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RESUMO

Brucepattersonius Hershkovitz compreende roedores cricetideos de habitos
terrestres e semi-fossoriais que ocupam predominantemente regides de florestas e
campos subtropicais e areas de maior altitude em zonas tropicais da América do Sul.
A descricao do género € muito recente (1998) e muitos aspectos de sua distribuicdo
geografica, relacdes filogenéticas e processos evolutivos sdo pouco conhecidos. O
presente estudo buscou avaliar a diversidade molecular e as relacbes de
Brucepattersonius e inferir processos histéricos ligados a diversificagdo do género a
partir de uma hipotese filogenética com dados de cinco loci. Quatro linhagens
evolutivas foram identificadas: trés foram associadas a espécies descritas
(Brucepattersonius griserufescens, Brucepattersonius soricinus, Brucepattersonius
iheringi) e uma nao apresenta forma nominal estabelecida (Brucepattersonius sp.).
Além disso, os dados sugerem que Brucepattersonius igniventris € provavelmente
um sinbnimo-junior de B. soricinus. Foi possivel reconhecer dois clados
supraespecificos, um com distribuicAio no sudeste (B. griserufescens +
Brucepattersonius sp.) e outro (B. soricinus + B. iheringi) encontrado na regido sul e
sudeste da Mata Atlantica. A diversificagdo do género ocorreu principalmente
durante o Plioceno-Pleistoceno e sua histéria evolutiva parece estar relacionada a
complexidade topogréafica, as alteracbes na cobertura vegetal moduladas pelas
mudancas climéticas pleistocénicas e aos movimentos neotectbnicos. Os dados
genéticos revelaram padrdes filogeograficos idiossincraticos para as espécies.
Brucepattersonius griserufescens figura como uma espécie relictual sujeita a
gargalos populacionais e efeitos fundadores em ambientes alto-montanos do Parque
Nacional do Caparad. Brucepattersonius sp. e B. soricinus tém fraca estruturacéo
demografica associada a topografia complexa da areas montanhosas do sudeste. Ja
B. iheringi apresenta sinais de expanséo populacional recentes em latitudes mais ao
sul da distribuichio do bioma. Futuras investigacdes relacionadas a
Brucepattersonius devem focar na descricdo de novas espécies e na melhor

diagnose morfolégica das unidades evolutivas moleculares.

Palavras-chave: Akodontini, ciclos climaticos, filogeografia, Mata Atlantica,

montanhas tropicais.



ABSTRACT

Brucepattersonius Hershkovitz comprises terrestrial and semi-fossorial cricetid
rodents, which occupy forests and montane grasslands in the Atlantic Forest of
South America. The genus was recently described (1998) and many aspects of its
geographic distribution, phylogenetic relationships, and evolutionary processes are
still poorly known. In this study, we aimed to evaluate genetic diversity and the
relationships of Brucepattersonius and infer historical processes related to the genus
diversification based on phylogenetic hypothesis from a five loci matrix. Four distinct
lineages were recovered: three were associated to species already named
(Brucepattersonius griserufescens, Brucepattersonius soricinus, Brucepattersonius
iheringi) and one was not attributed to any nominal form and it may represent a new
species (Brucepattersonius sp.). Also, Brucepattersonius igniventris is apparently a
junior synonym of B. soricinus. Two supraspecific clades were recognized: (B.
griserufescens + Brucepattersonius sp.) distributed along southeastern, and (B.
soricinus + B. iheringi), occurring both in southern and southeastern portions of
Atlantic Forest Biome. The diversification of this genus occurred mainly during
Pliocene-Pleistocene and its evolutionary history appears to be connected to
topographic complexity, forest cover distribution during Pleistocene climatic cycles,
and neotectonic activity. Additionally, genetic data revealed idiosyncratic
phylogeographic patterns for the species. Brucepattersonius griserufecens is relictual
on the mountaintop of Caparad National Park, comprising a small population subject
to bottlenecks and founder effects. Brucepattersonius soricinus and
Brucepattersonius sp. showed a weak genetic structure associated to the
topographic complexity of mountain areas in southeastern Brazil. Brucepattersonius
iheringi showed signs of recent population expansions in southern latitudes of the
Atlantic Forest. Further investigations on Brucepattersonius should focus on the
description of the new molecular lineages and a better morphological diagnosis for

the other species.

Keywords: Akodontini, Atlantic Forest, climatic cycles, phylogeography,

tropical mountains.



