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RESUMO

Cuniculus paca é o segundo maior roedor dentro do Brasil, pertencente à família

Cuniculidae e que tem sua área de distribuição nos neotrópicos, desde Uruguai e

Argentina até o Sul do México, amplamente distribuída no território brasileiro. No

Brasil, são conhecidas duas subespécies: C. paca paca com localidade tipo para

Pernambuco e C. paca mexianae com localidade tipo para a Ilha de Mexiana no Pará,

mas seus limites e área de distribuição ainda são desconhecidos. Cuniculus paca é

amplamente utilizada como recursos de subsistência pelas comunidades tradicionais,

devido aos custos e pela similaridade organoléptica com a proteína de frango, com uma

pressão de caça de 0,4 indivíduos/km² e estima-se que cerca de 8% de toda carne

selvagem consumida seja da espécie. Alguns trabalhos já foram desenvolvidos para a

Amazônia internacional, mas ainda nenhum para a Amazônia brasileira, nem em outros

biomas do país. Estudos esses que apresentaram resultados parciais por apresentarem N

amostral restrito e insuficiente. Neste trabalho utilizamos como marcador molecular o

gene mitocondrial da Citocromo Oxidase I (COI), amostrando a maior área possível

dentro da distribuição da espécie para o território brasileiro com maior número possível

de amostras, também incorporando as sequências geradas em outros estudos para a

Amazônia Internacional. Com o auxílio do protocolo de DNA Barcoding, foram

analisadas 69 sequências de 26 localidades diferentes ao longo do território brasileiro.

Foram realizadas análises de estruturação das populações e delimitações de linhagens

evolutivas intraespecíficas para o táxon. Ao todo foram encontradas três populações bem

definidas pela análise do fastBAPS, sendo duas na Amazônia e uma na Mata Atlântica,

com distâncias genéticas que variaram de 1,92% a 4,52%. Dentro da Amazônia essa

variação populacional é observada como duas grandes populações, uma que ocorre no

norte da Amazônia e outra que ocorre ao longo das proximidades do Rio Madeira e

escudo brasileiro. Quanto às linhagens evolutivas, foram encontradas duas para o

território brasileiro, sendo uma amazônica e outra da mata atlântica, identificadas por

quatro análises de delimitação: Locmin, PTP, bGMYC e ABGD (Automatic Barcode

Gap Discovery). Essas linhagens não estão associadas à distribuição das subespécies

sugeridas para o Brasil, logo, outras amostras de outras regiões devem ser incorporadas

em trabalhos futuros para um melhor entendimento das diversidade dentro de C. paca.

Palavras-chave: Variabilidade genética, DNA Barcoding, COI, Delimitação, Linhagens

evolutivas e estruturação de populações
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ABSTRACT

Cuniculus paca is the second largest rodent in Brazil, belonging to the Cuniculidae

family and which has its distribution area in the Neotropics, from Uruguay and Argentina

to Southern Mexico, widely distributed in Brazilian territory. In Brazil, two subspecies

are known: C. paca paca with type locality for Pernambuco and C. paca mexianae with

type locality for Ilha de Mexiana in Pará, but its limits and distribution area are still

unknown. Cuniculus paca is widely used as subsistence resources by traditional

communities, due to the costs and organoleptic similarity with chicken protein, with a

hunting pressure of 0.4 individuals/km² and it is estimated that around 8% of all meat

wild consumed is of the species. Some work has already been developed for the

international Amazon, but none yet for the Brazilian Amazon, nor in other biomes in the

country. These studies presented partial results due to a restricted and insufficient sample

size. In this work, we used the mitochondrial Cytochrome Oxidase I (COI) gene as a

molecular marker, sampling the largest possible area within the distribution of the species

for the Brazilian territory with the largest possible number of samples, also incorporating

sequences generated in other studies for the International Amazon. With the help of the

DNA Barcoding protocol, 69 sequences were analyzed from 26 different locations

throughout Brazilian territory. Population structuring analyzes and delimitations of

intraspecific evolutionary lineages for the taxon were carried out. In total, three

well-defined populations were found by the fastBAPS analysis, two in the Amazon and

one in the Atlantic Forest, with genetic distances ranging from 1.92% to 4.52%. Within

the Amazon this variation is observed as two large populations, one that occurs in the

north of the Amazon and another that occurs along the Madeira River and Brazilian

shield. Regarding evolutionary lineages, two were found for Brazilian territory, one from

the Amazon and the other from the Atlantic forest, identified by four delimitation

analyses: Locmin, PTP, bGMYC and ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery). These

lineages are not associated with the distribution of the subspecies suggested for Brazil,

and therefore other samples from other regions should be incorporated in future work to

better understand the diversity within C. paca.

Keywords: Genetic variability, DNA Barcoding, COI, delimitation, Evolutionary

lineages, Population structure
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Uma recente disciplina chamada Filogeografia

Desde que foi criada em 1987, a filogeografia vem se consolidando como uma disciplina

promissora dentro da área biológica, especialmente porque sumariza conceitos e estudos da

genética populacional pautados em processos microevolutivos (mutação, deriva genética e

outros) com conceitos da filogenética pautados em macroevolução (especiação e extinção),

associando ao tempo e ao espaço geográfico.

Simplificando, a disciplina veio como uma ferramenta muito poderosa para investigar

potenciais variações genéticas nas dimensões espaciais e temporais (Avise et al., 1987; Avise et

al., 2009). O DNA mitocondrial passou a ser utilizado como recurso genético nas análises

filogeográficas para acessar a biodiversidade, investigando o quão próximas e ligadas estão duas

ou mais sequências genéticas, devido à algumas propriedades intrínsecas às mitocôndrias

animais, a seguir resumidas:

a) Molécula de DNA matrilinear com recombinação ausente;

b) Elevado estresse oxidativo, contribuindo para uma maior taxa de mutações dos trechos

gênicos;

c) Alguns genes inacessíveis para a seleção natural, obedecendo ao modelo de neutralidade;

d) Fornece homologia válida para comparação e análises tanto filogenéticas quanto de

genética populacional (Avise et al., 1987; Moritz et al., 1987).

Com um pouco mais de 20 anos de existência, a área acumula mais de 140 mil publicações,

distribuídas entre diversas áreas como Biologia Evolutiva, Ecologia, Zoologia, Bioquímica entre

outras.

1.2. O objeto de estudo: Aspectos gerais de Cuniculus paca

A espécie Cuniculus paca (Linnaeus, 1766) é conhecida popularmente como paca (Figs. 1 e 2).

É uma espécie neotropical de ampla distribuição geográfica (Fig. 3), ocupando a maior parte do

território brasileiro, e presente também na maioria dos países da América Central, do sudeste do

México ao Panamá, e em outros países da América do Sul, como Uruguai e norte da Argentina

(IUCN, 2022). É um dos maiores roedores do Brasil, atrás somente da capivara; possui pelos

duros e eriçados, com coloração variando do vermelho ao cinza-escuro; pesam cerca de 6 kg,
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podendo atingir o dobro desse peso; apresentam manchas brancas na lateral do corpo; cauda

pequena, quase imperceptível, sem pelagem. Seu hábito compreende áreas de ambientes

florestados, como mangues, cerrado e áreas ripárias, mas também conseguem ocupar áreas com

relativa interferência humana, como pomares e fazendas (Bonvicino, 2008; Patton et al., 2015).

Figura 1. Perfil de C. paca,Manicoré - AM Figura 2. Indivíduos de C. paca descansando em cativeiro.

