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RESUMO

A diversidade genética presente em uma populacdo do roedor silvestre Thrichomys
apereoides do norte de Minas foi analisada através do marcador mitocondrial da
regido controle, D — loop. Os individuos s@o provenientes de trés pontos de coleta
distintos.

Foram encontrados dezenove hapl6tipos os quais encontram — se distribuidos nos
trés pontos onde as coletas foram realizadas. A populacdo apresentou alta
diversidade haplotipica e baixa diversidade nucleotidica como ja observado em alguns
estudos de outras familias de roedores.

As analises dos testes de neutralidade apontaram para uma popula¢éo que esta em
recente expansdo demografica, o que ndo pode ser observado através das diferencas

par a par nas freqiéncias dos nucleotideos.

Palavras — chave : Thrichomys apereoides, diversidade genética, DNA mitocondrial,

norte de Minas Gerias.



ABSTRACT

The genetic diversity presented in a population of wild rodent Thrichomys apereoides
from the northern of Minas was analyzed through the mitochondrial marker of control

region, D — loop. The individuals came from three different collection points.

There were found nineteen haplotypes which were distributed in three points, where
the colletions were made. The population showed high haplotype diversity and low

nucleotide diversity as observed in some studies of other rodents’ families.

Tests analyzes of neutrality pointed to a population which is in recent demographic
expansion, which cannot be observed through the pairwise differences in the

frequencies of nucleotides.

Key — words: Thrichomys apereoides, genetic diversity, mitochondrial DNA, northern of
Minas Gerais.



INTRODUCAO

Thrichomys apereoides Lund,1839 (Reis e Pessoa, 2004) também conhecido
como punaré, ou rato-rabudo, pertence a Ordem Rodentia, Subordem Hystricognathi,
Familia Echimyidae, Subfamilia Eumysopinae (Woods, 1993). A Localidade Tipo da
espécie é Lagoa Santa, em Minas Gerais. O registro fossil, de acordo com Paula

Couto 1950, data do Pleistoceno de Lagoa Santa.

A area de distribuicdo de Thrichomys apereoides inclui o nordeste, centro —
oeste e sudeste do Brasil, até o Paraguai e a Bolivia (ver Figura 1). Na Bolivia habita a
margem norte do Chaco (Anderson, 1997).
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Figura 1 - Distribuicdo de Thrichomys apereoides no nordeste,
Centro - oeste, sudeste do Brasil, Bolivia e Paraguai: 1- T. a.
apereoides; 2- T. a. fosteri; 3- T. a. inermis; 4- T. a. laurentius; 5-

T. a. pachyurus (Reis e Pessoa, 2004).
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Nos biomas Caatinga e Cerrado, no Brasil, os punarés sdo encontrados em
formacdes graniticas, incluindo lajeiros planos e pequenas elevacdes. A estrita
associagdo com hébitats rochosos também € caracteristica das populagdes que vivem
em ambientes que apresentam moderada umidade, remanescentes da Floresta
Atlantica (Streilen, 1982 a). Normalmente, utilizam as fendas das rochas como
moradia ou reflgio temporario e para construcdo de ninhos permanentes. Também
vivem em plantacdes de algoddo e em troncos ocos embutidos com palha ou em meio

a um circulo de pedregulhos sob rochas (Novak e Paradiso, 1983).

Séo individuos muito ageis e adeptos de manobras corporais bastante
diversificadas, cujo repertorio inclui uma série de exposi¢des e posturas identificadas

como semi eretas e completamente eretas (Strelein, 1982 a).

O Thrichomys apereoides distingue-se de outros roedores da familia
Echimyidae pela presenca de pelo macio na regido dorsal, ao longo da espinha, e
cauda densamente peluda. Apresenta superficie dorsal cinza escura e ventral branca,
e anel de pélos brancos ao redor dos olhos. A superficie superior das patas € clara, e
os digitos tem pelos ungueais claros. A cauda é muito fragil e normalmente quebra-se

na base. As fémeas possuem trés pares de mamas (Bonvicino, 2008).

Entre os adultos o peso corporal varia de 107g a 308g, o comprimento da
cabeca e do corpo varia de 143 mm a 228 mm e o comprimento da cauda varia de 130
mm a 210 mm (FUNASA 2002). S&o mais ativos ao amanhecer, mas podem ser ativos
durante curtos periodos do dia ou da noite. A melhor classificacdo para seu
comportamento € escansorial, pois possuem habilidade de fazer, com rapidez,
travessias, ndo muito longas, entre galhos com menos de meio centimetro de diametro
(Streilen, 1982 a).

A reproducdo no ambiente natural ocorre durante todo o ano com alguma
reducdo em dezembro e janeiro, e 0 numero de filhotes varia de um a seis. A

maturidade sexual é atingida entre o sétimo e o0 nono més de vida (Streilen, 1982 c).
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Os neonatos de Thrichomys apereoides séo precoces, nhascem com olhos e
ouvidos abertos, corpo totalmente coberto por pélos, os incisivos superiores e
inferiores ja presentes. Coordenam movimentos e ja fazem ingestdo de comida sélida
com poucas horas do nascimento. Exibem alguns comportamentos tipicos de
individuos adultos, tais como, coprofagia, fuga de predadores e manobras corporais
(Roberts et al., 1988).

Alguns autores caracterizam o habito alimentar de Thrichomys apereoides,
como frugivoro — herbivoro (Oliveira e Bonvicino, 2006). Outros autores, como Lessa e
Costa (2009), propdem que Thrichomys seja um roedor insetivoro, mas que também
possa consumir frutos e outras partes de plantas em diferentes propor¢des durante as

estagdes chuvosa e seca.

Devido a capacidade de ingerir sementes, os roedores podem ser vistos como
dispersores ou predadores de muitas espécies de vegetais (Paschoal e Galetti, 1995).
Em alguns estudos, os roedores da familia Echimyidae foram identificados como
importantes agentes dispersores de sementes nas florestas neotropicais (Adler e
Kestell, 1998).