1. INTRODUCAO

Brucepattersonius Hershkovitz 1998 € um roedor sigmodontineo endémico da
Mata Atlantica (Bonvicino et al., 2008). Encontra-se distribuido na regido sul do
bioma desde o nivel do mar até regides montanhosas e, na por¢do sudeste ocorre
de forma disjunta em areas de maior altitude (Vilela et al., 2015). Sua descri¢do é
muito recente (Hershkovitz, 1998) e foi realizada a partir de caracteres morfolégicos
externos e craniodentérios e inclui B. iheringi (anteriormente atribuida ao género
Oxymycterus) e 4 novas espécies: B. soricinus, B. igniventris, B. griserufescens e
Brucepattersonius albinasus (Hershkovitz, 1998). Brucepattersonius griserufescens é
encontrada no Parque Nacional do Caparad (divisa entre Minas Gerais e Espirito
Santo); Brucepattersonius iheringi tem uma distribuicdo mais ampla, que abrange
desde o norte do Parana até o Rio Grande do Sul; Brucepattersonius igniventris
ocupa o sudeste de Sao Paulo; e Brucepattersonius soricinus do leste de Sao Paulo
ao Parana (Hershkovitz, 1998; Vilela et al., 2015).

Espécimes de Misiones, Argentina, atribuidos a Oxymycterus iheringi por
Massoia (1963) e Massoia e Fornes (1969), foram tratados por Hershkovitz (1998)
como uma possivel nova espécie de Brucepattersonius. A partir da andlise da
morfologia externa, craniana, dentaria, cromossémica e dados morfométricos, Mares
e Braun (2000) descreveram as espécies Brucepattersonius guarani,
Brucepattersonius misionensis e Brucepattersonius paradisus, com base em apenas
um espécime cada (designados como holétipos) que foram coletados em localidades

muito préximas na provincia de Misiones, nordeste da Argentina.

Brucepattersonius era considerado estreitamente relacionado ao género
Oxymycterus (ver Hershkovitz, 1998). No entanto, redefinicbes nos agrupamentos
de géneros de Sigmodontinae, baseados em andlises filogenéticas utilizando
marcadores moleculares, mostraram que ele estd mais proximo dos géneros
Blarinomys e Lenoxus, da tribo Akodontini (Barros et al., 2009; D’Elia, 2003; Leite et
al., 2014; Smith e Patton, 1999). Brucepattersonius € grupo-irmao de Blarinomys
com base em sequéncias do gene mitocondrial citocromo b e pela analise
concatenada com o gene nuclear IRBP (D’Elia, 2003; Leite et al., 2014; Parada et
al., 2013; Salazar-Bravo et al., 2013; Smith e Patton, 1999).



Dados moleculares também permitiram reconhecer B. albinasus como
sinbnimo-junior de B. griserufescens (Vilela et al., 2006), espécies anteriormente
consideradas simpatricas na localidade-tipo, o Parque Nacional do Caparad. As
duas caracteristicas morfolégicas externas diagndsticas da espécie, a regiao clara
ao redor do rinario e tufo de pelos na ponta da cauda (Hershkovitz, 1998), ndo foram
suficientes para distingui-las, dada a grande similaridade genética (Vilela et al.,
2006).

Brucepattersonius possui outras incertezas taxonémicas quanto a delimitagéo
de suas espécies. Por exemplo, diferencas morfologicas diagnosticas de B.
igniventris possivelmente representam mudancas ontogenéticas de B. soricinus
(Abreu-Junior et al., 2012), indicando que constituam uma Unica entidade evolutiva
(Vilela, 2005). Do mesmo modo, as caracteristicas utilizadas para propor uma nova
espécie de Brucepattersonius por Hershkovitz (1998) e diagnosticar outras trés para
a regido Misiones por Mares e Braun (2000) podem ser apenas variagdes
ontogenéticas de B. iheringi.

Ao explorar as relacBes filogenéticas dentro de Sigmodontinae, Smith e
Patton (1999) verificaram a ocorréncia de duas linhagens geneticamente distintas de
Brucepattersonius em amostras de localidades em Séo Paulo e Minas Gerais, com
suas ocorréncias simpatricas em um dos locais (Brejo da Lapa, Itamonte, MG).
Estas duas linhagens também sao referidas por Vilela (2005) e atribuidas,
respectivamente, a B. soricinus, espécie-tipo do género, e a outra espécie nao

associada a qualquer das formas nominais.

H& um desconhecimento dos limites da distribuicdo geografica das espécies
de Brucepattersonius, das relacbes filogenéticas entre elas e dos processos
histéricos responsaveis pela restricdo do fluxo génico nesse género. A distribuicéo
de Brucepattersonius em regides de clima frio e o seu padrdo altitudinal de
distribuicdo sdo um indicativo de que suas populacdes possam ter respondido as
mudancas na cobertura vegetal durante o Pleistoceno e que seja responsavel pela
diversificacdo de linhagens evolutivas recentes. Entretanto, varios eventos parecem
ter moldado a diversificagcdo na Mata Atlantica (Costa, 2003) e para espécies que
habitam florestas e campos montanos, a diferenciacdo entre as comunidades néo
parece estar ligada somente a episodios de disjuncdo de habitats austrais frios e

umidos (Gongalves et al., 2007).