Autor: André Ambrozio para iNaturalist Fonte: Adobe Stock

Os estudos de Antoine (2012) concluíram que os estes animais, incluídos na parvordem

Caviomorpha, são do clado mais diverso no quesito ecomorfológico, com modificações que

surgiram no Eoceno. Seus primeiros registros foram no Peru e, ao longo da sua jornada

evolutiva, se dispersaram e passaram a ocupar a região central e Sul das Américas, nos mais

diversos ambientes, como Dunas, Pampas, Cerrado, Chaco e Caatingas, Amazônia e florestas

úmidas, e a porção mais alta dos Andes. Essa diversidade de ambientes vivenciados refletiu em

diferentes hábitos: semiaquático, fossorial, subterrâneo e arbóreo. Estes cenários são perfeitos

para estudos relacionados a filogeografia das espécies caviomorfas, onde é possível

relacionarmos critérios taxonômicos e evolutivos para saber a história natural das espécies, que

no presente estudo será focado na história evolutiva de Cuniculus paca (Álvarez et al., 2017).
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1.3 História de vida e conservação de Cuniculus paca

Cuniculus paca é uma espécie monogâmica com um casal para a vida, vivendo em média 12

anos. Normalmente fazem uso de uma área de 3 hectares e apresentam organização patriarcal,

onde o macho precisa urinar na fêmea para expressar sua dominância. Caso a fêmea não permita,

o macho tende a ficar mais agressivo, não ocorrendo a reprodução. São animais solitários e

formam famílias bem dispersas, com macho, fêmea e seu filhote (Dubost et al., 2005; Lima,

2017; Bonilla-Morales et al., 2013).

As fêmeas da espécie costumam ter um a dois filhotes por ano, com tempo de gestação de 97

a 118 dias para indivíduos silvestres, e de 148 dias em média para indivíduos em cativeiro.

Ambos os sexos normalmente alcançam maturidade sexual entre 8 a 12 meses, com desmame

ocorrendo a partir do terceiro mês (Dubost et al., 2005; Lima, 2017; Bonilla-Morales et al.,

2013).

Devido ao gosto de sua carne extremamente palatável e apreciada, a espécie vem sofrendo

pressão de caça predatória e comércio ilegal nas regiões de sua ocorrência, entretanto quando a

população está muito grande, pode causar danos às plantações (Van Vuuren et al., 2003;

Bonilla-Morales et al., 2013). Uma das soluções apontadas em estudos recentes é sua criação

zootécnica em cativeiros, com ensaios no Brasil, Equador, México e Panamá. Além disso,

pode-se utilizar deste artifício para estudos de conservação e pesquisa (Bonilla-Morales et al.,

2013; Lima et al., 2017).

O trabalho de Van Vuuren (2003) reporta que apesar da espécie ter importância como recurso

de subsistência, existem poucos estudos acerca da genética de populações para pacas. Tal lacuna

do conhecimento é preocupante, pois não se conhece a estrutura populacional desse mamífero

neotropical (Van Vuuren et al., 2003). A espécie é categorizada como menos preocupante (LC)

pela IUCN (União Internacional para a Conservação da Natureza). Mas ao mesmo tempo sofre

ameaças como caça e captura terrestre. Estima-se que até 8% da carne selvagem consumida na

Amazônia seja de paca (Patton et al., 2015). A caça a esses animais normalmente acontece à

noite, com a iluminação da Lua, com uma pressão de caça de 0,4 indivíduos/Km² (Bizri et al.,

2018; Aquino et al., 2009).
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1.4. Estudos genéticos sobre Cuniculus paca

Álvarez et al. (2017) realizou um estudo amplo e recente com várias espécies de caviomorfos,

incluindo duas espécies do gênero Cuniculus: C. paca e C. taczanowskii, para obter o

sequenciamento de quatro marcadores moleculares: dos genes mitocondriais 12S e 16S, de

citocromo b (cytb) e de citocromo oxidase I (COI) para lançar inferências sobre a história

evolutiva dos caviomorfos. Com isso, então, obtiveram topologias que demonstram as relações

evolutivas entre o tamanho corporal e a diversificação dos caviomorfos (Álvarez et al., 2017).

Nesta filogenia Cuniculus paca e Cuniculus taczanowskii (Stolzmann, 1865) formam um clado

monofilético. A espécie C. taczanowskii ocorre no Peru, Equador, Colômbia e Venezuela,

apresentando uma certa sobreposição com a distribuição de C. paca no oeste amazônico,

Venezuela e algumas ilhas do Caribe (Ríos-Uzeda et al., 2004).

Um estudo específico realizado com C. paca por Van Vuuren et al. (2004) para o escudo das

guianas demonstrou através do sequenciamento do gene mitocondrial citocromo b que existem

ao menos quatro linhagens evolutivas na referida região de estudo. Testes de estrutura

populacional (Análises de variância molecular) determinaram que 87% de variação genética é

intrapopulacional e 17% de variação genética encontra-se entre as populações amostradas. As

análises genealógicas foram baseadas em 22 haplótipos nas populações amostradas e analisadas

sob as premissas de máxima verossimilhança, distância genética e métodos de parcimônia.

Porém, o estudo não conseguiu identificar áreas de endemismo dos grupos dos haplótipos, ou

seja, todas as quatro linhagens tiveram distribuição simpátrica, o que exige cautela na

interpretação desses resultados. Estudos como esse que avaliam as variações moleculares e

analisam possíveis linhagens evolutivas existentes são escassos na literatura e é de fundamental

importância para compreender sua história evolutiva, taxonomia, manejo e conservação desses

mamíferos roedores (Van Vuuren et al., 2003).

Trabalhos recentes utilizando o gene COI para identificar animais mortos em estradas

utilizaram a metodologia de DNA barcoding e testaram se a metodologia pode ser aplicada em

tecidos para identificar taxonomicamente estes animais (Hebert & Gregory, 2005; Klippel et al.,

2015). Os resultados mostraram que 138 (cerca de 60%) amostras coletadas puderam ser

identificadas a partir da associação à plataforma BOLD (Barcode Of Life Data). Além disso,

foram encontradas 62 espécies para a região do Espírito Santo, onde estudos anteriores já

relataram a sua ocorrência, reforçando os resultados moleculares com DNA barcoding. (Klippel

et al., 2015). Com o uso da metodologia de Barcoding foi possível identificar, entre as amostras,
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tecidos de Cuniculus paca. Tal espécie possui ampla distribuição e ocorre em todo o Brasil e em

outros países (Argentina, Belize, Bolívia, Colômbia, Costa Rica, Equador, El salvador, Guiana

Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras, México, Nicarágua, Panamá, Paraguai, Peru,

Suriname, Trinidad e Tobago, Uruguai e Venezuela) (Fig. 3) (IUCN, 2022).

Figura 3. Distribuição das subespécies de Cuniculus paca. Os números indicam a localidade-tipo das

subespécies reconhecidas:: 1- C. paca guanta, 2- C. paca mexianae, 3- C. paca nelsoni, 4- C. paca paca, 5- C. paca

virgatus. Os limites entre as subespécies não são mostrados pois não são bem definidos. Ilustração por William

Santos (2024), adaptado de Pérez (1992) e UICN (2024).

De acordo com Pérez (1992), são conhecidas cinco subespécies para a espécie Cuniculus

paca (Fig. 3, Pérez 1992) baseadas em padrões de cor e morfologia. A subespécie Cuniculus

paca guanta (Lonnberg, 1921) ocorre no Equador e leste do Peru, Cuniculus paca mexianae

(Hagmann, 1913) está distribuída na Ilha Mexiana, no Estado do Pará, Brasil, Cuniculus paca

nelsoni (Goldmann, 1913) tem sua distribuição associada ao leste do México e já Cuniculus

paca paca (Linnaeus, 1766) tem maior distribuição dentro do território brasileiro. Por último, a

subespécie Cuniculus paca virgatus (Bangs, 1902) tem distribuição na América Central, no

Panamá e países vizinhos (Wilson & Reeder, 2005).
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O uso do DNA barcoding em grupos zoológicos iniciou-se com Hebert et al. (2003) para

determinar a identificação taxonômica das espécies através de análises de Citocromo oxidase I

(COI) do DNA mitocondrial. É uma ferramenta importante para a identificação de espécies a

qual tem tido muito sucesso para diversos grupos animais (Frézal, 2008).

