2005) identificam a presenca de uma politomia basal para o
género, decorrente de uma especiacdo rapida no inicio da diversificacdo deste, com inicio
ha cerca de 3,7 milhdes de anos segundo estimativas para o gene Citocromo b (Lessa e
Cook, 1998), 1.1 milhdo de anos para o intron da Rodopsina e 1.7 milhdo de anos para o
intron da Vimentina (Castillo et al., 2005), sugerindo radiacdo adaptativa. Estimativas para
Citocromo b (Parada et al., 2011) reconstituem grupos de ctenomideos com alto suporte,
como o grupo torquatus, que inclui quatro espécies descritas no Rio Grande do Sul: C.
minutus, Nehring, 1887; C. lami, Freitas, 2001; C. torquatus, Lichtenstein, 1830; e C.
ibicuiensis, Freitas et al., 2012. A Unica espécie do RS que ndo pertence a esse grupo é C.

flamarioni Travi 1981, que pertence ao grupo mendocinus.

O grupo boliviensis, que inclui, entre outras, duas das trés espécies ja descritas no
Centro-Oeste e no Norte do Brasil, uma no Mato Grosso (Ctenomys nattereri, Wagner,
1848) e outra em Rondoénia (C. bicolor, Miranda Ribeiro, 1914) também foi recuperada.
Embora exista registro para uma terceira espécie, descrita no estado do Mato Grosso (C.
rondoni, Miranda Ribeiro 1914), o municipio onde o espécime-tipo foi coletado ndo consta
junto ao mesmo, que se encontra depositado em cole¢do no Museu Nacional, no Rio de
Janeiro. O registro fossil mais antigo de Ctenomys, oriundo do Noroeste da Argentina, data
do Plioceno Tardio — cerca de 3,5 milhdes de anos atras (Verzi et al., 2010), datacdo
proxima da estimativa de inicio de diversificacdo por Citocromo-b (Cyt-b, mtDNA) (Lessa &

Cook, 1998; Parada et al, 2011).
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Figura 2: Mapa da distribuicdo do género Ctenomys e detalhe da distribuicdo das populagdes amostradas nos
estados do Mato Grosso e de Ronddnia. PL, Pontes e Lacerda; CA, Caceres; SP, Sapezal; NO, Nova Olimpia; NU 1,
Nova Ubiratd 1; NU 2, Nova Ubiratd 2; FN, Feliz Natal.

Microssatélites sdo repeticdes em tandem de um a seis pares de bases, que se
acumulam nos genomas por meio de erro da enzima DNA polimerase, seja por erro de
replicacdo durante a divisdo celular ou no reparo de lesdo no DNA, ou por malpareamento
entre as fitas de DNA repetitivo durante divisdo celular, “nascendo” quando as repeticdes
surgem por mutacdo espontanea, a partir destas aumentando ou diminuindo de tamanho
(Gordon, 1997) e “morrendo” quando mutagdes interrompem as repeticGes em tandem,
descaracterizando o microssatélite (Taylor et al., 1999). Por ndo se tratarem de regiGes
codificantes ou regulatérias no genoma, muta¢des em microssatélites acumulam-se mais
rapidamente do que em marcadores mitocondriais e nucleares codificantes. Essas

caracteristicas, somadas a codominancia dos marcadores e a especificidade dos primers,
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uma vez isolados, faz dos microssatélites uma ferramenta molecular importante para a
analise de variacdo genética em nivel populacional (Sunnucks, 2000; Schl6tterer, 1998).

Andlises populacionais com base nestes marcadores foram utilizadas em estudos
com populacdes de Ctenomys de espécies da Argentina, do Uruguai e do Rio Grande do
Sul, e permitem inferir variabilidade genética atual nas populacbes, acessar a estruturacdo
populacional presente em uma espécie e a existéncia ou auséncia de fluxo génico entre
populacbes, e ainda inferir graus de parentesco entre individuos de uma ou mais
populacdes de interesse (Gava & Freitas, 2004; Cutrera et al. 2005; Fernandez-Stolz et al.
2007; Gongalves & Freitas, 2009; Mora et al. 2010).