Os objetivos do presente estudo foram: 1) inferir uma filogenia de
Brucepattersonius spp. a partir de uma matriz de dados moleculares de 5 loci; II)
estimar os tempos de divergéncia entre as espécies de Brucepattersonius e associar
0s eventos de especiacdo aos processos historicos; IlI) examinar padrbes de
diversidade genética ao longo da distribuicdo geografica das amostras de B.
soricinus e B. iheringi e inferir processos de diferenciacdo intraespecifica; V)
Comparar a historia de diversificagdo de Brucepattersonius com a de outros

organismos da Mata Atlantica, em busca de padrdes evolutivos para o bioma.



2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Obtencado do material genético

Amostras de tecidos de 112 exemplares (Tabela 1) de Brucepattersonius
foram obtidas das Cole¢cbes de Mamiferos da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), Universidade Regional de Blumenau (FURB), Laboratério de
Genética Animal da UFES (LGA), Museum of Vertebrate Zoology, University of
California, Berkeley (MVZ), Universidade Federal de Santa Maria (UFSM),
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Museu de Zoologia da
Universidade de Sdo Paulo (MZUSP) e diretamente dos pesquisadores Ana Claudia
Delciellos, Marcelo Passamani e Renata Pardini. Espécimes e sequéncias
disponiveis no GenBank utilizados como grupos externos estao listados na Tabela 2.

A extracdo do DNA foi realizada através da digestdo do tecido com proteinase
K seguida de extracdo salina (Bruford et al., 1992). Os produtos foram quantificados
no espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) e

utilizados em uma diluicdo maxima de 100 ng/uL.

A qualidade do DNA extraido foi verificada em gel de agarose 1%. Amostras
que apresentaram DNA degradado, tiveram os tecidos submetidos a nova extracao
com incubacédo a 65°C em resina Chelex 5% ou com o kit DNeasy Blood & Tissue
(QIAGEN Inc., Valencia, CA), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Amostras
retiradas de peles de museu, 0ssos ou tecidos de musculos secos em cranios foram
submetidos a um protocolo de extracdo descrito por Bi et al. (2013) com o kit

DNeasy Blood & Tissue em uma sala estéril.

Foram amplificados através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) cinco
loci: o gene mitocondrial citocromo b (CitB) (Smith e Patton, 1993) e fragmentos de
qguatro genes nucleares, o intron 7 do B-fibrinogénio (pfib) (Matocq et al., 2007), o
segundo intron da pré-pré-insulina 1 (Ins) (Cafion et al., 2014), o segundo intron da
alcool desidrogenase (Adh) (Amman et al., 2006) e o primeiro éxon da proteina de
ligacdo do interfotorreceptor retinoide (IRBP) (Stanhope et al., 1992), através de
primers e condi¢cdes especificas (Tabela 3). Sequéncias de Adh e IRBP foram
produzidas somente para individuos que apresentaram haplétipos distintos e

pertenciam a clados diferentes na arvore de CitB.



Cada PCR teve um volume de reagao de 13 pl, composto por 9,05 ul de
ddH,0, 1,25 ul de 10x-buffer, 0,5 pl de MgCl, (50 mM), 0,25 pl de dNTP (10 mM),
0,15 ul de cada primer (10 uM), 0,15 pl de Tag DNA polimerase (Invitrogen Life
Technologies, Waltham, MA) e 1 pl de DNA extraido.

Os produtos amplificados foram purificados com as enzimas Ex0SAP-IT
(Affymetrix, Santa Clara, CA). A detec¢cao das sequéncias foi feita no sequenciador
automatico ABI 3500 (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA) com cada primer
utilizado na amplificacdo, a fim de comparar as sequéncias complementares e

aumentar a confiabilidade da sequéncia final.

Os eletroferogramas foram analisados e as sequéncias editadas
manualmente e alinhadas utilizando o algoritmo de alinhamento do Geneious R7 v.
7.1.2 (Kearse et al., 2012). Para CitB e IRBP, as sequéncias foram traduzidas, a fim

de verificar se constituiam cépias ortélogas com quadros de leitura abertos.