A partir de então, o método de DNA barcoding vem sendo utilizado em muitos trabalhos,

uma vez que permite maior agilidade e certeza nas identificações taxonômicas. Auxilia ainda no

conhecimento acerca da diferenciação genética populacional, testando modelos e análises

distintos (Borisenko et al. 2008, Wilson-Wilde et al. 2010). O uso de tal metodologia no trabalho

será importante para testar a presença de linhagens diferentes de Cuniculus paca em diferentes

regiões do Brasil, bem como, reconstruir árvores filogenéticas para entender a história evolutiva

da espécie.

Hipotetizamos que para o território brasileiro é possível que exista mais de uma linhagem

evolutiva dentro do táxon Cuniculus paca uma vez que se trata de uma grande área geográfica e

os estudos genéticos são escassos para o táxon. Porém, acredita-se que rios não exerçam papel

de influência no fluxo gênico das populações, uma vez que a espécie tem alta capacidade

natatória.

Neste contexto, este estudo se propõe a:

1. Testar a presença de linhagens evolutivas para o táxon de C. paca dentro, utilizando o

marcador molecular COI associado com o protocolo de DNA barcoding;

2. Inferir sobre a possível estruturação populacional da espécie dentro da região

amostrada, ao longo da distribuição das linhagens evolutivas;

3. Estimar a variabilidade genética inter e intrapopulacional para a espécie-alvo deste

estudo;

4. Inferir sobre processos evolutivos e filogeográficos causadores das possíveis estruturas

genéticas.

Dessa maneira, esperamos conseguir entender a história evolutiva de Cuniculus paca no

Brasil através do protocolo de DNA barcoding.

2. MATERIAIS E MÉTODOS

2.1. Área de estudo

Este estudo se propôs a buscar o máximo de amostras dentro da área de distribuição de C. paca,

conforme mostrado na Figura 2. Para isso, várias coleções biológicas e Museus foram contatados

via e-mail da coleção/curador responsável para verificar a existência de tecidos biológicos em



7

seus respectivos acervos. Além disso, através de uma rede de colaboração prévia em outros

trabalhos realizados pelo LEGAL/UFAM, também conseguimos doações/empréstimos destes

colaboradores. No entanto, vale ressaltar que apesar de ser uma espécie bem distribuída pelo

Brasil, encontramos certo déficit amostral em regiões específicas do Brasil, incluindo coleções

bem conhecidas em nosso país.

Figura 4. Área amostrada para C. paca. Pontos amostrados no ES pertencem à reserva florestal de Sooretama e lá

existem sequências geradas no LEGAL/UFAM e também outras obtidas no genbank.

2.2. Obtenção dos tecidos biológicos

Diversos Museus e Coleções Biológicas de diferentes estados do território brasileiro foram

contatadas para levantamento do material a ser amostrado e o projeto contou com as

contribuições abaixo listadas:
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Tabela 1. Instituições que colaboraram com amostras neste estudo, seus respectivos laboratórios e a quantidade N de

amostras cedidas por cada instituição.

A maior parte das amostras foram obtidas em colaboração a partir de doações/empréstimos de

outras coleções, o que reforça o caráter importante e constitutivo das redes de colaboração

científica para futuros projetos de pesquisa (Tabela 1). O Laboratório de Evolução e Genética

Animal (LEGAL/UFAM), local também onde foram feitos todos os protocolos, realizou

expedições entre os anos de 2013 e 2015 pelo projeto SISBIOTA e coletou algumas amostras de

Cuniculus paca pela Amazônia Brasileira e que foram usadas no presente estudo.

2.3. Obtenção de Dados Moleculares

2.3.1 Extração de DNA, quantificação e integridade

Recebemos diferentes tipos de tecidos biológicos, dentre eles tecido muscular, conjuntivo,

hepático, todos preservados em álcool etílico 96%, além de couro (tecido epitelial associado a

uma finíssima camada de tecido conjuntivo frouxo e acompanhado de pelos ainda no bulbo)

taxidermizado. Esses tecidos foram submetidos à extração via protocolo de fenol-clorofórmio

(McKiernan & Danielson, 2017) devido ao fato deste protocolo apresentar diversas lavagens e

conseguir reter o DNA com menor proporção de impurezas, isto porque o Fenol promove a

desnaturação das proteínas de maneira mais eficiente que nos outros métodos (Oliveira et al.,

2017).

Após fragmentação do tecido com auxílio de um bisturi e pinça, retirou-se o excesso de álcool

96% e o resultado da fragmentação foi depositado em um tubo de eppendorf 1,5 mL, com solução

composta por detergente SDS, tampão de lise STE e proteinase k em banho-maria a 55ºC durante

12 horas para a digestão das proteínas presentes no tecido. O intuito de fragmentar o tecido é

aumentar a superfície de contato com a solução e maximizar o processo de digestão. Então o

Instituição Setor/Laboratório N

Universidade Federal do Amazonas Coleção de Tecidos e Genética Animal 13

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia Coleção Zoológica de Mamíferos 4

Universidade Federal de Roraima Coleção de Mamíferos 4

Universidade Federal de Rondônia Laboratório de Mastozoologia e Vertebrados
Terrestres 4

Doação de Pesquisadores Não aplicável 14
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produto da digestão foi submetido a 3 lavagens consecutivas, com Fenol,

Fenol-Clorofórmio-Álcool isoamílico, e Clorofórmio, em ordem cronológica. O DNA foi

precipitado com uso de NaCl e Álcool 70% e ressuspendido em 30 µL de H2O Mili-q.

A quantificação de DNA presente nas amostras foi realizada no NanoDrop 2000TM, um

espectrofotômetro da Thermo Fisher ScientificTM, e objetivou-se chegar a concentração de 50

ng/µL, fazendo diluições das amostras com valores superiores a este. Já a integridade do DNA

das amostras foi verificada em gel de agarose 1%.

2.3.2. Amplificação do gene COI via Reação em Cadeia da Polimerase

O gene a ser amplificado é o da Citocromo Oxidase subunidade I (COI), mitocondrial, através da

técnica da PCR. A técnica permite obter cópias da fita de DNA de modo exponencial, a depender

do número de ciclos. Os primers, ou regiões de pareamento, foram usados em coquetel para

amplificar o gene da Citocromo oxidase. Ao todo, o coquetel continha quatro primers Forward e

quatro Reverses (Tabela 2).

As reações foram preparadas para um volume final de 15 µL por amostra, compostos por: 5,5

µL de H2O; 1,5 µL de dNTP (2,5 mM); 1,5 µL de MgCl2 (25 mM); 1,5 µL do tampão PCR

Buffer 10x (750 mM Tris-HCl (pH 8.8, 25°C); 1,5 µL de cada primer, forward e reverse; 1,0 µL

de BSA 10% (Bovine Serum Albumin Blocker); 0,5 de Taq DNA Polimerase (1U/µL) e 2,0 µL do

DNA extraído (50 ng/µL). O termociclador Veriti ® Thermal Cycler (Applied Biosystems®) foi

configurado para uma desnaturação inicial a 94ºC por minuto, seguidos por uma desnaturação

cíclica de 94ºC por 15 segundos, anelamento cíclico a 50ºC por 30 segundos, extensão cíclica a

72ºC por minuto e extensão final a 72ºC de 5 minutos. A desnaturação, anelamento e extensão

cíclicas foram repetidas trinta e cinco (35) vezes e o seu resultado foi verificado em gel de

agarose 1% para checar presença/ausência e tamanho da banda de DNA amplificada.
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Tabela 2. Primers usados no presente estudo para amplificação e sequenciamento do gene mitocondrial COI

(citocromo oxidase subunidade I). Fonte: Ivanova et al., 2012.