Em contraste com a grande quantidade de estudos em nivel populacional para as
espécies conhecidas na distribui¢cdo sul de Ctenomys, ndo ha quaisquer estudos publicados
para as populacdes da Bolivia, Mato Grosso e Ronddnia com este escopo. As publicacdes
existentes para espécies exclusivamente bolivianas (Ctenomys boliviensis Waterhouse
1848, C. steinbachi Thomas 1907, C. conoveri Osgood 1946, C. opimus Wagner 1848, C.
leucodon Waterhouse 1848, C. lewisi Thomas 1926 e C. frater Thomas 1902; C. andersoni,
C. yatesi, C.erikacuellarae e C. lessai, Gardner et al., 2014. Ctenomys goodfellowi Thomas
1921 foi posta como sindnimo de C. boliviensis (Gardner et al, 2014) limitam-se a
descricdo das espécies e area de ocorréncia destas, ou entdo em filogenias para o género
(Lessa e Cook, 1998; D’Elia et al, 1999; Slamovits, 2001; Parada et al, 2011; Freitas et al,
2012; Gardner et al, 2014). Para populacdes no Centro-Oeste e Norte do Brasil, Stolz
(2011) identifica cinco populacGes de tuco-tucos, quatro do Mato Grosso e uma de
Rondonia, que apresentam medidas cranianas (Figura S1) e cariétipos (C. nattereri, 2n =
36; C. sp.n, 2n = 34) compativeis com a classificacdo destas cinco populagbes em trés
espécies distintas: C. nattereri Wagner, 1848, populacdes de Pontes e Lacerda — MT e
Caceres — MT; C. bicolor Miranda Ribeiro, 1914, popula¢do de Pimenta Bueno — MT; e C.
sp, populagdes de Nova Olimpia — MT e Nova Ubiratd 1 — MT. Neste mesmo estudo, uma
filogenia baseada em Maxima Verossimilhanca relaciona os individuos de Pimenta Bueno
— RO como grupo irmado da espécie C. boliviensis, a qual possui distribuicdo conhecida no

Centro-leste da Bolivia, préximo a fronteira com o Brasil no estado de Ronddnia; a mesma
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filogenia ainda relaciona os individuos de Nova Olimpia e Nova Ubiratd 1 entre si, o
mesmo ocorrendo entre os individuos de Pontes e Lacerda e Caceres; Caceres e Pimenta
Bueno constituem as localidades-tipo para as espécies Ctenomys nattereri e Ctenomys
bicolor, respectivamente, enquanto que assume-se as populacées de Nova Olimpia e Nova
Ubiratd 1 como representantes de uma espécie ainda ndo descrita, e sugere-se o nome
especifico Ctenomys amazonicus para estas populacdes, visto que a populacdo de Nova
Ubirata 1 foi amostrada em area de mata fechada, em regido de transicdo entre Cerrado e
Floresta Amazonica; no entanto esta sugestdo para a classificagdo de uma nova espécie
nao foi publicada em quaisquer anais de publica¢cdes cientificas. Dados deste estudo
também serviram de base para a redescricdo e revalidacdo de C. bicolor como espécie

(Stolz et al., 2013).

1.5. Justificativa

Tendo em vista a auséncia de estudos relacionados as populacdes de Ctenomys do
Centro-Oeste e Norte do Brasil, a disponibilidade de marcadores microssatélites para
analises populacionais especificos para o género, e o uso amplo de marcadores
mitocondriais para a inferéncia de filogenias para o género e para a identificacdo de
padrdes genéticos ancestrais das linhagens que deram origem as populacbes atuais, por
meio de estudos de filogeografia, torna-se indispensavel a caracterizacdo das populagdes
conhecidas de Ctenomys nas regides Centro-Oeste e Norte do Brasil por meio de

marcadores moleculares.

1.6. Objetivos

A partir de marcadores moleculares de uso amplo no estudo da variabilidade
genética para Ctenomys, este estudo tem por objetivos i) classificar as populagbes de
Ctenomys do Centro-Oeste e Norte do Brasil de acordo com as espécies encontradas
através da analise de informacdo de regides do genoma mitocondrial, relacionando-as
com as espécies conhecidas e posicionando-as numa filogenia expandida em rela¢do as

filogenias de Lessa e Cook (1998) e Parada et al (2011); ii) reconstruir os padrdes de
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coloniza¢do dos estados do Mato Grosso e Rondonia pelo género Ctenomys por meio de
estudo filogenético, identificando o tempo de divergéncia entre as linhagens conhecidas e
as recém descobertas nos estados do Mato Grosso e Ronddnia, com base em marcadores
moleculares mitocondriais e iii) testar presen¢a e/ou auséncia de fluxo génico nas
populacbes de Ctenomys conhecidas, identificando estruturacdo genética quando

presente, a partir da analise de /oci de microssatélites.