Familia Echimyidae

A familia Echimyidae tem 15 géneros recentes e cerca de 70 espécies
viventes, segundo Woods (1993). Leite e Patton (2002) propdem que o0s ratos
espinhosos da familia Echimyidae sdo os que apresentam maior diversidade
taxonbmica, ecolégica e morfolégica de todos os Hystricognathi vivos. Segundo
Patterson e Wood (1982) a familia Echimyidae data do Oligoceno da Bolivia, periodo
Deseadiano, cerca de 25 milhdes de anos atras. Entretanto, estudos sistematicos

estdo ainda pouco claros.

A primeira analise das relag6es evolutivas entre os Echimideos foi realizada por

Lara et al. (1996) com o uso da sequéncia completa do gene mitocondrial citocromo-b
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(cyt b) de 32 individuos pertencentes 12 taxa supraespecificos. Os resultados dessa
andlise foram favoraveis a hipétese de monofilia da familia Echimyidae, porém a
relacdo entre muitos taxa supraespecificos deixou algumas rela¢des ainda pouco
esclarecidas (Lara et al., 1996).

Taxonomia de Thrichomys

De acordo com a classificagdo proposta por Anderson (1997); Cabrera (1961);
Moojen (1952); a espécie Thrichomys apereoides compreende cinco subespécies,
considerando-se a area de ocorréncia e os padrées de coloragdo: T. a. apereoides
(Lund, 1839); T. a. fosteri Thomas, 1903; T.a. inermis Pictet 1843; T.a. laurentius
Thomas, 1904; T.a. pachyurus Wagner,1845. (Figura 1).

Braggio e Bonvicino (2004), através de analises de dados de seqliéncias do
gene do citocromo-b de 17 espécimes do género Thrichomys, pertencentes a trés
espécies: T. inermis, T. apereoides e T. pachyurus, confirmaram a monofilia do
género. Nesse estudo as distancias genéticas estimadas (Kimura dois parametros)
entre as espécies variaram entre 6 e 9% e as distancias interindividuais dentro dessas

espécies variaram entre 1% e 3%.

Estas andlises moleculares reforcadas por diferencas cariotipicas e padrao de
distribuicdo geografica sugerem a composicdo do género Thrichomys em quatro
linhagens evolutivas diferentes: T. pachyurus, T. apereoides, T. inermis e T. sp. nov.
(Braggio e Bonvicino, 2004). Eles séo geograficamente isolados e ocupam habitats
diferentes. Por exemplo, Thrichomys pachyurus vive no charco do Pantanal (sudoeste
do Brasil), T.a. laurentius € comum ao redor de fontes de dgua no bioma Caatinga
(nordeste do Brasil) e as populagbes de T. a. apereoides vivem nas rochas

relativamente Umidas espalhadas no bioma Cerrado do Brasil Central.

Estudos morfométricos relacionados ao formato do cranio e da mandibula

foram realizados com a espécie T apereoides, e concluiram que as maiores diferencas



encontradas no formato da mandibula entre os grupos das populacdes estudadas
eram devido a mudancas localizadas em pequenas escalas relativas ao limite
anatdbmico que aproxima 0s processos corondide e angular com a regido alveolar

anterior da mandibula (Duarte et al., 2002).

Um estudo realizado no Brasil com andalises morfométricas do formato do
cranio de T. apereoides provenientes de 20 popula¢des do nordeste, centro e sudeste
detectou a existéncia de duas unidades geograficas morfometricamente diferenciadas.
Uma, incluia as amostras das populac¢des do Ceara, Paraiba, Pernambuco e Alagoas
e a outra, amostras das populacdes da Bahia, Minas Gerais e Goias (Reis et al., 2002
a, 2002 b).

Thrichomys apereoides apresenta variagdes no numero e na forma de alguns
cromossomos (Leal-Mesquita et al.1993; Souza e Yonenaga-Yassuda 1982). Observa-
se um cariétipo dipldide com 2n=30 e NF=54, que ocorre nos estados de Pernambuco
(Floresta do Navio, Bom Conselho, Sdo Caetano, Exu e Buique) e Bahia (lbiraba e
Queimadas). Um segundo cariétipo com 2n=26 e FN=48 ocorre no estado da Bahia,

em Santo Inacio, Mucujé e Vacaria (Leal — Mesquita et al., 1993).

A similaridade que foi estabelecida entre esses dois caridtipos foi feita com
base no padrdo de bandeamento-G e constatou-se que a as diferencas
cromossOdmicas entre esses dois cariétipos € devido a rearranjos complexos que

incluem fus@ol/fissdo céntricas e inversdes pericéntricas (Leal-Mesquita et al., 1993).

Em Corumbd, no Mato Grosso do Sul, encontra-se um caridtipo 2n=34 e
FN=64 (Bonvicino et al., 2002); 2n=30 e FN=56 ocorre em Teresina, Goias; 2n=28 e
FN=52 em Jaborundi no estado da Bahia, e um quarto cariétipo de 2n=28 e FN=50 em

Matosinho e Juramento no estado de Minas Gerais (Bonvicino et al., 2002).

Com base em evidéncias cromossdmicas, Leal-Mesquita et al., 1993;

Yonenaga-Yassuda (1996) sugerem a existéncia de uma espécie constituida por trés
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subespécies e uma espécie distinta: T.a.apereoides (2n=28, FN=50), T.a.laurentius
(2n=30, FN=54), T.a. pachyurus (2n=34, FN=64) e T. inermis (2n=26, FN=48
Bonvicino et al., 2002).

Bonvicino et al., (2002) apds analise dos cariétipos de espécimes de Trichomys
sugeriu homes proprios para esses grupos cariotipicamente distintos: T. inermis para
2n=26, T. pachyurus para 2n=34; T. apereoides apereoides para 2n=28, FN=50; T.a.
laurentius para 2n=30, FN=54 e Thrichomys sp.nov. para 2n=30, FN=56.

Importancia do Thrichomys apereoides como reservatorio de patégenos

T. apereoides é um roedor comum em regides onde existe endemismo de
doenca de Chagas no Brasil servindo como importante reservatorio do agente

etioldgico, Trypanosoma cruzi (Roque et al., 2005).

Em recente estudo com espécimes de Thrichomys apereoides coletados em
uma zona de transicdo entre a Mata Atlantica e o Cerrado através de analises
histologicas detectou - se uma nova espécie de verme nematddeo, Trichuris
thrichomysi n. sp. T. apereoides foi designado como hospedeiro-tipo do parasita e T.
pachyurus como outro possivel hospedeiro, com intensidade de infeccdo menor
(Torres et al., 2010).