2.3.3 Purificação e Sequenciamento

A purificação do produto de PCR foi realizada com 3 µL de ExoSAP-IT (Exonuclease I e Shrimp

Alcalino Phosphatase) seguindo o protocolo do fabricante. Após o protocolo, o produto desta

etapa foi para a reação de sequenciamento, composto por: 2.0 μL do produto de PCR purificado;

2.0 μL do primer de sequenciamento, 0.3 μL do BigDye Terminator v3.1, 2,5 μL do tampão do

BigDye e 3,2 μL de ddH2O. As condições da reação foram as sugeridas no protocolo do

fabricante do Kit BigDye. O produto da reação de sequenciamento foi precipitado com etanol e

EDTA, e posteriormente ressuspendido em 10 μL de formamida deionizada para ser injetados e

analisados no sequenciador automático ABI 3500 (Applied Biosystems).

2.4 Análise de dados

2.4.1. Alinhamento e edição das sequências

As sequências de mtDNA referentes ao gene COI, depois de obtidas através do sequenciamento,

foram exportadas e visualizadas no programa Ali View (Larsson, 2017), alinhadas utilizando o

algoritmo ClustalW (Hung & Weng, 2016), acompanhada de revisão manual de

Primer Sequência 5’-3’ Uso

LepF1_t1 TGTAAAACGACGGCCAGTATTCAACCAATCATAAAGATATTGG Amplificação

VF1_t1 TGTAAAACGACGGCCAGTTCTCAACCAACCACAAAGACATTGG Amplificação

VF1d_t1 TGTAAAACGACGGCCAGTTCTCAACCAACCACAARGAYATYGG Amplificação

VF1i_t1 TGTAAAACGACGGCCAGTTCTCAACCAACCAIAAIGAIATIGG Amplificação

LepR1_t1 CAGGAAACAGCTATGACTAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA Amplificação

VR1_t1 CAGGAAACAGCTATGACTAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA Amplificação

VR1d_t1 CAGGAAACAGCTATGACTAGACTTCTGGGTGGCCRAARAAYCA Amplificação

VR1i_t1 CAGGAAACAGCTATGACTAGACTTCTGGGTGICCIAAIAAICA Amplificação

M13F TGTAAAACGACGGCCAGT Sequenciamento

M13R CAGGAAACAGCTATGAC Sequenciamento
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inserções/deleções, realizadas no software MEGA 11 (Tamura & Kumar, 2021). Também foram

traduzidas com auxílio do programa MEGA 11 para verificação de códons de parada no meio das

sequências, a fim de evitar erros associados à leitura do sequenciador. Não foram encontrados

códons de parada.

2.4.2. Análise ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery)

A análise ABGD é uma ferramenta muito utilizada, primariamente, como ferramenta de auxílio

dentro da taxonomia molecular para identificar grupos de sequências agrupadas em espécies ou

linhagens, para fins de barcoding (Puillandre et al., 2012). Este tipo de análise identifica lacunas

(ou gaps, no inglês) no espaço das distâncias (seguindo o modelo K2P) e pressupõe uma

diferença observada entre a variação genética intraespecífica (dentro da mesma espécie) e a

variação genética interespecífica (entre espécies diferentes). Num cenário ideal para o código de

barras do DNA, a distância genética entre quaisquer dois indivíduos da mesma espécie (distância

intraespecífica) é menor do que a distância genética entre indivíduos de espécies diferentes

(distância interespecífica). Isto cria uma lacuna ou separação clara que pode ser usada para

identificar espécies com precisão. É um recurso a ser usado dentro da Taxonomia e identificação

de novas espécies com base em dados moleculares dentro do protocolo do DNA barcoding.

Desse modo, o arquivo de entrada dessa análise foi a matriz de sequências genéticas

organizadas no formato fasta e a análise é rodada de maneira automática e online no endereço:

abgd web (mnhn.fr).

2.4.3. Delimitação das linhagens evolutivas

Para inferir acerca das linhagens evolutivas em nosso banco de dados, implementamos os

métodos de delimitação de espécies de locus único (Single-Locus Species-Delimitation - SLSD).

Os métodos SLSD consistem em identificar quais grupos de indivíduos constituem populações

de uma única espécie e quais constituem espécies diferentes através da utilização de dados

moleculares e algoritmos heurísticos, geralmente fundamentados nas propriedades da teoria

coalescente e no conceito filogenético de espécie ou em distâncias genéticas e no conceito de

DNA barcoding (Rannala & Yang, 2020). Para as análises foram utilizados cinco diferentes

métodos de SLSD: GMYC (General Mixed Yule Coalescent), método que classifica os intervalos

entre eventos coalescentes de uma árvore ultramétrica enraizada em duas classes através de um

https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/abgdweb.html
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estimador de máxima verossimilhança: aqueles dentro das espécies e cuja taxa é determinada

pelo processo coalescente, e aqueles entre espécies e cuja taxa é determinada por uma

generalização do modelo de processo de Yule para divergência entre espécies (Pons et al., 2006);

bGMYC (Bayesian Implementation of GMYC), uma implementação Bayesiana do método

GMYC (Reid & Carstens, 2012); LocMin (Local Minima), método inspirado no conceito de

DNA Barcoding e distâncias genéticas que aplica um corte (threshold) ajustado ao banco de

dados para definir distâncias intra e interespecíficas entre grupos de sequências ao invés de um

threshold fixo e determinado a priori (Brown et al., 2012); PTP (Poisson Tree Process) que

identifica espécies a partir da distribuição dos comprimentos dos ramos em uma filogenia,

modelando uma árvore não ultramétrica (filograma) como uma mistura de duas classes de

distribuição de comprimentos de ramos: ramos entre espécies e dentro de espécies (Zhang et al.,

2013); mPTP, uma implementação do método PTP que assume múltiplas taxas de coalescência e

especiação (Kapli et al., 2017).

A partir de um arquivo fasta contendo todas as sequências geradas neste estudo, bem como

sequências oriundas do GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), foi gerado um novo

arquivo fasta contendo apenas haplótipos únicos através da função ‘hapCollapse’

(http://github.com/legalLab/protocols-scripts). A partir deste arquivo de haplótipos únicos foram

geradas duas árvores: uma árvore ultramétrica gerada no software BEAST 2.6.2 (Bouckaert et

al., 2019) com as seguintes configurações: modelo de substituição de nucleotídeos (TN93+I+G)

estimado pelo pacote bModelTest (Bouckaert & Drummond, 2017); modelo de partição de dados

baseado na posição de cada nucleotídeo do códon (1º, 2º e 3º posição); relógio molecular estrito;

tree prior Constant-Coalescent; uma árvore de máxima verossimilhança (filograma) no software

RaxML-NG (Kozlov et al., 2019), utilizando o modelo TN93+I+G4 estimado no programa

ModelTest-NG (Darriba et al., 2020), partição do banco de dados por posição do códon (1+2+3),

estimativa da árvore de máxima verossimilhança a partir de 25 árvores de parcimônia e 25

árvores randomizadas iniciais e bootstrap de 1,000 réplicas.

Para a árvore ultramétrica, foram realizadas três corridas independentes para gerar 20 milhões

de árvores filogenéticas através do método Monte Carlos via Cadeia de Markov (MCMC),

amostrando topologias e parâmetros das árvores a cada 2,000 gerações. O software TRACER

1.7.1 (Rambaut et al., 2018) foi usado para verificar a qualidade das corridas, que precisavam

apresentar tamanho Efetivo da Amostra superiores a 200 (ESS>200). Combinou-se então as três

corridas após a remoção dos 10% iniciais de cada réplica (burn-in) usando o Log Combiner

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://github.com/legalLab/protocols-scripts
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(Drummond et al., 2012) para produzir 9 mil topologias que foram utilizadas para gerar uma

árvore filogenética de Máxima Credibilidade (MCT) no TREEANNOTATOR (Bouckaert et al.,

2019).