2. Material e Métodos

Foram realizadas nove coletas de espécimes entre os anos de 2007 e 2015, oito no
Mato Grosso e uma em Rondo6nia, com um total de 91 espécimes coletados (Pontes e
Lacerda (PL) — MT, n = 10; Caceres (CA) — MT, n = 11; Nova Olimpia (NO) — MT, n = 11;
Nova Ubiratd 1 (NU1) — MT, n = 9; Nova Ubiratd 2 (NU2) — MT, n = 13; Feliz Natal (FN) —
MT, n = 9; Sapezal (SP) — MT, n = 7; Nova Mutum (NM) — MT, n = 11; e Pimenta Bueno (PB)
— RO, n = 10) (Ver Figura 2 para posicao geografica; Tabela S1 para distancias geograficas
entre pontos de coleta); os animais foram capturados com armadilhas do tipo snap trap
(Oneida-Victor no. 0, Zenuto e Busch, 1998) e sacrificados de acordo com os
procedimentos adotados pelo Comité de Etica da Sociedade Americana de Mastozoologia
(Animal Care and Use Committee - American Society of Mastozoologists, 1998). Tecidos de
figado, coracdo e musculo estriado foram coletados dos individuos adultos e pedacos de
tecido de orelha coletados dos individuos jovens; todas as amostras foram conservadas
em alcool 702 GL e estocadas em freezer a -20°C.

O DNA total de todos os individuos foi extraido através de técnica de extragdo por
CTAB (Doyle & Doyle, 1987) com modificagGes em laboratério e estocado em freezer a -
202C em diluicao de 50uL de TRIS-EDTA 1x e posteriormente quantificada a concentracao
de DNA extraido a partir de quantificagdo por espectrofotometro (NanoDrop, Thermo
Scientific); apds quantificagdo, todas as amostras foram diluidas para uma concentragdo
de DNA de 50pg/ul e estocadas em freezer a -202C para posterior utilizacdo em Reagbes

em Cadeia de Polimerase (PCR).
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2.1.1. Amplificagcdo e Sequenciamento de DNA Mitocondrial

Foram amplificadas quatro regides do genoma mitocondrial — Citocromo b (Cyt-b;
duas regibes: primers Tuco7 e Tucol4, Regido 1; e primers MVZ5 e Tuco 6, Regido 2 (Smith
& Patton, 1999; Wlasiuk et al., 2003); Sequéncia Hipervaridvel 1 (HVS1) da Regido
Controladora (CR; primers Tuco Pro (Tomasco & Lessa, 2007) e TDKD (Kocher et al., 1987)
e Citocromo Oxidase | (COl; primers LCO1490 e HCO2198; Folmer et al., 1994); apenas o

primer 5° — 3’ foi sequenciado para cada regido (primers Tuco7, sequéncia 5 -

ATTACAGCAATAGTAATAAT - 3’,20pb ; MVZ5, sequéncia 5-
GCTTGATATGAAAAACCATCGTT - 3, 23pb; TDKD, sequéncia 5 -
CTGAAGTAGGAACCAGATG - 3, 19pb; e LCO1490, sequéncia 5 -