A espécie T. laurentius esta distribuida no norte do Brasil, do Ceara ao estado
da Bahia, uma regido que reporta numerosos casos tanto de leishmaniose tegumentar
guanto de leishmaniose visceral (SVS-MS 2007. Maia-Elkhoury et al. (2008) em
condigbes experimentais demonstraram que T. laurentius tem habilidade para reter o
parasita por um longo periodo de tempo e é um dos principais agentes etiolégicos da

leishmaniose humana no Brasil, L. braziliensis e L. infantum (Roque et al. 2010).
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A definicdo de Thrichomys ou algum outro mamifero como um reservatorio
compreende dados da prevaléncia da infec¢éo e habilidade para manter o parasita em
populacdes de hospedeiros, em condi¢cdes de laboratério (Roque et al., 2005). Um
reservatorio podera ser considerado como um sistema ecoldgico representado por

uma ou mais espécies habeis para manter certo parasita no meio ambiente.

A Genética de Populagcdes e a conservacao da biodiversidade

A genética de populacdes inclui o estudo de varias for¢cas que resultam em
mudancgas evolutivas nas espécies ao longo do tempo, como deriva genética aleatoria,
selecdo, mutagdo e migragdo. Organismos individuais sdo caracterizados por seus
genotipos, ou a sua constituicdo genética, e pelos seus fenoétipos, ou as caracteristicas
que eles manifestam. Apresenta muitas aplicacdes praticas, entre as quais,
aconselhamento genético de pais e outros parentes de pacientes com doencas
hereditarias; melhoramento genético de animais domésticos e plantas cultivadas;
organizacdo de programas de cruzamentos para a conservacdo de espécies
ameacadas em zooldgicos e refugios de vida silvestre; analises de genes e genomas
entre diversas espécies para determinar as suas relacdes evolutivas e testar hipéteses

sobre o processo evolutivo (Hartl e Clark, 2010).

A Genética de Populacdes foi revitalizada por trés revolucdes diferentes. A
conceitual transformou a parte tedrica, a partir da teoria da coalescéncia, que
estabelece um arcabouco para que se estudem as populagfes e os genes em relagéo
a sua histéria evolutiva. A empirica, que é resultante da gendmica e que trouxe
grandes contribuicbes para a determinacdo de seqiiéncias de DNA completas de
muitos genomas, incluindo o genoma humano, e proporcionou a utilizacdo da
tecnologia de sequenciamento de DNA para detectar polimorfismos de nucleotideo
anico (SNPs), proporcionando avancos nas tecnologias que envolvem analises
evolutivas e de variabilidade genética. A computacional possibilitou que os avancos

conceituais e os novos dados fossem reunidos (Hartl e Clark, 2010).
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A historia das populacbes pode influenciar a manutencéo e a distribuicdo da
diversidade genética em adicdo aos fatores ecolégicos e demogréficos em curso
(Patton e Smith, 1989). A partir da década de 90, pesquisadores tém considerado
efeitos da historia da populagdo em seus estudos (Moritz e Heidemam 1993; Patton et
al., 1996; Palumbi et al., 1997).

De acordo com Patton et al., 2000, a quantidade de diversidade genética
contida dentro das populacbes e o grau com o qual as populacbes estdo
geneticamente estruturadas ao longo da série geografica de espécies sao
determinados pela interacdo de processos ecoldgicos e evolutivos. A quantidade de
variagdo intrapopulacional e o grau de diferenciagdo interpopulacional sé&o
influenciados por fatores evolutivos como deriva genética, mutacdo, selecdo e fluxo
génico. Estudos que avaliam a correlacdo existente entre parametros ecologicos e
historia de vida com a diversidade genética tém sido desenvolvidos tanto para plantas
guanto para animais (Hamrick e Godt, 1996). Essas pesquisas exploram
caracteristicas tais como distribuicdo geogréfica, sistema de cruzamento e
mecanismos de dispersdo, as quais estdo correlacionadas com diferencas na
variabilidade genética dentro e entre populacdes. Longos periodos de isolamento
geografico tém efeitos permanentes no padrdo de compartilhamento espacial da

variacao genética.

E importante conhecer o tamanho efetivo de uma populacéo (N¢), uma vez que
as populacdes perdem variagdo genética numa proporcao de 1/(2N,). Para Nunney e
Elam (1994) os fatores chave que determinam o tamanho efetivo populacional sédo: o
tempo de maturagdo, tempo de vida, periodo de gestacdo, sucesso reprodutivo de
macho e fémea e razdo sexual. Variagbes entre populacdes em algumas dessas

caracteristicas podem conduzir a diferencas em niveis de diversidade genética.

Alguns estudos genéticos de populacdes de roedores

O estudo comparativo dos padrBes de diversidade e estrutura genética de
Proechimys steerei e P. simonsi (Echimyidae) da regido do Rio Jurua, na Amazénia

brasileira, evidenciou que embora as duas espécies mantenham aproximadamente o
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mesmo numero de haplétipos para o marcador mitocondrial citocromo b (cyt b), elas
diferem em niveis de diversidade genética, estrutura geogréfica e fluxo génico (Matocq
et al., 2000).

A estrutura genética populacional de duas espécies simpatricas de roedores
sigmodontineos (Cricetidae) Oligoryzomys nigripes e Euryoryzomys russatus foi
examinada através da seqUéncia haplotipica da regido controle do mtDNA. Os
individuos foram amostrados em trés localidades da Floresta Atlantica no sudeste do
Brasil ao longo de um gradiente altitudinal com diferentes tipos de habitats, totalizando
58 Km de extensdo. As espécies ndo apresentaram estruturagdo genética, embora
exibissem padrBes similares de haplétipos compartilhados dentro dos diferentes tipos
de habitats e altitudes na floresta. A diversidade nucleotidica de Oligoryzomys foi
relativamente alta quando comparada a de Euryoryzomys e a diversidade haplotipica
ndo apresentou diferengas significativas entre as duas espécies (Goncgalves et al.,
2009).