A Árvore de Máxima Credibilidade (MCT) serviu de arquivo de entrada para os métodos

GMYC e bGMYC, através dos pacotes ‘splits 1.0--19’ (Fujisawa & Barraclough, 2013) e

‘bGMYC 1.0.2’ (Reid & Carstens, 2012) com modificações para compatibilidade com as

versões do software R >= 4.0 (Bittencourt et al., não publicado). Para os métodos PTP e mPTP, a

árvore de máxima verossimilhança obtida no software RaxML-NG foi usada de input no

software mptp 0.2.3 (Kapli et al., 2017).

Todas as análises e a visualização dos resultados foram geradas utilizando scripts escritos na

linguagem R (R Core Team, 2017), executados no software R Studio (Integrated Development

for R Team, 2020) através dos pacotes e programas mencionados anteriormente, bem como

funções auxiliares do pacote ‘delimtools’ 1.0.0 (Bittencourt et al., não publicado) para integração

e visualização de dados.

Baseadas nas topologias obtidas provenientes da filogenia das populações, as inferências

filogeográficas estão pautadas em comparações por sobreposição dos clados de diferentes áreas

(sul/norte da Amazônia e sul/norte da floresta atlântica) (Costa, 2003; Morrone, 2013). Em

outras palavras, esta etapa do método consistiu na testagem de relações cladísticas entre os

grupos-irmãos a fim de obter monofilia (assim estando relacionadas e com fluxo gênico) ou

parafilia (não estando relacionadas e com pouco fluxo gênico) (Costa, 2003; Morrone, 2013).

2.4.4. Análise Bayesiana de estruturação das populações

Para compreendermos o padrão da estrutura genética das populações amostradas a partir do

mtDNA faz-se necessária a utilização de uma análise Bayesiana intencionada a formar grupos

biológicos, implementada no pacote fastBAPS (Tonkin-Hill et al., 2019) disponível no software

R 3.4.1 (R Core Team, 2017). Tal pacote utiliza um algoritmo estocástico para calcular a

distribuição posterior dos parâmetros do modelo, com base nos dados observados, que neste caso

são as frequências nucleotídicas das sequências de mtDNA. Para determinar o número mais

provável de populações (K), foi realizada uma análise da mistura de populações. O número de

grupos biológicos (K) é estimado como um dos parâmetros, e a partição dos dados com maior

probabilidade é identificada como a melhor, indicando o número de clusters. Essa técnica é



14

poderosa para incorporar incertezas e atualizá-las à medida que novos dados são disponibilizados.

2.4.5. Distribuição e frequência de haplótipos

O programa POPART (Leigh et al., 2015) foi utilizado para gerar, visualizar e ajustar a rede de

haplótipos entre as amostras deste estudo. Essas redes reticuladas mostram as relações

genealógicas entre os indivíduos amostrados com base na similaridade genética entre os

haplótipos. O software agrupa os haplótipos semelhantes em clusters e os conecta com linhas

que representam a relação genética entre eles, mostrando ainda os passos mutacionais que

levaram de um haplótipo ao outro. A entrada de dados, entretanto, precisou ser tratada no

software DNAsp 6 (Rozas et al., 2017) que tomou como base a matriz de dados das sequências

genéticas de C. paca agrupando-as em haplótipos.

2.4.6. Distâncias genéticas

A diferenciação genética, tanto inter como intra populacional, foi calculada com o auxílio do

software MEGA 11. A matriz de distância genética entre as 74 sequências (Tabela 4) se baseia

no número de mutações dos haplótipos amostrados no presente estudo. Tal cálculo é obtido em

comparações par a par e foram conduzidos usando o modelo Maximum Composite Likelihood

que inclui substituições dos tipos transição e transversão, incluindo as posições dos códons

1º+2º+3º+codificante. As posições ambíguas foram removidas para cada par de sequências e, ao

todo, o banco de dados apresenta 609 pares de bases (pb). Os clados amostrados na tabela 4 são

definidos a posteriori observando a análise bayesiana de estruturação das populações obtida no

fastBAPS.

3. RESULTADOS

Para a espécie C. paca foram geradas, neste estudo, 41 sequências genéticas de 609 pb de 26

localidades dentro da sua área de distribuição. O conjunto de dados foi complementado, ainda,

com o acréscimo de 28 sequências depositadas no Genbank e na plataforma BOLD, totalizando

69 espécimes. Este banco de dados apresentou 440 sítios conservados e 164 variáveis sendo 139

informativos para parcimônia.

O alinhamento dessas sequências foi colapsado em 30 haplótipos únicos e adicionamos mais 5

sequências do gênero Dasyprocta como grupo externo nas análises de delimitação das linhagens
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evolutivas.

Tabela 3. Amostras de Cuniculus paca que compuseram o presente estudo, incluindo sua identificação, haplótipo

(H), localidade, Número da Localidade (NL), correspondente ao mapa da figura 8, e linhagem à qual pertence.

Identificação H Localidade NL Região L

INPA8503 1 Pauini, Amazonas 1 Sudoeste da Amazônia Brasileira L1

INPA8504 2 Serra do Aracá, Barcelos, Amazonas 2 Amazônia Central Brasileira L1

INPA8506 3 Balbina, Presidente Figueiredo, Amazonas 3 Amazônia Central Brasileira L1

JF459147 3 Rio Essequibo-Tukutu, Guiana 4 Norte da Amazônia Internacional L1

INPA8498 4 Manaus, Amazonas 5 Amazônia Central Brasileira L1

UFRO313 4 Rondônia, Brasil 6 Sudoeste da Amazônia Brasileira L1

CP45 4 Coari, Amazonas 7 Amazônia Central Brasileira L1

CP48 4 Coari, Amazonas 7 Amazônia Central Brasileira L1

CP50 4 Coari, Amazonas 7 Amazônia Central Brasileira L1

CTGA121 4 Santa Isabel do Rio Negro, Amazonas 8 Amazônia Central Brasileira L1

CTGA122 4 Santa Isabel do Rio Negro, Amazonas, Brasil 8 Amazônia Central Brasileira L1

MIRR58 4 Caroebe, Roraima, Brasil 9 Norte da Amazônia Brasileira L1

CTGA781 4 Japurá, Amazonas, Brasil 10 Amazônia Central Brasileira L1

OR530512 4 Venezuela 11 Noroeste da Venezuela L1

NC079967 4 Rio Javarí -Mirim, Pifayal, Ucayali, Peru 12 Leste do Peru L1

CP20 5 Reserva de Sooretama, Espírito Santo, Brasil 13 Mata atlântica L3

CP21 5 Reserva de Sooretama, Espírito Santo, Brasil 13 Mata atlântica L3

CP23 5 Reserva de Sooretama, Espírito Santo, Brasil 13 Mata atlântica L3

CP24 5 Reserva de Sooretama, Espírito Santo, Brasil 13 Mata atlântica L3

KR005655 5 Reserva de Sooretama, Espírito Santo, Brasil 13 Mata atlântica L3

CP22 6 Rio Madeira, Amazonas, Brasil 14 Amazônia Central Brasileira L2

CTGA5405 6 Careiro Castanho, Amazonas, Brasil 15 Amazônia Central Brasileira L2

CTGA5686 6 Careiro Castanho, Amazonas, Brasil 15 Amazônia Central Brasileira L2

UFRO393 7 Rondônia, Brasil 6 Sudoeste da Amazônia Brasileira L2

UFRO444 8 Rondônia, Brasil 6 Sudoeste da Amazônia Brasileira L2

CP34 8 Altamira, Pará, Brasil 16 Amazônia Central Brasileira L2

UFRO404 9 Rondônia, Brasil 6 Sudoeste da Amazônia Brasileira L1

CTGA5810 10 Guayaramerin, Bolívia 17 Norte da Bolívia L1

CP42 11 Benjamin Constant, Amazonas, Brasil 18 Sudoeste da Amazônia Brasileira L1
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CP46 12 Coari, Amazonas, Brasil 7 Amazônia Central Brasileira L1

CP49 12 Coari, Amazonas, Brasil 7 Amazônia Central Brasileira L1

CP47 13 Coari, Amazonas, Brasil 7 Amazônia Central Brasileira L1

CP51 14 Benjamin Constant, Amazonas, Brasil 18 Sudoeste da Amazônia Brasileira L1