Os picos duplos nos dois sentidos da sequéncias dos marcadores nucleares
foram codificados como sitios ambiguos de acordo com codigo da IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry). A separacao dos haplétipos nos
individuos heterozigotos foi realizada utilizando o algoritmo PHASE (Stephens e
Donnelly, 2003) executado na configuracéo padrdo no DnaSP v.5 (Librado e Rozas,
2009). Os haplétipos dos heterozigotos indel foram separados na plataforma online
Champuru v.1.0 (Flot, 2007).

2.2. Andlises filogenéticas e estimativas de tempos de divergéncia

interespecificas

As relacbGes filogenéticas entre os haplétipos de cada marcador foram
estimadas através da Inferéncia Bayesiana (IB) no programa MrBayes v.3.2.3.
(Ronquist e Huelsenbeck, 2003) e pela Maxima Verossimilhanca (MV) no programa
RaxML (Stamatakis, 2014). O modelo mais apropriado de substituicdo nucleotidica
foi inferido no Partition Finder (Lanfear et al., 2012) usando o critério de informagéo
de Akaike (AIC) e com os grupos externos na matriz de dados. Os melhores
modelos de substituicdo nucleotidica classificados pelo AIC na analise concatenada
foram para CitB, GTR+I+G; Ins, HKY+G; e [3fib, Adh e IRBP, GTR+G.



A arvore de espécies foi estimada através de um modelo coalescente multi-
espécies no *BEAST (Heled e Drummond, 2010) com os 5 loci génicos e modelos
nao-ligados. As possiveis espécies foram atribuidas com base nos haploclados
resultantes da analise de individual da matriz de CitB. As arvores foram amostradas

a cada 10.000 geragOes em 100.000.000 percorridas.

Os valores de bootstrap para suporte dos clados na anélise de MV foram
calculados usando 1.000 pseudoreplicacfes. As arvores de haplotipos da IB foram
amostradas a cada 1.000 geracbes em 10.000.000 percorridas. A distribuicdo
estacionaria das cadeias de Markov foi verificada através do TRACER v.1.6
(Rambaut e Drummond, 2013) e as arvores consenso foram obtidas apds um burn-in
de 10%, gerando as probabilidades posteriores bayesianas (PPB) para cada nd. As
arvores foram enraizadas com sequéncias de cada marcador dos géneros Akodon,
Bibimys e Blarinomys. As filogenias foram inferidas tanto para cada marcador
individualmente quanto para matrizes concatenadas, com modelos inferidos para
cada particdo dos dados referente aos diferentes marcadores. Os suportes das MV
foram considerados altos acima de 75%, moderados para valores entre 50% e 75%
e baixos para valores menores de 50%. Para a IB, foram considerados de elevado
suporte os n6s com valores de probabilidade posterior iguais ou maiores que 0,95.

As distancias genéticas médias par-a-par dentre e entre os clados foram
calculadas a partir do modelo de distancia p néo-corrigida (p-dist) no MEGA v.6

(Tamura et al., 2013) e expressas em porcentagem.

O tempo de divergéncia entre os clados (tempo para o ancestral comum mais
recente, tacyr) foi estimado a partir da matriz concatenada dos cinco loci génicos
utilizando o relégio molecular relaxado com taxas log-normal ndo-correlacionadas no
BEAST v.2.0 (Bouckaert et al., 2014), permitindo que as taxas evolutivas variem
entre os ramos da arvore. Os dados faltantes na matriz com 4.055 pb compreendem
marcadores ndo sequenciados para 0S grupos externos a Brucepattersonius, cujos
dados disponiveis foram obtidos no GenBank (Tabela 2), além de gaps resultantes
do alinhamento dos introns. A utilizagdo de varios loci génicos que segregam
independentemente procurou minimizar a variagdo associada as estimativas de
tempo de divergéncia pela replicacdo independente do processo de coalescéncia
(Arbogast et al., 2002).



Foram definidos 3 pontos de calibracdo com os fosseis Scapteromys
hershkovitzi (2,2 Ma) (Quintana, 2002), Oxymycterus cf. rufus (1,0 Ma) e Akodon s.I.
(2,7 Ma) (Pardifias et al., 2002). Para estes pontos foi designada a distribuicdo log-
normal como prior, ja que ela atribui maior probabilidade a uma idade nodal mais
antiga que a idade do féssil (Ho e Phillips, 2009). Foram utilizados pontos de
calibracdo préximos a Brucepattersonius e apenas para nds da arvore com suporte e
cuja evidéncia féssil apresentasse robusta identificacdo taxondmica e dos membros
de seu clado (ver Leite et al., 2014). Todos os nos foram constringidos com base na
arvores de Sigmodontinae disponiveis na literatura mais recente (Leite et al., 2014,
Leite et al.,, 2015; Parada et al., 2015) e com as relacbes obtidas na arvore de
espécies de Brucepattersonius. As analises realizadas no MrBayes v.3.2.3 e BEAST

v.2.0 foram executadas na plataforma CIPRES (https://www.phylo.org/portal2).