A estrutura genética populacional de trés espécies simpatricas de roedores da
regido Amazonica, Oligoryzomys microtis, Oryzomys capito (Muridae: Sigmodontinae)
e Mesomys hispidus (Echimyidae) foi examinada através do marcador mitocondrial
citocromo b (cyt b) por analises de variancia hierarquica e estimativas de fluxo génico
com base nos indices de fixagdo e métodos de coalescéncia. Os valores de fluxo
génico encontrados foram altos, porém sugerem que essas espécies ainda nado
alcancaram equilibrio genético de acordo com a condicdo demografica em curso
(Patton et al., 1996).

Yazbeck et al., no prelo, avaliou a variabilidade inter e intrapopulacional do
pequeno roedor Akodon cursor (Sigmodontinae) proveniente de 4 populacbes em
regides de abrangéncia dos biomas Mata Atlantica e Cerrado. Para isto utilizou um
marcador molecular dominante, RAPD (DNA Polimérfico Amplificado Aleatoriamente).

Nesse estudo encontrou marcante estrutura genética nas populacdes em questéao.

Uma andlise utilizando o marcador RAPD foi feita no intuito de estimar as

distancias genéticas e a estruturacdo da variabilidade genética em cinco populacdes
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provenientes dos estados do Rio de Janeiro, S&o Paulo e Minas Gerais, de uma
espécie de roedor com habito semi aquético, Nectomys squamipes (Sigmodontinae).
Os resultados evidenciaram uma diferenciagédo significativa entre as popula¢des, mas
com taxas de fluxo génico suficientes para minimizar os efeitos da deriva genética.
N&o foi evidenciada a relacdo entre as distancias genéticas e as geogréficas,
indicando ndo haver padrédo de isolamento por distancia (Almeida et al., 2000).

Um total de 193 individuos de seis espécies do género Oligoryzomys,
distribuidos em 13 diferentes locais de coleta no Cerrado, Floresta Atlantica, Pampas e
Amazonia, foram analisados com a utilizagcdo do marcador RAPD, com o objetivo de
determinar os niveis de variabilidade genética dentro e entre as populacdes e
espécies. As estimativas de diversidade apresentaram diferencas consideraveis entre
as especies e as populacdes, indicando uma grande variagdo genética entre os taxa

do género investigados (Trott et al., 2007).

VariacOes espaciais, observadas nas analises da regido controle do mtDNA de
455 roedores da espécie Peromyscus maniculatus, evidenciaram uma ruptura
geogréfica ao longo de um transecto de 2000 Km no oeste da América do Norte. Para
verificar se esta ruptura se refletiu no DNA nuclear foram isolados 13 loci
microssatélites de 95 individuos. O resultado obtido demonstrou que a variagdo
nuclear ndo estava de acordo com a diferenca do mtDNA. A discordancia nuclear
observada foi provavelmente resultado da retencdo da deriva genética historica no
mMtDNA e a homogeinizagdo do DNA nuclear por um recente fluxo génico. Os
resultados foram interpretados no contexto dos eventos climaticos ocorridos durante o

Periodo Pleistoceno (Yang e Kenagy, 2009).

A variabilidade de 8 loci microssatélites foi analisada em 88 individuos da
espécie Ctenomys lami (Rodentia — Ctenomidae), uma espécie de tuco-tuco que
apresenta alta variabilidade cromossémica (2n = 10 & 70) do Parque Itapud, Rio
Grande do Sul. Inicialmente a populagéo foi subdividida em trés subpopulacdes, com
distancias entre elas de 150, 300 e 450 m, porém, a andlise Bayesiana dos dados
demonstrou uma alta probabilidade de existéncia de apenas uma populacdo. Os
dados genéticos encontrados, associados a padr6es demograficos, indicaram baixo

fluxo génico (El Jundi e Freitas, 2003).



Marcadores Moleculares Mitocondriais

E bem conhecido que a mitocéndria é uma organela semiautbnoma que possui
seu proprio genoma e a maquinaria molecular para replicagdo, transcricdo e para
sintese de proteina. Entretanto, seu genoma codifica poucos produtos para serem
utilizados na respiracdo celular, sendo os outros codificados pelo material genético

nuclear e entdo enviados ao citoplasma (Saccone et al., 2000).

O DNA mitocondrial tem se tornado a regido mais estudada do genoma de
mamiferos para reconstrucdo de relagbes filogenéticas e analises de padrdo de
distribuicdo dentro das populacbes ou variacdo genética das espécies. As vantagens
do mtDNA em relacdo a outras por¢cdes do genoma é sua alta taxa de substituicao,
heranca materna e auséncia de recombinacdo (Avise 1994). As altas taxas de
mutagdo comumente observadas em varios genes mitocondriais podem ser explicadas
pelos mecanismos ineficientes de reparo do mtDNA, pelo ambiente altamente
oxidativo ao qual o mtDNA esta exposto na organela e por ndo estar envolvido por
histonas (Avise, 1994). A mitocdndria é constituida por um total de 37 genes que
codificam para 13 mRNAs, para 2 rRNAs e para 22 tRNAs e uma regido conhecida
como regido controle com 1 Kb de comprimento, o D-loop, que controla a replicacdo e
transcricdo da molécula. Analises da regido controle do mtDNA fornecem uma alta
resolucdo de estrutura genética intraespecifica em uma variedade de taxa (Avise,
1994).
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2 - Objetivos

Em razdo da importancia da espécie Thrichomys apereoides e do bioma em

que ela ocorre, foram definidos os seguintes objetivos:

Objetivo Geral:

o O principal objetivo desse estudo é investigar a diversidade
genética e sua organizacdo na populacdo de Thrichomys apereoides existente

no Polo Brejo Mata Fome da Reserva Xacriaba, norte de Minas Gerais.

Objetivos especificos:

o Avaliar a utilidade do marcador molecular mitocondrial da regido
controle, D-loop ou HVSI.

o Identificar haplétipos da regido controle ou D-loop presentes na
populagéo estudada.

o Quantificar a variabilidade genética presente na populacdo da

regido estudada, por meio de diferentes parametros.
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3. Material e Métodos

3.1 — Area de Estudo

Os espécimes utilizados para o presente estudo sao provenientes da Reserva
Indigena Xacriabd, localizada no Municipio de Sao das MissbGes (Figura 2). O
Municipio de S&o Jodo das Missbes situa-se na microrregido do Vale do Peruagu no
norte de Minas Gerais, e faz divisa com os Municipios de Manga, Matias Cardoso,
Itacarambi e Miravania, que constituem o Mosaico Sertdo Veredas — Peruagu, proximo
a Bacia Hidrografica do Rio S&o Francisco, compreendendo um total de 15 mil Km? de
Cerrado. Engloba 14 areas protegidas, Unidades de Conservacdo e uma Reserva
Indigena, e esté sob prote¢do ambiental (MMA/FNMA — 106/2005).