CTGA87 15 Santa Isabel do Rio Negro, Amazonas, Brasil 8 Amazônia Central Brasileira L1

CTGA5407 16 Careiro Castanho, Amazonas, Brasil 15 Amazônia Central Brasileira L1

CTGA5408 17 Careiro Castanho, Amazonas, Brasil 15 Amazônia Central Brasileira L1

CTGA5685 17 Careiro Castanho, Amazonas, Brasil 15 Amazônia Central Brasileira L1

MIR95 17 Caracaraí, Roraima, Brasil 19 Norte da Amazônia Brasileira L1

JF459145 17 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459143 17 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459142 17 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459140 17 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459139 17 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459133 17 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459131 17 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459130 17 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459128 17 Potaro-Siparuni, Iwokrama Forest, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459127 17 Barima-Waini, Baramita, Old World, Guiana 21 Norte da Amazônia Internacional L1

CTGA5411 18 Careiro Castanho, Amazonas, Brasil 15 Amazônia Central Brasileira L1

CTGA5684 18 Careiro Castanho, Amazonas, Brasil 15 Amazônia Central Brasileira L1

CTGA8403 18 Careiro Castanho, Amazonas, Brasil 15 Amazônia Central Brasileira L1

CP74 19 Rebio Gurupi, Maranhão, Brasil 22 Amazônia Central Brasileira L2

CTGA5967 20 Aripuanã-Guariba, Amazonas, Brasil 23 Amazônia Central Brasileira L2

MIR61 21 Caroebe, Roraima, Brasil 9 Norte da Amazônia Brasileira L1

JF459148 21 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

MIR16 22 Caracaraí, Roraima, Brasil 19 Norte da Amazônia Brasileira L1

JF459129 22 Potaro-Siparuni, Iwokrama Forest, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459149 23 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459135 23 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459134 23 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459150 24 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459146 25 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459136 25 Rio Essequibo-Tukutu, Guiana 24 Norte da Amazônia Internacional L1
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3.1. Análise primária para a delimitação das espécies

A análise do ABGD, usada para reconhecer variações intraespecíficas e interespecíficas, foi

realizada sem as sequências dos grupos externos com o objetivo de inferir somente os gaps das

variações dentro de C. paca, o qual resultou no histograma abaixo evidenciando dois grupos com

um gap da distribuição da variação intraespecífica ao redor de 3%:

Figura 5. Histograma da distribuição das distâncias genéticas intraespecíficas de C. paca gerado na plataforma

ABGD web. Nota: nbr= número de comparações pareadas (NBR) que se enquadram nesse intervalo de distância;

Dist. value= valores de distância genética.

Neste tipo de gráfico o eixo Y representa o Número de comparações de distâncias genéticas

pareadas, e no eixo X a distância genética das comparações par a par dentro do banco de dados

usado como arquivo de entrada. É um recurso visual para entendermos como as comparações das

JF459126 25 Potaro-Siparuni, Guiana 25 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459144 26 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459141 27 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459138 28 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459137 29 Cuyuni-Mazaruni, Mazaruni river, Guiana 26 Norte da Amazônia Internacional L1

JF459132 30 Potaro-Siparuni, Iwokrama Reserve, Guiana 20 Norte da Amazônia Internacional L1
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distâncias genéticas entre as sequências se agrupam e se distanciam dentro do banco de dados.

Esta informação nos auxilia na identificação de lacunas no espaço amostral das distâncias

genéticas e indica os potenciais limites entre os grupos de espécies/linhagens. Na figura 5 é

possível observar que a análise do ABDG infere a presença de duas linhagens evolutivas dentro

de C. paca com um evidente gap nas comparações pareadas das distâncias genéticas.

3.2 Delimitação das linhagens evolutivas

Ao todo, foram empregadas cinco análises de delimitação das linhagens evolutivas e foi gerado o

consenso entre todas elas, resultando na figura abaixo apresentada:

Figura 6. Esquema resumido das diferentes análises das linhagens evolutivas. Da esquerda pra direita: Árvore

ultramétrica gerada no BEAST2; locmin; mPTP; PTP; bGMYC; GMYC; Consensus.
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O número de linhagens evolutivas encontradas em cada análise foi diferente em alguns casos.

A análise Locmin, PTP, bGMYC recuperaram 5 linhagens evolutivas, sendo 2 delas

intraespecíficas para C. paca. A análise de mPTP e GMYC discordaram, a primeira recuperou

apenas 1 linhagem evolutiva para C. paca e a segunda 4 linhagens evolutivas intraespecíficas

para C. paca. O consenso entre as análises resultou em duas linhagens evolutivas intraespecíficas

para C. paca. representadas pelos indivíduos do bioma Amazônia e do bioma da Mata Atlântica,

representada pelos indivíduos provenientes do Espírito Santo. Outras três linhagens foram

observadas dentro dos grupos externos.

Tais linhagens, se associadas geograficamente às coordenadas das amostras, nos permite

chegar num mapa de distribuição (Fig. 7) onde vemos um padrão predominantemente amazônico

e outro associado à Mata Atlântica, presente no estado do Espírito Santo.

Figura 7. Distribuição geográfica das Linhagens Evolutivas encontradas à luz da delimitação.
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3.3. Estrutura das populações (Grupos biológicos)

Tratando-se da análise da estrutura populacional, o total de populações (k) encontradas pelo

fastBAPS foi três. Elas correspondem a um grupo ao Norte da Amazônia (em Roxo), acima do

rio Amazonas que se estende até o oeste Amazônico, e outra população localizada ao sul e leste

da Amazônia (em Verde-Lima) - ambas associadas à área geográfica da linhagem evolutiva

amazônica - e outro grupo associado à Mata Atlântica (em Laranja).

Figura 8. Análise populacional obtida através do fastBAPS, onde cada cor representa a clusterização (agrupamento)

de sequências genéticas semelhantes.

Na imagem acima, desse modo, percebe-se que as sequências geradas por este estudo, de

código CP 20, 21, 23 e 24, estão associadas ao mesmo grupo populacional da sequência do

Genbank de código KR005655, coincidindo com a linhagem evolutiva referente à Mata Atlântica.

O grupo populacional representado pelo verde-lima apresenta sequências da localidade do rio

Madeira, Rondônia, Altamira (PA), Careiro Castanho, Rebio Gurupi (MA) e Novo Aripuanã,

estando assim associadas ao sul/sudoeste da amazônia até o nordeste da amazônia, na divisa entre

o Pará e Maranhão. A terceira população de C. paca, de cor roxa, apresenta as demais localidades

da região amazônica, ao norte e noroeste, como por exemplo região das guianas proveniente do

Genbank, similares geneticamente às sequências geradas neste estudo das localidades de Coari,

Benjamin Constant, Manaus, Roraima entre outras. Essas duas últimas populações, como já

falado anteriormente, estão associadas à linhagem evolutiva da Amazônia.
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Juntamente com a análise de clusterização, também é gerado um mapa de calor associado a

uma árvore filogenética mostrando detalhadamente a similaridade par a par entre cada sequência

(nesse caso concatenada em haplótipos) presente no banco de dados utilizado como arquivo de

entrada (input). Neste tipo de imagem, as sequências que têm uma célula com cor mais clara na

interseção indicam que eles compartilham uma maior similaridade genética entre si. Isso pode

sugerir que esses clusters pertencem à mesma população ou têm uma origem genética comum.

Células com cores mais escuras indicam uma menor similaridade genética entre os clusters

correspondentes. Isso sugere que esses clusters são geneticamente distintos e podem representar

populações separadas ou grupos divergentes dentro da amostra.
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Figura 9. Mapa de calor (Heatmap) obtido através do fastBAPS do banco de dados de C. paca com Dasyprocta leporina

como outgroup.