2.3. Andlises demograficas e estimativas de tempo de divergéncia

intraespecificas

A fim de avaliar os padrdes histéricos de tamanho populacional de B. iheringi
e B. soricinus, foram construidos Bayesian skyline plots (BSP) a partir dos dados de
CitB, utilizando a taxa de mutacdo encontrada para estas espécies na arvore de
datacdo deste gene, através de um rel6gio molecular relaxado log-normal no BEAST
v.2.0. Esta taxa de mutacdo também foi estabelecida para estimar o tempo de

divergéncia entre os clados de B. soricinus.

A estruturacdo geogréfica da variagcdo genética dentro das espécies foi
analisada qualitativamente através de uma rede de haplétipos por agrupamento com
base na mediana a partir de matrizes de dados de CitB e ffib no Network v.4.6
(Bandelt et al., 1999).

A fim de identificar grupos populacionais homogéneos entre as localidades
amostradas de B. iheringi e B. soricinus, foi realizada uma andlise espacial da
variancia molecular no SAMOVA v.1.0 (Dupanloup et al., 2002). Foram estimados 0s
valores de Fcr, Fst e Fsc para diferentes agrupamentos (K = 2—7 em B. soricinus; K
= 2-9 em B. iheringi), a fim de se verificar a porcentagem de variagao entre grupos,
entre populacbes de cada grupo e dentro das populacdes, respectivamente. A

avaliacdo destes agrupamentos buscou um valor maximo de Fcr € 0 menor nimero



de grupos com populagbes Unicas. A significancia de uma Unica populacdo foi
testada através de uma andlise molecular de variancia (AMOVA) no ARLEQUIN
v.3.5 (Excoffier e Lischer, 2010). Caso o valor de Fsr fosse menor que 0,25,
considerou-se a populacdo panmitica com diferenciacdo moderada. O p-valor foi

estimado com 10.000 permutacdes.

O numero de haplétipos (h), sitios polimérficos, diversidades haplotipica (Hd)
e nucleotidica (1) foram estimados no DnaSP v.5. Desvios a neutralidade foram
verificados através dos testes D de Tajima (1989) e o Fs de Fu (1997). Simulacdes
coalescentes foram realizadas para testar cenarios de expansdo demogréficas e as
analises foram consideradas significativas para expansdo quando p < 0,05 em 1.000

pseudoréplicas.

Eventos de expansédo demografica recente nas populagdes de B. iheringi e B.
soricinus foram analisadas através das distribuicbes mismatch executadas no
DnaSP v.5 (Librado e Rozas, 2009). Distribuicbes multimodais sdo esperadas para
populacdes em equilibrio com tamanho estavel, enquanto distribuices unimodais
indicam  populacbes experimentaram expansdes demograficas recentes
(Harpending, 1994).

A fim de verificar a correlagdo entre as distancias genéticas (Fst pareados) e
geograficas, foi realizado o teste de Mantel na plataforma online Isolation by
Distance web service v.3.23 (Jensen et al., 2005). A matriz de distancia geografica
foi obtida a partir das coordenadas decimais das localidades no Geographic
Distance Matrix Generator (Ersts, 2014).



3. RESULTADOS

Foram obtidas sequéncias de CitB de 111 amostras, de Bfib de 104 amostras,
de Ins de 61 amostras de Brucepattersonius, o que compreende um total de 41
haplétipos de CitB, 53 de Bfib e 23 de Ins. Das 62 amostras sequenciadas para Adh
foram encontrados 25 hapldtipos e das 44 amostras de IRBP foram obtidos 26
haplétipos. A matriz de dados de CitB somente de Brucepattersonius inclui
sequéncias de 801 pb com 67 sitios variaveis. O alinhamento da matriz de dados de
Bfib apresentou 673 pb, com 69 sitios polimorficos e apenas um sitio com gap. A
matriz de dados do alinhamento de Ins correspondeu a 635 pb com 42 sitios
variaveis e 45 sitios com gaps. Ja o alinhamento de IRBP apresentou 1.248 pb com
59 sitios polimérficos. E Adh teve um alinhamento de 667 pb com 38 sitios

polimorficos e 5 sitios com gaps.

Para 36 espécimes (Tabela 1), resultaram somente sequéncias parciais de
CitB (443 pb), dada a identificagdo de ambiguidades na codificagdo de bases
utilizando a combinacédo dos primers MVZ05 e MVZ16, que podem estar associadas

a pseudogenes.