A criagdo dessa area de protecdo no Cerrado deve—se ao fato de tratar—se de
um bioma com grande abrangéncia no territorio brasileiro (200 milhdes de hectares) e
que é um dos 25 hot spots mundiais, ou seja, uma area que apresenta grande
biodiversidade e é uma das mais ameacadas do planeta. Outra razéo € que, na regiao,
ocorrem fisionomias relevantes como a mata seca e o carrasco, transicdo do Cerrado
para a Caatinga. O Mosaico abriga territérios nos estados de Minas Gerais, Bahia e
Goias (MMA/FNMA — 106/2005).

Dentro do projeto de criagdo da area de protecao esta prevista a elaboracédo e
implantacdo do Plano de Desenvolvimento Territorial com Bases Conservacionistas
(DTBC), visando o turismo ecocultural e o extrativismo de forma sustentavel de
produtos do Cerrado (MMA/FNMA — 106/2005).

E uma regido constituida por veredas que s&o responsaveis por uma parte
significativa do abastecimento dos mananciais que formam os rios na regido do
Cerrado mineiro e vém sofrendo impacto secularmente, e também pela formacédo de
numerosos afluentes do Rio S&o Francisco, do Rio Paranaiba e do Rio Jequitinhonha,
rios que em sua maioria correm exclusivamente em ambiente de Cerrado. As bacias
dos rios aqui citados constituem as maiores fontes de fornecimento de agua e energia

hidrelétrica do Estado de Minas Gerais. Na superficie drenada pelos cursos d’agua
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formadores das bacias hidrograficas do Cerrado, vive grande parte da populacdo
mineira (IEF 2009).

O ecossistema abriga inimeras espécies da fauna e flora, inclusive 14 das 69
espécies de mamiferos brasileiros ameacados de extincdo e é um dos marcos
ambientais da importancia do Cerrado para o equilibrio de outros biomas nacionais.

(Fonte:< www.semad.mg.gov.br> — acessado em 05/01/11).

A Reserva Xacriaba esté localizada a margem esquerda do Rio S&o Francisco,
paisagem que transita entre o Cerrado e a Caatinga, com predominio do Cerrado. O
clima é quente durante todo o0 ano e a estagdo chuvosa compreende os meses de

outubro a marco.

A vegetacdo de savana do Brasil é denominada de cerrado e cobre cerca de 2
milhdes de Km? do Brasil Central representando aproximadamente 23% da superficie
do solo do pais. Em termos de area é a segunda maior formagé&o vegetal do pais, uma
vez que a maior cobertura vegetal é a Floresta Amazbnica, cuja extensao é de
aproximadamente 3,5 milhdes de Km2. Estende-se da margem da Floresta Amazonica
para areas distantes no sul do estado de Séo Paulo e Parana, ocupando mais do que
20° de latitude e do nivel do mar a 1800m de altitude. Cerca de 700.000 Km2 de area
total da vegetacéo do cerrado esta dentro da bacia Amazodnica (Ratter et al., 1997).

O clima é sazonal, umido de outubro a margo e seco de abril a setembro, a
temperatura varia de 22° a 27° C e a pluviosidade média anual esta em torno de 1500
mm (Klink e Machado, 2005). E um bioma antigo constituido por uma rica
biodiversidade, estimada em 160.000 espécies de plantas, fungos e animais (Ratter et
al., 1997).

Com relacdo a origem do Cerrado, alguns autores sugerem ter existido uma
forma prototipica durante o Periodo Cretaceo, antes da separa¢do da Ameérica do Sul

e o Continente Africano (Ratter e Ribeiro, 1996). Apesar do escasso registro féssil


http://www.semad.mg.gov.br/

existente, que auxiliaria na correlacdo entre as evidéncias fésseis e o tempo geoldgico,
supbe-se que a cobertura vegetal seria tipica da savana conhecida do Periodo
Terciario da América do Sul.

Durante o Periodo Pleistoceno houve uma relacdo dindmica entre a floresta
Amazobnica e a vegetacao tipo savana, com a expansao das savanas, provavelmente
incluindo a floresta decidua como um elemento dominante (Ratter et al., 1988) e a
contracdo da floresta Amazbnica durante o periodo glacial e vice—versa durante o
periodo inter glacial. O acontecimento de tais processos levou a um complicado
padrdo de caracteristicas tanto na flora quanto na fauna e a fragmentacdo de

populagcdes provavelmente levou a uma exuberante especiacdo (Ratter et al., 1997).

Referente a biodiversidade, uma quantidade significativa de estudos tém sido
realizados na Floresta Amazobnica e pouca atencao tem sido dada ao Cerrado (Ratter
et al., 1997). Tal bioma é composto de areas distintas fitogeograficamente as quais
vao desde formagles abertas tais como campos limpos, campos sujos e campos
cerrados a formacdes fechadas como cerrado (sensu stritu), cerraddo e florestas de
galeria, as quais seguem cursos d’agua (Eiten, 1972; Ratter, 1997). Quantitativamente

€ 0 mais importante dominio paisagistico do Estado de Minas Gerais.

Com uma vegetacdo marcadamente heterogénea, a fauna associada a essa
variedade de fitofisionomias é igualmente distribuida de uma maneira heterogénea, ou
seja, € caracterizada por uma alta riqueza de espécies devido a sobreposicao da
distribuicdo de séries de espécies, sendo constituida de habitantes dos biomas
adjacentes, e também de um alto nivel de endemismo provido pela raridade das
regides (Alho 1993; Ratter et al., 2003; Caceres et al., 2007).