Na figura 9 temos então o mapa de calor (heatmap) cuja leitura e interpretação foi elucidada

acima. Percebe-se que a localidade do Espírito Santo difere de todas as demais em nosso banco

de dados. As sequências obtidas do Genbank referente à localidade das Guianas foram muito

similares geneticamente às sequências de Careiro Castanho, Presidente Figueiredo, Coari,
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Manaus, Rondônia, Japurá, Rondônia e Venezuela. As comparações entre essas sequências foi

significativa e similar para cerca de 80% das combinações geradas e topologias geradas. As

demais sequências com quadro branco foram comparações par a par entre as mesmas.

3.4. Genealogia dos haplótipos

Ao todo foram 30 haplótipos observados na rede de haplótipos obtida pelo POPART, na qual foi

observado três agrupamentos de haplótipos entre as populações definidas com base na análise

Bayesiana de estruturação das populações.

Figura 10. Rede reticulada de haplótipos obtida pelo programa POPART. Nela é possível observar os haplótipos por

populações, bem como a quantidade de sequências que compartilham aquele haplótipo.
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Ao associar os haplótipos a sua coordenada geográfica, obtivemos também o seguinte mapa na

figura abaixo:

Figura 11. Haplótipos obtidos pelo programa POPART, agora associados à sua coordenada. O tamanho dos círculos

representa a quantidade de sequências.

Coloridos da mesma maneira que na análise Bayesiana de estruturação das populações,

conseguimos perceber três cores de haplótipos presentes no mapa separados por vários passos

mutacionais. No extremo norte, na localização da Guiana, percebemos um número grande no

compartilhamento de haplótipos da mesma população. Do mesmo modo percebemos nas

localidades associadas às margens do rio Amazonas o mesmo padrão de compartilhamentos de

haplótipos. Adicionalmente, observamos uma substituição quase completa do haplótipo roxo pelo

verde-lima, com a exceção da porção da cabeceira do rio Madeira, onde se nota a coexistência de

ambos os haplótipos, cada um predominando em uma das margens fluviais. No que tange à

localidade do Espírito Santo, o algoritmo dos softwares empregados realizou a concatenação de
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todas as cinco sequências da região em uma única sequência, resultando na formação de uma

único haplótipo laranja.

3.5. Estimativas de distância genética

Para todas as sequências de COI de Cuniculus paca, que compuseram o escopo deste trabalho,

foram estimadas as distâncias genéticas (Modelo Kimura-2P) par a par que variaram de 0,49% a

4,52% (Tabela 4). Também foram estimadas distâncias genéticas dentro da área das populações

(intrapopulacional), sendo a menor delas entre os indivíduos do sul da Amazônia com 0,48% e a

maior entre os indivíduos do norte da Amazônia com 0,74%. Também são mostrados valores de

desvio-padrão (em negrito). As estimativas incluíram as sequências do gênero Dasyprocta como

grupo externo, as quais foram D. leporina, D. fuliginosa e D. punctata.

Tabela 4. Matriz de distância genética gerada no programa MEGA11 com base na estrutura de populações gerada

pelo fastBAPS

4. DISCUSSÃO

Mediante ao uso do marcador molecular da Citocromo Oxidase subunidade I para as amostras de

C. paca no espaço geográfico amostrado podemos observar certo grau de variação

intraespecífica, tanto na estruturação de suas populações, quanto na distância genética e linhagens

evolutivas.

4.1 Linhagens evolutivas independentes

De acordo com os resultados obtidos pelos métodos de delimitação, duas linhagens evolutivas

independentes e bem suportadas foram encontradas dentro do território brasileiro, sendo uma

delas distribuída na Amazônia e outra na Mata Atlântica. A distância genética entre as duas é

maior que 4,5%, 2 vezes maior que o limite protocolado de 2% para várias espécies pelo

Populações Norte da amazônia Sul da Amazônia Mata Atlântica Outgroup Intra Po.

Norte da Amazônia NA 0,49% 0,85% 2,11% 0,74%

Sul da Amazônia 1,92% NA 0,81% 2,07% 0,48%

Mata Atlântica 4,52% 4,19 NA 2,09% 0,5%

Outgroup 21,98% 21,71% 21,32% NA 5,24%
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Barcoding (Hebert et al., 2003).

O fato de termos encontrado duas linhagens evolutivas independentes para o território

brasileiro significa que temos dois grandes grupos populacionais, os quais apresentam grande

distância genética, e provavelmente passaram por pressões evolutivas distintas em suas

trajetórias.

Existem duas subespécies de Cuniculus paca com localidades-tipo conhecidas para o Brasil.

São elas: Cuniculus paca mexianae e Cuniculus paca paca. Unindo esse conhecimento com os

achados no presente estudo, evidencia-se dois padrões de distribuição das linhagens associados às

localidades-tipo. Referindo-se a Cuniculus paca mexianae, com localidade tipo descrita para ilha

Mexiana, no Pará, é possível a existência de uma linhagem independente para essa região, isso

devido ao isolamento por água salgada numa ilha distante do continente. Sendo assim, existiriam

então duas linhagens amazônicas, uma restrita à ilha Mexiana, no arquipélago do Marajó, e outra

linhagem continental, encontrada no presente estudo. A localidade-tipo da outra subespécie,

Cuniculus paca paca, está no estado de Pernambuco. Considerando que o estado possui, ainda

que em poucas porções, fragmento de Mata Atlântica nativa, o que pode associar a distribuição

desta subespécie neste bioma à linhagem evolutiva encontrada no Espírito Santo. Ambas

pertenceriam a um grupo maior que se estende pela Mata Atlântica, do nordeste até o sudeste

brasileiro, restrita a esse bioma. Para corroborar essas hipóteses, não só seria necessária uma

amostragem que se estenda mais pela Mata Atlântica e inclua Pernambuco, mas também

amostragens na Ilha Mexiana.

Todavia existe uma lacuna (gap) amostral em diversas regiões do Brasil, como Nordeste,

Centro-oeste e Sul, incluindo também o sudeste, que apesar de apresentar algumas amostras

cedidas dessa região (Espírito Santo), ainda é um número baixo, sendo a maioria das amostras

coletadas em uma reserva florestal (Reserva Biológica de Sooretama). Mas mesmo com um baixo

número amostral, a localidade da Mata Atlântica representa um grupo distinto, o que se reflete

em todas as análises realizadas evidenciando que esta população se trata de uma linhagem

evolutiva independente.

Vários estudos têm evidenciado espécies/linhagens de mamíferos estruturados em grupos da

Amazônia - Mata Atlântica. O estudo de Machado et al., (2021) reporta três rotas que conectam

esses dois biomas e são usadas por uma variedade de animais para dispersão, no entanto animais

com ampla distribuição, como no caso das pacas, encontram-se isolados populacionalmente. Tal

fato se deve ao surgimento do Cerrado e da Caatinga, cujas estimativas de surgimento são de, no
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mínimo, 7 e 20 milhões de anos, respectivamente (Ratter et al.,1997; Simon et al., 2009;

Werneck, 2011). Menezes et al., (2021) encontrou 4 morfotipos alopátricos dentro do complexo

de Coendou prehensilis, com uma distribuição muito similar a de C. paca. Um morfotipo

associado à Caatinga, outro ao Cerrado, o terceiro associado à Amazônia e o último associado à

região de Baturité, no Ceará. Caracteres morfológicos e moleculares foram concatenados e o

resultado foi de quatro linhagens evolutivas, as quais foram consideradas espécies

taxonomicamente válidas para o gênero Coendou. Outro estudo, de Malcher et al., (2017),

também encontrou distribuição disjunta para outro pequeno mamífero, também da ordem

rodentia, da espécie Oecomys catherinae e obtiveram monofilia recíproca bem suportada entre

dois grupos populacionais, um presente na Amazônia e outro na Mata Atlântica. Adicionalmente,

o gênero Bradypus também foi investigado por Barros & Morgante., 2003 com complementação

molecular de Moraes-barros et al., (2011). Esses estudos sugerem que algumas espécies do

gênero Bradypus também seguem o mesmo padrão de disjunção entre Amazônia e Mata

Atlântica, sendo a espécie B. torquatus a primeira a surgir em decorrência desta divisão há

aproximadamente 12 milhões de anos. Também é sabido que algumas espécies de primatas

apresentam esse mesmo padrão, entre os gêneros Brachyteles e Lagothrix. O primeiro, restrito ao

bioma da Mata Atlântica, teria se separado do segundo, restrito à Amazônia, há aproximadamente

10 milhões de anos (Goodman et al., 1998)

Desse modo, percebemos que provavelmente os processos que levaram à formação das

linhagens citadas foram semelhantes a outros mamíferos. Pela similaridade entre os casos,

achamos que os achados para a espécie Cuniculus paca são bem suportados e racionalmente

possíveis.