3.1. Relacgbes filogenéticas e tempo de divergéncia entre espécies de

Brucepattersonius

De modo geral, as relacbes entre as espécies de Brucepattersonius
recuperada nas arvores dos diferentes genes, na arvore concatenada e na arvore de
espécies foram distintas. O monofiletismo de Brucepattersonius foi recuperado com
elevado suporte na arvore de espécies (PPB = 0,998) e sua topologia foi utilizada
para comparacao com as outras arvores (Fig. 1). As arvores dos genes Adh (PPB =
0,99; SB = 93) e IRBP (PPB = 0,96; SB = 79) também evidenciaram o monofiletismo
do género, utilizando os dois critérios de otimizacao (Fig. 2 e 3, respectivamente). O
monofiletismo de Brucepattersonius também foi recuperado na arvore concatenada
com todos os marcadores (Fig. 4), mas sem suporte (PPB = 0,86). Blarinomys ficou
interno a Brucepattersonius nas arvores de IB e MV da matriz de dados de CitB (Fig.
5) e Bfib (Fig. 6), onde aparece em uma politomia com algumas linhagens de

Brucepattersonius. Esse género foi recuperado parafilético em relacédo a Blarinomys
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com elevado suporte (PPB = 0,99; SB = 76) somente na andlise da matriz de Ins
(Fig. 7).

Dentre as arvores de genes, somente a da matriz de CitB evidenciou as
quatro linhagens evolutivas independentes correspondentes as espécies de
Brucepattersonius. A arvore de espécies (Fig. 1) recuperou as relacdes entre estas
quatro linhagens evolutivas distintas com robusto suporte. Trés linhagens foram
identificadas como B. iheringi, B. soricinus, B. griserufescens. Um dos clados nao
pode ser associado a nenhuma das formas nominais descritas e pode representar
uma nova espécie para o0 género, como ja mencionado na literatura (Vilela, 2005). A
identidade taxonémica foi conferida aos clados através da observacao de caracteres
morfologicos diagndsticos em alguns dos exemplares amostrados (descritos em
Abreu-Janior, 2013; Hershkovitz, 1998; Jung and Christoff, 2003; Vilela, 2005), bem
como, pela proximidade em relacdo as localidades-tipo (Fig. 8).

A topologia da arvore de espécies revelou dois clados supraespecificos e
irmé&os bem diferenciados (A e B, Fig. 1): (B. iheringi + B. soricinus) e (B.
griserufescens + Brucepattersonius sp.). As sequéncias de Bfib e Ins também estdo
estruturadas nestes dois clados, mas as arvores ndo resolveram a relacdo entre
eles. As 3 linhagens correspondentes a B. soricinus, Brucepattersonius sp. e B.
griserufescens aparecem na arvore de Adh, mas os haplétipos de B. iheringi ndo
estdo agrupados. A arvore de IRBP recuperou todas as linhagens e a relacéo entre
os clados A e B, apesar de ter apresentado baixo suporte estatistico tanto para o
clado de B. iheringi (PPB = 0,65; SB = 53), quanto para a linhagem B (PPB = 0,71,
SB = 53).

As distancias par-a-par entre o0s haplétipos das espécies de
Brucepattersonius dentro dos grupos A e B foram menores do que entre espécies de
linhagens distintas (Tabela 4). As divergéncias genéticas de CitB entre as espécies
de Brucepattersonius (Tabela 4) foram relativamente altas (p-dist = 6,10-8,86%)
guando comparadas as divergéncias em relacdo a Blarinomys (p-dist = 9,09-9,98%)
e 0s outros grupos externos (Akodon e Bibimys, p-dist = 11,5 — 13,9%).

Os individuos de B. griserufescens encontraram-se restritos a localidade-tipo,
o Parque Nacional do Caparaé (MG/ES, localidade 1, Fig. 8). Brucepattersonius sp.

apresentou amostras nos macicos da Serra do Mar (Serras dos Orgdos e da
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Bocaina, localidades 2 e 3, respectivamente, na Fig. 8) e Serra da Mantiqueira
(localidades 4 e 5 na Fig. 8). Brucepattersonius soricinus encontra-se distribuido
desde os planaltos do Parana (localidade 20, Fig. 8) até a porcédo nordeste da Serra
do Mar, na regido sul do Rio de Janeiro (localidade 3, Fig. 8). A ocorréncia
simpatrica de Brucepattersonius sp. e B. soricinus foi registrada na localidade de
Paraty (RJ, localidade 3, Fig. 8). As trés espécies com distribuicdo predominante a
sudeste do Brasil ocorreram em areas de altitude elevada (maiores que 1.000 m). Ja
B. iheringi forma um clado com haplétipos distribuidos em regides de 100 a 1.000 m
de altitude nos estados de Santa Catarina, sul do Parana e norte do Rio Grande do
Sul.