Pequenos mamiferos ndo voadores (pequenos roedores e marsupiais)
compreendem a maioria das espécies endémicas do Cerrado (Fonseca et al., 1999,
Marinho-Filho et al., 2002) e também, sdo 0s Unicos que apresentam ampla
seletividade de habitat e a menor capacidade de dispersdo entre os mamiferos
Neotropicais (Lacher e Alho, 2001). Essas caracteristicas também tornam os

pequenos mamiferos mais vulneraveis a mudancas de habitats, especialmente a
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rapida e vasta acdo antropogénica, realcando a importdncia desse grupo para a
compreensédo da diversidade e da biogeografia da fauna do Cerrado (Marinho-Filho et
al., 2002).

Um bom exemplo seria o trabalho realizado por Bonvicino et al., 2002, o qual
compara algumas espécies de roedores, marsupiais e uma espécie de coelho, da
Floresta Atlantica e do Cerrado, coletados em areas conservadas e alteradas nos dois
ecossistemas. Neste trabalho, concluiu—se que dentro destas categorias ecoldgicas
algumas espécies sao indicadores apropriados para monitorar a degradacao ambiental
tornando—se, portanto, ferramentas Uteis para o planejamento do manejo da vida
silvestre, incluindo sele¢céo de areas para unidades de conservacdo e uma delimitagdo

mais adequada dessas areas.

Segundo Johnson et al.,, 1999, a riqueza da diversidade de mamiferos
presentes no bioma Cerrado esté fortemente associada com a influéncia das Florestas
Amazonica e Atlantica, principalmente observada em matas de galeria que contém
duas vezes mais espécies comuns as matas Umidas que as outras fisionomias do

cerrado (sensu latu) reunidas.

Durante os ultimos 35 anos, a agricultura moderna tem-se desenvolvido no
cerrado para a producdo de soja, milho, arroz, dentre outros cultivos, e a intensificacao
da criacdo de gado esta contribuindo para o aumento da formacdo de pastos. A
retirada da madeira para producdo de carvao também causa grande destruicdo do
cerrado (Ratter et al., 1997). Acredita—se que mais de 50% de sua area total ja tenha
sofrido alteracdes através de agbes antrOpicas. A introducdo de espécies exéticas
para formagdo de pastos, provenientes da Africa, ocupa aproximadamente 500.000
Km?; a agricultura moderna, 100.000 Km? e a area que esta sob protecdo ambiental,
aproximadamente, 33.000 Km? (Klink e Machado, 2005). Isso porque o Codigo
Florestal do Brasil requer que apenas 20% da cobertura do Cerrado seja mantida em
seu estado natural como uma “reserva legal”, enquanto que a Floresta Amazbnica
deve ter uma &rea de protecao de 80%, o que faz com que a area alterada e degrada
do Cerrado seja trés vezes maior do que a da Floresta Amazénica (Klink e Moreira,
2002).

26



Contudo, ao longo do tempo, essa degradacdo tem resultado em alto custo
para o meio ambiente, como por exemplo, perda da biodiversidade, fragmentacéo das
florestas, invasdo de novas espécies, erosdo do solo, poluicdo da agua, mudancas no
regime do fogo, desequilibrio no ciclo do carbono, alteracéo no regime climético (Klink
e Machado, 2005).

Embora a vegetacdo do Cerrado possua adaptacdes que a tornam resistente
ao fogo, as constantes queimadas praticadas pelo homem para estimular o
desenvolvimento do pasto torna — se prejudicial durante a estacdo seca, quando a
umidade € muito baixa, ocasionando erosdo em grandes areas, principalmente nas
regides mais montanhosas tais como leste de Goias e oeste de Minas Gerais (Klink e
Moreira, 2002). Nos ultimos anos tém surgido iniciativas para a conservacao do
Cerrado tanto por parte do governo, quanto por organizagbes nao governamentais
(ONGs), como também por pesquisadores e a iniciativa privada (Klink e Machado,
2005).
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3.2. Amostras

As amostras de Thrichomys apereoides utilizadas nesse trabalho foram
extraidas de espécimes coletados por pesquisadores do Laboratério de
Leishmanioses, pertencente ao Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ, MG.
Sao provenientes do Pdélo Brejo Mata Fome na Reserva Indigena Xacriaba, localizada

em Sao Jodo das Missdes/ MG.

As coletas foram realizadas como parte de um projeto visando estudar
aspectos da epidemiologia da leishmaniose tegumentar relacionados a doenca
humana, aos flebotomineos e aos possiveis reservatérios do patégeno, na reserva
indigena Xacriaba, Minas Gerais. Os pontos de coleta sdo apresentados na tabela 1
com suas respectivas coordenadas geogréaficas. As amostras de tecido (figado,
coragdo ou pulmao) foram retiradas e armazenadas em alcool 70%. O numero total de
individuos é de 63 e compreende tanto machos quanto fémeas, e tamanho total
variando de 250 a 469 mm.

Reserva Indigena Xokriaba -
munidpic de Sio Jodo das Missdes
notte de MG.

a

Area temitorial: 530 Km? - 78% do
munidpio

FPopulagio: 7200 habitantes

localizacio do Municipio de 580 Jodo
das Missies
Fomte: IEGE, 2005

Figura 2 — Localizagc&o do Municipio de S&o Joédo das Missbes
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A tabela 1 apresenta os pontos de coleta dentro da Reserva no Polo Brejo

Mata Fome.

Tabela 1 — Coordenadas geograficas dos pontos de coleta
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Ponto N Coordenadas geogréficas
A 6 14° 50'28.5"S  44°13'12"W
B 37 14° 51 24.8°S 44° 13 57" W

C 20 14° 51 19.5"S 44°13' 52 W




Data SI0, NOAASU'SENavy INGA IGEBCO, " | f
i < : A

Image ©/2011 GeoEye ‘ it : GOO‘;IQ’
©2010/MapLinkiTele Atlas, e F

Figura 3 — Mapa com os Pontos de coleta

As distancias entre os pontos de coleta sdo: Ax B =2200m; Ax C=1900 m, B
x C =342 m.

3.2. Extragdo de DNA

As extracdes foram feitas a partir de partes de tecido como, figado, cora¢édo ou
pulmao, de 63 individuos utilizando-se o método cloroférmio - fenol (Sambrook et al.,
2001).