4.2. Estruturação genética na Amazônia

Em nossas análises encontramos ao todo três populações (grupos biológicos) presentes no Brasil

para o táxon Cuniculus paca, sendo duas delas presentes na Amazônia. O grupo que se estende

desde o Oeste até o Norte da Amazônia (representado pela cor roxa na estruturação genética)

apresentou ampla distribuição geográfica dentro das três populações encontradas e apresentou

uma distância genética em média de 1,92% ao compararmos com a população que se estende do

Sul até o Leste da Amazônia. A média da distância genética deste grupo com a população da

Mata Atlântica foi de 4,52%. A distribuição deste grupo ultrapassa os grandes rios da bacia

amazônica, como rio Amazonas, Negro e Solimões, o que já esperávamos devido a espécie ter
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uma proximidade rotineira com os cursos d’água e uma excelente habilidade natatória (Aquino et

al., 2009). O segundo grupo, que se estende do Sul ao Leste da Amazônia, apresentou uma

distribuição distinta, provavelmente também em decorrência da amostragem, que vai da região do

do lado direito do Rio Madeira subindo até a divisa do Pará com Maranhão, na REBIO Gurupi.

Com exceção das regiões das cabeceiras da drenagem do alto rio Madeira, onde alguns haplótipos

co-ocorrem, parece que este rio é o único que funciona como um limitante na distribuição das

duas populações do bioma Amazônia. O rio Madeira limita, também, duas áreas de endemismo

para distribuição de macacos do gênero Pithecia, Inambari (porção oeste) e Rondônia (porção

leste) (Marsh, 2014), e parece limitar em sua maior extensão as duas populações de pacas do

bioma Amazônia. Este padrão populacional do oeste-leste da Amazônia é muito semelhante ao

observado por Bittencourt et al. (2019) para a espécie de jacaré Paleosuchus trigonatus, lagartos

do gênero Enyalius (Rodrigues et al., 2014) e anfíbios do gênero Dendrophryniscus e

Amazophrynella (Fouquet et al., 2012; Rojas et al., 2018). Assim, o efeito como barreira

populacional pode ser forte para alguns rios, como o Madeira, mas não para outros; como no caso

da paca, onde o rio Madeira parece ser o único a ter um efeito na estrutura populacional deste

mamífero. Mesmo sendo bons nadadores, os indivíduos de C. paca podem ter sua dispersão

aquática limitada pelas descargas do rio Madeira que é a terceira maior depois do Amazonas e

Orinoco (Godinho & Silva, 2018). Entretanto, isso não explica porque o rio Amazonas não

funciona como uma barreira efetiva para as populações das pacas. Isso nos leva a crer que outros

fatores históricos ou ecológicos possam estar por trás da estruturação observada.

Apesar do grupo verde-lima não ter sido sugerido como uma linhagem diferente pelos diversos

métodos de delimitação, claramente é um grupo que merece mais atenção em trabalhos futuros,

uma vez que a média da distância genética com os outros grupos foi de 1,9%. Esta distância é

muito próxima à sugerida para espécies diferentes (2%), e também, apresentou monofilia

recíproca na distribuição dos haplótipos e nas análises filogenéticas, além de uma distribuição

geográfica específica. Estes dois grupos do bioma Amazônia apresentaram monofilia recíproca

nas duas análises de reconstrução filogenética (Neighbor-Joining e Máxima Verossimilhança),

bem como todas as populações encontradas pela análise do fastBAPS.

O terceiro grupo populacional foi o composto somente por indivíduos do Espírito Santo (Mata

Atlântica), o qual foi confirmado por todas as análises realizadas como sendo uma linhagem

independente dos grupos populacionais do bioma Amazônia.
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4.3. Conservação de Cuniculus paca

Conforme dito anteriormente, a espécie é um importante recurso econômico e alimentício para a

comunidades no interior do Amazonas e de outros estados, tanto indígenas como não-indígenas

(Patton et al., 2015, Bizri et al., 2018; Aquino et al., 2009). Além disso, as pacas são excelentes

dispersores de frutos dentro de áreas florestas e não florestadas, ajudando na manutenção

ecológica do ambiente e na sucessão de espécies nativas da floresta, contribuindo para a

conservação de outras espécies associadas (Bonvicino, 2008; Patton et al., 2015). Conservar a

espécie alvo deste estudo é conservar outras espécies também.

É surpreendente que uma espécie que ocorra em praticamente todo o território brasileiro não

possua uma amostragem nas várias coleções zoológicas. É preciso aumentar os esforços de

amostragem e deposição nas principais coleções Zoológicas e museus, no intuito de amenizar as

lacunas de amostragem conforme a figura abaixo, para que possamos conhecer melhor este

roedor tão importante para os ecossistemas onde ocorre:
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Figura 12. Mapa das áreas que precisam ser mais amostradas para Cuniculus paca em vermelho. Pontos brancos

correspondem às sequências geradas neste estudo; pretos, sequências provenientes do genbank; azuis,

localidades-tipo aproximadas de Cuniculus paca mexianae (Ilha Mexiana, PA) e Cuniculus paca paca (Pernambuco).

5. CONCLUSÃO

Portanto, as populações de C. paca para o território brasileiro foram três ao total, com distâncias

genéticas que variam de 1,49% a 4,19%. Essas variações podem estar atreladas a fatores

antropogênicos e/ou geográficos (populações amazônicas), mas também fatores biogeoclimáticos

(populações amazônicas x população mata atlântica). Todas as populações apresentaram

monofilia recíproca nos métodos de reconstrução filogenética, incluindo Neighbor Joining e

Máxima Verossimilhança.

As população que se estendem do Oeste ao Norte da Amazônia conseguem perpassar rios de

grande extensão e volume d’água, como Rio Negro, Solimões e Amazonas, porém a partir do
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lado esquerdo Rio Madeira (com exceção de suas cabeceiras) ja encontramos outro grupo

populacional. Este grupo se estende do Sul da Amazônia até a divisa do Pará com Maranhão, na

REBIO Gurupi.

No contexto das linhagens evolutivas foram encontradas duas, uma Amazônica (englobando

as duas populações encontradas pelo fastBAPS) e uma presente na Mata Atlântica (englobando as

amostras da Reserva Biológica de Sooretama). A causa provável do acúmulo de passos

mutacionais está no isolamento biogeoclimático das linhagens evolutivas.

A comunidade científica precisa aumentar o esforço na amostragem em diversas regiões do

Brasil, por exemplo, Centro-oeste, Nordeste, Sul e Sudeste, apesar desta última ainda apresentar

algumas poucas amostras depositadas em coleções. Infelizmente, apesar da espécie alvo deste

estudo ser amplamente conhecida e até apreciada por algumas comunidades tradicionais, temos

certo nível de negligência na amostragem com poucos exemplares disponíveis em

coleções/museus.

É interessante que um animal tão comum como a paca possa apresentar uma diversidade ainda

não conhecida. É necessário uma maior atenção dos pesquisadores e sociedade quanto às ameaças

e aos riscos de eventual extinção de linhagens evolutivas devido a falta de conhecimento sobre

sua distribuição, ecologia, e biologia, para podermos assim conservá-las.
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