O tacvr entre Brucepattersonius e Blarinomys foi estimado em 3,21 Ma (2,27—
4,39 Ma), correspondendo ao Plioceno Superior (Fig. 9). A divergéncia das
linhagens de Brucepattersonius aconteceram predominantemente durante o
Pleistoceno Médio. A cladogénese inicial de Brucepattersonius, que resultou em
duas linhagens A e B, foi estimada para 2,46 Ma (1,68-3,36 Ma), ou seja na
transicdo Plioceno-Pleistoceno. A diferenciacdo entre Brucepattersonius sp. e B.
griserufescens aconteceu ha 1,65 Ma (0,99-2,38 Ma), enquanto B. iheringi e B.

soricinus divergiram mais recentemente ha 1,25 Ma (0,78-1,79 Ma).

3.2. Diversidade genética e diferenciacdo populacional intraespecifica

Foram encontrados apenas dois haplétipos de CitB entre as 11 amostras de
B. griserufescens, o que se refletiu na baixa divergéncia genética da espécie (0,52 +
0,3 %). Além disso, todos os individuos analisados compartilharam o mesmo

haplétipo tanto de pfib quanto de Ins.

Brucepattersonius sp. apresentou uma divergéncia genética um pouco maior
(1 £ 0,3%), todavia o baixo niumero amostral ndo permitiu fazer inferéncias sobre a

estruturacéo populacional da espécie.

A diversidade haplotipica do CitB foi alta tanto para B. iheringi (Hd = 0,90)
quanto B. soricinus (Hd = 0,874). Brucepattersonius iheringi apresentou diversidade
nucleotidica um pouco mais baixa (11 = 0,00735) que B. soricinus (11 = 0,01092) e a
divergéncia genética intraespecifica foi baixa tanto para B. iheringi (1,05 + 0,25%)

quanto B. soricinus (1,27 = 0,34%). Dos 25 haplotipos de B. iheringi, 11 foram
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compartilhados por mais de um individuo e os haplétipos mais frequentes foram o
H5 e H11l (Tabela 1). J4 para B. soricinus, dos 9 haplétipos de CitB, 6 foram

compartilhados por mais de um individuo.

As diversidades haplotipica (Hd = 0,677) e nucleotidica (11 = 0,00658) de Bfib
de B. iheringi foram relativamente mais baixas que de B. soricinus (Hd = 0,942; 11 =
0,01156).

A arvore de CitB (Fig. 5) mostrou um subclado em B. iheringi formado pelas
amostras das localidades de Blumenau (loc. 14) e Doutor Pedrinho (loc. 21) na
regido nordeste de Santa Catarina. A diferenciacdo destas amostras poderia estar
relacionada a uma estruturacdo das populacdes de B. iheringi entre as vertentes
Atlantica (leste de Santa Catarina) e do interior (centro e oeste de Santa Catarina).
Essas duas regifes possuem o relevo bastante diferenciado: a regido leste de Santa
Catarina é caracterizada por baixadas litoraneas e formacdes de encostas da Serra
do Mar e Serra Geral, enquanto na regido oeste predomina uma paisagem
suavizada pelo planalto. Entretanto, estas populacdes ndo foram identificadas nos
dados de CitB e o compartilhamento de haplétipos de CitB e Bfib entre as duas
vertentes (Fig. 10), associado a baixa divergéncia genética intraespecifica (1,05 +
0,25%) sao indicativos da baixa estruturacdo geografica. Apesar disso, a populacao

nao pode ser considerada Unica e panmitica (Fst = 0,3061).

Para B. soricinus, as arvores da IB e MV de CitB revelaram dois clados
intraespecificos (Fig. 5), que correspondem a dois dos grupos de populacdes
encontrados no SAMOVA (K = 4, Tabela 5). A populacdo norte compreende
amostras de Paraty e Salesopolis (localidades 3 e 6, respectivamente, Fig. 8) e a
populacao sul-1 é formada por amostras de Morro Grande e Tapirai (localidades 3 e
8, respectivamente, Fig. 8). As amostras de Ribeirdo Grande e Capao Bonito ndo
apareceram como um clado nas arvores de IB e MV, mas revelaram-se um grupo
populacional distinto no SAMOVA (populacéo sul-2). As amostras de Sdo Mateus do
Sul compreendem a ultima populacdo (sul-3), que foi recuperada monofilética na
arvore de datacdo de B. soricinus (Fig. 11). Apesar de estarem préximas
geograficamente, as populagbes norte e sul-1 sdo bastante divergentes e os
haplétipos mais proximos estdo separadas por seis passos mutacionais. A regido de
separacédo entre os dois clados principais, norte e sul-1, é coincidente com o vale do

rio Tieté. J& a regido de diferenciacdo em grupos populacionais do sul de Sao Paulo,
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sul-1 e 2, coincide com o lineamento do Guapiara na bacia do rio Ribeira do Iguape.
Estas populacdes de B. soricinus séo distinguiveis na rede de haplétipos (Fig. 12),

mas a relacdo entre elas néo ficou evidenciada na arvore de 1B de CitB (Fig. 5).