Apos a extracdo o DNA foi quantificado por espectrofotometria no Laboratorio
de Genética e Bioquimica - ICB/UFMG e diluido em agua milliQ.
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3.3. Reacdo em cadeia da Polimerase

No presente trabalho foi utilizado um marcador molecular mitocondrial da
regido controle D-loop ou HVSI (regido Hipervariavel) cujos iniciadores sdo E3 (5'-
ATG ACC CTG AAG AAA SAACCA G —-3) e LO (5- CCC AAA GCT GAA ATT CTA
CTT AAA CTA — 3’) (Huchon, 1999; Douzery & Randi, 1997), constituido de ~ 440pb.

O programa utilizado no termociclador foi: Desnaturagdo: 94° durante 3
minutos, Anelamento: 30 ciclos a 94° durante 1 minuto, 60° durante 45 segundos e
Polimerizagdo a 72° durante 30 segundos; Extenséo final 72° durante 5 minutos.

Os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 6% e corados com nitrato de prata (Sambrook et al. 2001) usando
como padrdo de banda Ladder DNA 1 Kb Fermentas e observando se houve

amplificacdo correspondente a 500pb.

3.4. Purificacdo e Sequenciamento

A purificacdo dos produtos da PCR foi feita com a utilizagéo de uma solugéo de
Polietileno-glicol (PEG 8000) a 20% e NaCl 2,5M (Sambrook et al.,, 2001) para

remocao de residuos de nucleotideos e outras impurezas presentes.
Para cada individuo foram feitas 2 sequéncias, LO e E3.

O sequenciador utilizado foi ABI 3130 da Applied Biosystems.

3.5. Andlises Populacionais

A qualidade das sequéncias LO e E3 foi inicialmente feita através do programa

Sequence Scanner software v 1.0 da Applied Biosystems. A confirmacdo do
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fragmento da regido D — loop estudada foi feita através do recurso Blastn, do NCBI —

National Center for Biotecnology.

A verificagdo da qualidade dos cromatogramas e formac&o do consenso foram
feitas no programa Sequencher, 4.10.1 Demo com auxilio do software Mega 4.0
(Tamura et al., 2007). O alinhamento das sequéncias obtidas de cada individuo foi
feito através do programa Mega 4.0 (Tamura et al., 2007) através do algoritmo Clustal
W.

A distribuicdo dos haplétipos em cada ponto de coleta foi gerada através do
programa Arlequin v.3.5 (Excoffier et al., 2010). As estimativas de diversidade
nucletidica (11) e haplotipica (Hd), numero de haploétipos, nimero de singletons foram
realizadas no programa DnaSP v 5 ( Librado & Rozas, 2009). O padréo de
substituicdo nucleotidica foi obtido através do programa Mega 4.0 (Tamura et
al.,2007).

Os testes de neutralidade, D de Tajima (Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997),
foram gerados através de 1000 simulacdes a fim de aumentar a confiabilidade dos
resultados, uma vez que estes testes podem revelar sinais de expansao populacional

e foram obtidos através do programa Arlequin v.3.5 (Excoffier et al., 2010).

A distribuicdo das diferencas nucleotidicas pareadas entre individuos
(“Mismatch Distribution”) (Harpending, 1994; Rogers e Harpending, 1992) que pode
ser observada atravées do padrdo da curva assumindo tamanho populacional
constante, foi realizada no programa DnaSP v 5 (Librado & Rozas, 2009) admitindo —

se 1000 réplicas como forma de garantir a confiabilidade dos dados obtidos.



4. Resultados e Discussao

Os resultados apresentados foram obtidos a partir do sequenciamento da
regido hipervariavel D-loop, do DNA mitocondrial, de 63 individuos da espécie
Thrichomys apereoides, provenientes da Reserva Indigena Xacriaba localizada no
Municipio de Sao Joao das Missbes na regido norte de Minas Gerais. O numero total
de pares de bases utilizado nas analises foi de 483 para cada espécime. Nao foi
observado nenhum cddon de parada ou quaisquer ambiglidades de alta qualidade
gue pudessem sugerir a existéncia de contaminacdo por genes de origem nuclear,
NUMTs.

Embora as coletas tenham sido realizadas em trés pontos diferentes, como se
viu na Tabela 1, decidiu-se realizar uma analise populacional considerando um Unico
conjunto de individuos, uma vez que ndo héa razdo para se pensar que os individuos
capturados nos trés pontos pertencam a populagbes, ou mesmo subpopulacdes,
distintas devido as distancias entre os pontos.

A freqliéncia encontrada para cada uma das bases foi: A = 29,9%; T = 32,7%;
C = 13,8% e G = 23,6%, esse resultado que esta de acordo com o padrdo de
freqliéncias geral da regido controle do mtDNA para mamiferos, que é (A+T) > (C +
G) (Shisa et al.,1997).

A tabela 2 apresenta as taxas de substituicdo observadas. O numero de
transicbes foi superior ao numero de transversdes, sendo mais freqiente a
substituicdo envolvendo as bases puaricas A e G. A substituicdo do tipo insercao-
delecéo (indel) ndo foi observada no presente estudo. Cada entrada apresenta a
probabilidade de substituicio de uma base (linha) para uma outra base (coluna).
Taxas de substituicbes do tipo transicdo estdo em negrito e as do tipo transversao,

estdo em italico.
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Tabela 2 — Taxas de substituicdes nucleotidicas

A T C G
A - 2,07 0,87 23,05
T 1,89 - 10,41 15
C 1,89 24,67 - 15
G 29,2 2,07 0,87 -

O numero total de haplétipos encontrado foi 19, sendo que apenas trés
haplétipos foram compartilhados pelos trés pontos de coleta (haplétipos 1, 6 e 7). O
namero médio de diferengcas nucleotidicas entre os haplétipos foi igual a 3,755. A
tabela 3 apresenta as frequéncias dos haplétipos observados. Alguns haplétipos sédo
exclusivos de alguns pontos de coleta, 0 que pode ser observado na Tabela 3. Um
dos haplétipos, o de nimero 1, é muito mais frequente que os demais. Deve-se
encarar as diferencas de distribuicbes dos haplétipos pelos pontos de coleta com
precaucdo, uma vez que, para um dos pontos (ponto A), o numero de individuos

disponivel é muito pequeno.
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Tabela 3 — Distribui¢cdo dos hapl6tipos nos pontos de coleta

Haplotipo: Ponto A Ponto B Ponto C

Hap_1 2 22 4
Hap 2 0 2 0
Hap_3 0 0 1
Hap 4 0 1 4
Hap_5 0 0 2
Hap 6 1 4 2
Hap 7 1 2 2
Hap_8 0 1 0
Hap 9 0 0 1
Hap_10 0 0 1
Hap 11 0 1 0
Hap_ 12 0 0 1
Hap_13 0 1 1
Hap_14 0 1 0
Hap_15 1 0 0
Hap 16 0 0 1
Hap_17 0 1 0
Hap_18 1 0 0
Hap_19 0 1 0

Os indices de diversidade e neutralidade para o conjunto de dados sdo

apresentados na Tabela 4.