CAACAAATCATAAAGATATTGG — 3’, 22pb ) com conjuntos de individuos amplificados com
sucesso para os loci (HVS1, 86 individuos; COI, 68 individuos; Cyt-b 1, 71 individuos; Cyt-b
2, 90 individuos). As regioes de DNA amplificadas serdo chamadas, a partir de agora, de
HVS1 (Regido Controladora), COI (Citocromo Oxidase 1), Cyt-b 1 (primer Tuco7, Citocromo
b, regido 1) e Cyt-b 2 (primer MVZ05; Citocromo b, regido 2). Para todos os loci, foi
utilizado um mix de reacdo, por amostra, contendo 13,0uL de agua destilada, 2,0ulL de
tampdo para PCR 1x, 1,6ulL de co-fator MgCl, 50nM, 0,4uL de dNTPs 10uM, 0,4ul de
primer forward e reverse e 0,2ulL de enzima Taq Polimerase 1U, somados a 2,0uL de DNA
total, totalizando 20,0uL por amostra. As condi¢cdes para amplificacdo dos produtos de
PCR foram como segue, para o loco Citocromo b (ambas as regides): desnaturacdo inicial a
94°C por um minuto, seguido de 30 ciclos de desnaturagdo a 932C por um minuto,
anelamento de primers a 452C por um minuto e extensao por um minuto e meio a 729C,
finalizando com uma extensao final a 722C por 10 minutos; para o loco Citocromo Oxidase
| (COI, uma regido): desnaturacdo inicial a 942C por cinco minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturagdo a 942C por um minuto, anelamento de primers a 532C por um minuto e
extensdo a 722C por um minuto, terminando com uma extensao final a 722C por cinco
minutos; para o loco HVS1 (Regido Controladora, uma regido): desnaturagao inicial a 942C
por um minuto,, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,

anelamento de primers a 47°C por 30 segundos e extensdo a 722C por 30 segundos,
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finalizando com uma extensao final a 722C por cinco minutos. A amplificacdo dos produtos
de PCR foi conferida em gel de agarose 1% e posteriormente as amostras foram enviadas

para sequenciamento em empresa terceirizada (Macrogen Inc., Coréia do Sul).

2.1.2. Andlises de DNA Mitocondrial

Cromatogramas foram inspecionados e editados com o auxilio do programa
Chromas Lite 2.1.1 (Technelysium Inc.), posteriormente alinhados, e novamente
inspecionados a olho nu, com o auxilio do programa MEGA 6 (Tamura et al., 2011) através
do algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004). Sequéncias editadas foram conferidas por homologia
com outras sequéncias similares disponiveis no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI — GenBank) para evitar a incorporacdo de pseudogenes
nas analises. Arquivos de entrada para os programas DNAsp v5.0 (Librado e Rozas, 2009) e
BEAST 1.75 (Drummond et al., 2012) foram gerados no programa MEGA 6 (Tamura et al.,
2011); arquivos de entrada para anadlises de rede de haplétipos no programa NETWORK
4.6.1.3 (Bandelt et al., 1999) e analises populacionais no programa Arlequin 3.5 (Excoffier
et al., 2010) foram gerados no programa DNAsp v5.0 (Librado e Rozas, 2009); o modelo
mais adequado para a evolucdo molecular das sequéncias de mtDNA foi obtido através do
programa JModelTest 2 (Posada, 2008; Darriba et al., 2012; Guindon & Gascuel, 2003)
com base em critérios de inferéncia Bayesiana (BIC), com 95% de confianca, entre 1624
modelos possiveis. Testes de neutralidade — D de Tajima e Fs de Fu -, analises de
estruturacdo populacional, Analise de Variancia Molecular (AMOVA), calculo de
heterozigosidade observada e esperada, niumero de loci exclusivos, nimero de sitios
segregantes e diversidade nucleotidica e haplotipica foram obtidos através do programa
Arlequin 3.5 (Excoffier et al., 2010); arvores filogenéticas para os loci concatenados e para
loci individuais foram calculadas, com base em fun¢do de Mdaxima Verossimilhanga
(Felsenstein, 1981) no programa MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011), utilizando os critérios
gue se seguem: 1000 réplicas de bootstrap, utilizando o modelo de evolu¢dao molecular
HKY (Hasegawa et al, 1985), com modelos de heterogeneidade entre sitios variando de