Tabela 4 - indices de Diversidade e Neutralidade Totais
N S Hd m Tajima D Fs

63 22 0,784 0,00777 -0, 610114 - 5,15057

N=n° de individuos; S = n° de sitios polimérficos; Hd = diversidade
haplotipica; r = diversidade nucleotidica; Tajima D = teste estatistico de Tajima;
Fs = teste estatistico de Fu.

A espécie T. apereoides apresentou, na regido estudada, um total de 22 sitios
polimérficos com numero total de mutagbes = 23. O numero de singletons encontrado

foi de 11 e o nimero de sitios informativos sob parciménia, 11.

Como se pode observar na Tabela 4, o numero de sitios polimérficos
identificados em Thrichomys apereoides neste estudo pode ser considerado alto o que
poderia ser interpretado em funcdo da rapida taxa de evolugéo da regiéo controle do
MtDNA. A diversidade haplotipica encontrada foi alta e a diversidade nucleotidica,
baixa. A combinacdo de valores altos para diversidade haplotipica e baixos para
diversidade nucleotidica poderia sugerir que a populacdo é composta por um amplo
namero de haplotipos fortemente relacionados, um cenario que poderia ser esperado
apés um recente evento demografico, que tanto poderia ser uma expansdo como

contragcao populacional recente (Nyakaana et al., 2008; Goncalves et al., 2009).

A diversidade haplotipica observada na populacédo estudada de T. apereoides
foi de 0,784 e a diversidade nucleotidica (11) encontrada foi 0,00777. Esse padréo de
combinacgdo foi compativel com o encontrado em estudos com roedores de outras
familias, como por exemplo, no estudo onde foi abordada a estrutura genética de
Oligoryzomys nigripes ( Hd = 0,85 e = 0,0107) e Euryoryzomys russatus ( Hd = 0,88
e = 0, 0049) pertencentes a familia Cricetidade, ao longo de um gradiente de altitude

na Floresta Atlantica no sudeste do Brasil (Gongalves et al., 2009).

O teste proposto por Tajima (1989) compara 0 numero de sitios segregantes
com o numero médio de diferengas de nucleotideos os quais sdo estimados a partir
de comparacdes par a par das sequéncias de DNA dentro de uma populac¢do. E

usado para testar a hipdtese de que todas as mutacdes séo seletivamente neutras. O
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teste proposto por Fu (Fu, 1997) avalia a probabilidade de certo niumero de haplétipos
ser observado, valores negativos podem ser interpretados como sinal de selecéo

purificadora ou alternativamente, como expanséo demografica recente.

E, neste estudo, o teste D de Tajima apresentou um valor ndo significativo, -
0,61011, P < 0,33700; ja o Fs de Fu apresentou um valor significativo, - 5,15057, P <
0,05100. Os valores negativos encontrados para o teste de Tajima e Fs no presente
trabalho levam a supor uma expansao populacional recente e sdo indicativos de baixa
freqiéncia de mutacbes, de acordo com o0 esperado sob o modelo de neutralidade,
tamanho populacional constante, perda de subdivisdo e fluxo génico.

Para testar a hipétese de expansdo populacional recente foi realizada a
andlise da distribuicdo da divergéncia entre pares de sequéncias (Harpending, 1994,
Rogers e Harpending, 1992) que constr6i uma curva indicativa do padrdo de
expansdo da populagéo, vista na Figura 3. O teste foi realizado admitindo-se o
tamanho populacional constante e o padréo de distribuicdo esperado sob a hipétese

de expanséo populacional recente seria 0 de uma curva unimodal.

O gréfico das diferencas pareadas (Figura 3) apresenta duas modas, a
primeira demonstra que a maior parte das diferencas observadas ocorre em 3 pares
de bases e a segunda, em que o valor observado das diferencas ocorre entre cinco e
sete pares de bases. Poderiamos supor que cada moda representa uma linhagem
diferente da espécie na populacdo. A presenca de duas modas apresentada pela
populacéo desvia significativamente do modelo que era esperado admitindo-se que a
populacdo estd em expansdo recente como indicado por valores negativos
encontrados no teste Fs de Fu e D de Tajima. De acordo com Ramos - Onsins e
Rozas (2002) o teste mais poderoso para demonstrar a recente expansao
populacional é o Fs de Fu (Fu, 1997). Neste caso, 0 valor aqui observado esta de
acordo com o modelo esperado. Esta divergéncia nos resultados pode ser devida a
problemas amostrais, e seria solucionada com uma coleta em area mais ampla, com
localizacdo de pontos mais abrangente e com numero amostral melhor distribuido

pelos pontos.
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Figura 4 — Distribuicdo das diferencas pareadas
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Conclusdes

e A populacdo apresenta alta diversidade haplotipica e baixa
diversidade nucleotidica, compativel com valores encontrados para outras

espécies de roedores.

e A hipétese de expansdo recente mostrou - se plausivel e teve
suporte com o resultado significativo do Teste Fs de Fu, indice de diversidade
haplotipica alto e nucleotidica baixo apesar da curva bimodal encontrada néo

ser indicativa dessa hipétese.

e Sugere-se aperfeicoar a investigagdo da variabilidade genética do
roedor Thrichomys apereoides, bem como de sua estruturacdo, ampliando o
namero de pontos de coleta e aumentando o numero de individuos por ponto.
Este esforco de amostragem se justifica pelo fato de se tratar de uma espécie

reconhecida como reservatorio de alguns patégenos importantes.
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