acordo com o marcador (ver detalhes nos Resultados); foram analisadas as trés posi¢cdes
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dos cddons; o método de heuristica escolhido foi o NNI (Nearest Neighbor Interchange),
partindo de uma 4rvore inicial obtida através do algoritmo de Neighbor Joining (NJ).
Arvores filogenéticas para loci concatenados e loci individuais com base em inferéncia
Bayesiana foram calculadas no programa BEAST v1.75 (Drummond et al., 2012), seguindo
os seguintes critérios: modelo HKY, com modelos de heterogeneidade entre sitios
variando de acordo com o marcador (ver Resultados), 10.000.000 de passos na Cadeia de
Markov para analises filogenéticas em nivel de populacdo e 15.000.000 de passos para
analises filogenéticas em nivel de espécie, amostrando a cada 1000 passos. As taxas de
evolucdo do relégio molecular utilizadas neste trabalho sdo originadas de Roratto et al (in
press) e foram utilizadas como priors (ver Resultados). Seis simula¢Ges independentes
foram corridas por loci (loci individuais: HVS1, COI, Cyt-b 1 e Cyt-b 2; e concatenados:
HVS1 + Cyt-b 2, Citocromo b (Cyt-b 1 + Cyt-b 2) para filogenias em nivel populacional —
apenas entre individuos amostrados nos estados do Mato Grosso e de Rondbnia —
assumindo-se um reldgio molecular restrito e utilizando todas as amostras disponiveis
para cada loci. Para filogenias em nivel de espécie, seis simulacdes independentes foram
corridas, assumindo-se relégio molecular relaxado, como sugerido por Parada et a/ (2011).
O processo de Yule (Gernhardt, 2008; Yule, 1925) foi utilizado como prior, por tratar-se de
filogenias em nivel de espécie. Para cada simulacdo, a arvore consenso foi obtida no
programa TreeAnnotator v1.7.5 (Drummond et al., 2012), utilizando burnin de 2500
arvores por simulacdo para filogenias interpopulacionais e 3750 arvores por simulacdo
para filogenias interespecificas, o equivalente a 25% das arvores simuladas.

Andlises de estruturacdao populacional baseadas em inferéncia Bayesiana e
modelos de admistura foram calculadas no programa BAPS 6 (Corander & Marttinen 2006;
Corander et al., 2008; Tang et al., 2009), permitindo inferir qual provavel distribuicdo das

populagdes em clusters — ou grupos — genéticos possiveis.

2.2.1. Amplificagao de Microssatélites
Foram amplificados 14 loci de microssatélites isolados para as espécies Ctenomys

haigi (loci HAI, n = 8, Lacey et al., 1999) e Ctenomys sociabilis (loci SOC, n = 6, Lacey, 2001)
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(ver Tabela 1) para 80 individuos — a excecdo da populagdo de Nova Mutum — MT. O mix
de reacdo por amostra foi composto por 13,2ul de dgua destilada, 2,0uL Tampao para PCR
1x, 0,6ul de co-fator MgCl, 50nM, 0,2ulL de dNTPs 10uM, 0,4ul de cada primer (forward e
reverse) e 0,2uL de enzima Taq Polimerase 1U, somados a 2,0ulL de DNA total, totalizando
20,0ul por amostra; os primers para cada loci foram marcados com fluorescéncias FAM
(primers HAI) e Hex (primers SOC).

As condicBes de amplificacdo foram como segue: desnaturacdo inicial a 942C por
cinco minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo por 30 segundos a 942C, anelamento
de primers por 30 segundos, entre 552C e 622 conforme o loco — ver Tabela 1 — e extensao

a 72°C por 45 segundos, terminando com um alongamento final de cinco minutos a 72°C.

Tabela 1: Loci de microssatélites utilizados no estudo. Alcance do nimero de repeti¢Ges
conhecidos e temperatura 6tima de anelamento para loci HAI (Lacey et al., 1999) e SOC (Lacey,
2001).

Locus N2 de Repeticoes Temp. Anelamento (2C)
Socl (CA)128-133 55
Soc2 (CA)72-79 59
Soc3 (CA)s7.67 60
Soc4 (CA)193-197 55
Soc5 (CA)125.139 60
Soc6 (CA)104-105 62
Hai2 (CA)87_93 55
Hai3 (CA)59_85 60
Hai4 (CA)77-90 58
Hai5 (CA)97-106 55
Hai6 (CA)54_55 55
Hai9 (CA)106-112 59
Hail0 (CA)150-157 62

Hail2 (ATT)4247 55




18

2.2.2. Genotipagem e Analises de Microssatélites

Os produtos de PCR obtidos para os 14 /oci de microssatélites foram genotipados
por sequenciador automatico (ABI 3730, Applied Biosystems) por servico terceirizado
(Macrogen Inc., Coréia do Sul); picos de genotipagem foram conferidos com o auxilio do
programa PeakScanner v1.0 (Applied Biosystems), gerando dados a serem transformados
em arquivos de entrada para analises de heterozigosidade observada e esperada, numero
total de alelos polimérficos e exclusivos, alcance alélico, estruturacdo populacional —
baseada em indice de Fixacdo Fst (Weir e Cockerham, 1984) — andlise de variancia
molecular (AMOVA), numero médio de migrantes por geracdo, Desequilibrio de Ligagdo
(LD) e Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) no programa Arlequin 3.5 (Excoffier et al.,
2010); estruturagdo genética estimada com base em Inferéncia Bayesiana foi calculada
pelo programa STRUCTURE 2.3.1 (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003), baseada no
modelo de admistura com frequéncias correlacionadas 1.000.000 de passos na Cadeia de
Markov Monte Carlo e 500.000 passos de burnin. A popula¢do de Pimenta Bueno — RO foi
excluida das analises de estruturacdo populacional e AMOVA por ser a unica
representante da espécie C. bicolor, ndo podendo, portanto, ser comparada com outra

populacgdo.

3. Resultados

3.1. Analise de DNA mitocondrial

3.1.1. DNA mitocondrial, andlises por loco: indices basicos, diversidade nucleotidica
e haplotipica, testes de neutralidade e rede de haplétipos

Do total de 91 individuos amostrados, foram amplificados 86 individuos para o loco
HVS1 (Regido Controladora; 349pb; Pontes e Lacerda — MT, n = 10; Caceres — MT, n = 11;
Nova Olimpia — MT, n = 11; Nova Ubiratd 1 — MT, n = 8; Nova Ubirata 2 — MT, n = 13; Feliz
Natal — MT, n = 8; Pimenta Bueno — RO, n = 9; Sapezal — MT, n = 7; Nova Mutum — MT, n =

9), 68 individuos para o loco COI (Citocromo Oxidase |; 573pb; Pontes e Lacerda — MT, n =
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Portanto, um estudo molecular que integre grande numero de loci, permitindo
analises tanto em nivel de espécie quanto em nivel populacional, associado a uma
amostragem representativa das regiGes geomorfolédgicas onde ocorrem as populagbes
conhecidas, é indispensavel para identificar possiveis barreiras geograficas ancestrais e
atuais que influenciem na distribuicdo das populacdes de ctenomideos nessa regido do

pais. Tal estudo ja foi proposto e estard em andamento nos préximos anos.

6. Perspectivas

A analise de marcadores mitocondriais e microssatélites permite fazer diversas
inferéncias sobre a histéria evolutiva das populagdes de Ctenomys no Centro-Oeste e
Norte do Brasil, de modo que o presente trabalho langa as bases para futuros trabalhos,
propondo hipdteses que expliguem a estruturacdo genética observada e posicionando as
populacdes de estudo no contexto filogenético do género Ctenomys. O préximo passo
serd concluir a amplificacdo das regides de DNA mitocondrial e de microssatélites
faltantes para os individuos amostrados até o momento, analisar cariétipos e concluir as
analises de morfometria craniana para definir o nimero de espécies existentes e
descrevé-las e requerer junto ao Curador do Museu Nacional amostras de tecido do
espécime tipo de Ctenomys rondoni. Uma vez obtido o tecido, DNA serd extraido com kit
apropriado; o individuo sera entdo analisado para os quatro loci de DNA mitocondrial
utilizados neste estudo e comparado com os demais individuos, inserindo a espécie

Ctenomys rondoni no contexto filogenético do género.

O préximo esforco de coleta estd agendado para o inicio do segundo semestre de
2015, e tera foco na coleta de individuos, das populacdes CN (proxima a localidade de
Campo Novo dos Parecis) e SA, na Provincia Serrana, e no mapeamento de novas
populagdes. A coleta de individuos de ambas as populacdes é de extrema importancia,
pois estes sdo os primeiros registros de populacdes de Ctenomys nas regides

geomorfoldgicas da Chapada dos Parecis e da Provincia Serrana, e o perfil genético destas
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populacdes pode dar pistas sobre o papel dos diferentes relevos na estruturacao

populacional ancestral e atual de Ctenomys.

Apesar de informativos, marcadores mitocondriais, utilizados em analises
filogenéticas e filogeograficas sdo considerados neutros, acumulando mutac¢des de
maneira randdmica, e, portanto, ndo permitem inferir adaptacdo; além disso, nao
constituem evidéncia independente da histdria evolutiva observada quando comparados
entre si, porque sdo herdados numa mesma unidade (Castillo et al., 2005). Logo, é
necessario acessar a diversidade genética contida em sequéncias de DNA nuclear
intrénico e/ou codificante, de modo a comparar a histdria evolutiva inferida por
diferentes marcadores, para validar ou refutar um padrdo observado e avaliar individuos
para selecdo positiva. No entanto, a amplificacdo de diversos loci independentes por
sequenciamento de Sanger é custosa em termos recurso financeiro gasto por volume de
dados gerados, quando comparada ao custo beneficio dos métodos de sequenciamento
de nova geracdo. Além disso, nem sempre ha disponibilidade de primers para genes
candidatos a selecdo adaptativa, especialmente quando o organismo de estudo ndo é um

organismo modelo.

Marcadores microssatélites, apesar de permitirem inferir os padrdes de
estruturacdo populacional atuais das populacdes, sdo de dificil isolamento e geram
pequena quantidade de dados em relacdo a outras técnicas que permitem avaliar a

variabilidade genética atual ou recente de populagdes de estudo.

O sequenciamento de nova geracdo é capaz de gerar até bilhdes de bases de
informacdo com baixo custo, e, acoplado a diferentes metodologias, gerar fragmentos de
interesse para diversas areas de estudo dentro na biologia molecular e na genética, como
filogeografia, genética de paisagens e genética de populacdes. Métodos de
sequenciamento de nova geracao se utilizam da geracdo de uma biblioteca de fragmentos
de DNA representativos do genoma completo do organismo, permitindo a identificacdo de
regioes repetitivas — como, por exemplo, microssatélites, polimorfismos de nucleotideos

Unicos (Single Nucleotide Polimorphism ou SNPs) e loci sob selecdo (Cruaud et al., 2014).
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Um desses métodos é o Restriction Amplified DNA Sequencing (RAD-Seq) (Baird et al.,
2008), que sera utilizado em estudos futuros para o género Ctenomys. Trata-se de uma
técnica semelhante ao AFLP (Amplified Fragment Lenght Polimorphism), mas que
amplifica fragmentos de DNA aleatdrios em escala genémica, a partir da degradacdo do
DNA gendmico por uma enzima de restricdo, e subsequente amplificacdo de milhares a
milhdes de fragmentos Unicos de DNA (Davey e Blaxter, 2011). Apds triagem dos dados
por métodos computacionais, é possivel identificar SNPs, regides de repeticdo de DNA, e
loci sob selecdo. Genotipando SNPs em escala genOGmica, é possivel amostrar /oci tanto
sob selecdo quanto /loci neutros em quantidade suficiente para inferir filogenias precisas
(Emerson et al., 2010) e com maior evidéncia independente da histdria evolutiva dos loci,
encontrando relagbes entre tracos adaptativos e diferentes condi¢des ambientais, como
barreiras geograficas e composicdo vegetal. Esta técnica j4 é amplamente utilizada na
filogenética (Cruaud et al., 2014; Hipp et al., 2014; Cariou et al., 2013; Rubin et al., 2012) e
na filogeografia e genética de populacdes (Hess et al., 2013; Catchen et al., 2013; Zellmer

et al., 2012; Emerson et al., 2010; Hohenlohe et al., 2010).
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8. Anexos

Figura S1: Analise de medidas cranianas para cinco populacdes de Ctenomys do Brasil, e
representantes de duas espécies da Bolivia (C. steinbachi e C. boliviensis). boliv, C. boliviensis;
stein, C. steinbachi; bicolor, C. bicolor (populagdo PB); nat, C. nattereri (populagdes PL e CA);
nova, C. sp.n. (populagdes NO e NU1). Adaptado de Stolz, 2011 (Tese de Doutorado).
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Tabela S1: Distancias geograficas aproximadas entre populacées de estudo, em quildometros.

PL CA SP NO NU1 NU2 FN PB NM
PL -
CA 192 -
SP 245 372 -

NO 213 133 201 -
NU1 530 462 448 341 -
NU2 538 470 454 348 7,54 -

FN 557 494 463 371 32,5 25,5 -

PB 352 524 190 468 627 633 639 -

NM 342 306 280 174 190 197 215 468 -