Os valores tanto dos testes D de Tajima quanto de Fs de Fu para B. iheringi
(D=-1,392; p>0,1; Fs =-1,64152; p > 0,1) e B. soricinus (D = 0,27736; p > 0,1; Fs
= 0,238; p > 0,1) ndo foram significativos. No entanto, a distribuicdo mismatch de B.
iheringi foi unimodal (Fig. 13A) e a BSP mostrou uma expansao populacional
constante nos ultimos 60 mil anos (Fig. 14A). J& B. soricinus apresentou distribuicao
mismatch bimodal (Fig. 13B) e uma leve expansao a partir dos 70 mil anos (Fig.
14B).

O teste de Mantel mostrou uma correlacdo entre as distancias genética e
geografica (r = 0,1641; p = 0,014) em B. iheringi indicando isolamento por distancia,

mas ndo em B. soricinus (r = 0,3132; p = 0,0790).
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4.  DISCUSSAO
4.1. Identidade taxondmica das espécies de Brucepattersonius

A arvore de espécies de Brucepattersonius evidenciou as relacdes entre as
quatro linhagens que correspondem a quatro espécies, trés delas identificadas como
B. iheringi, B. soricinus e B. griserufescens, e uma linhagem que nao corresponde a
nenhuma das formas nominais reconhecidas (sensu Hershkovitz, 1998), e cuja
morfologia foi descrita por Vilela (2005) e Abreu-Junior (2013). Estes clados de
Brucepattersonius j& haviam sido recuperados em uma andlise anterior (Vilela,
2005), mas com uma amostragem bem menor, tanto de genes quanto de individuos
e localidades. Vilela (2005) prop6s que os exemplares de Aratiba (RS) e Urugua-i-
Iguazu (Misiones, Argentina) formam uma linhagem morfolégica distinta dos
exemplares de Santo Amaro da Imperatriz (SC) e Torres (RS). Entretanto, no
presente estudo, os haplétipos analisados de Santo Amaro da Imperatriz (SC) e Ita
(SC), que esta a cerca de 20 km de Aratiba (RS), agruparam-se em um unico clado
de baixa divergéncia genética identificado como B. iheringi.

Vilela (2005) também considerou a ocorréncia de dois grupos
morfologicamente distintos na regido de Misiones (Argentina). Um é composto por
espécimes das localidades de Dos de Mayo e Serra de La Vitoria, que apresentaram
morfometria craniana mais préxima dos exemplares de B. soricinus de S&o Paulo
(MVZ183250 e MVZ183036). O outro grupo é formado por individuos de Urugua-i-
Iguazu, com medidas mais similares aos espécimes de Aratiba (RS) (Vilela, 2005),
0s quais se tratam provavelmente de B. iheringi. Pereira et al. (2005) salientaram
caracteres intermediarios aos descritos por Mares e Braun (2000) nos
Brucepattersonius de Urugua-i-lguazi. Ademais, os dados genéticos apresentados
no presente estudo alocam um individuo de Derrubadas (RS), cidade fronteirica a
localidade-tipo de B. misionensis, no clado de B. iheringi. Dado que Mares e Braun
(2000) néo tiveram acesso a variacdo morfologica de B. iheringi, uma vez que nao
analisaram exemplares desta espécie (Jung e Christoff, 2003), é necessario
reavaliar os exemplares-tipo das espécies descritas pelos autores, a fim verificar se
de fato constituem espécies distintas daquelas ja descritas por Hershkovitz (1998),

como B. iheringi e B. soricinus.
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Nossos dados permitiram compreender um pouco melhor os limites de
distribuicdo dos taxons de Brucepattersonius. Foi confirmado o endemismo de B.
griserufescens ao Parque Nacional do Caparaé (MG/ES) e seus registros anteriores
para a Serra do ltatiaia (MG) por Bonvicino et al. (1998) podem ser atribuidos a
Brucepattersonius sp.. Novos registros para a localidade de Sao Mateus do Sul
(PR), expandem a distribuicdo de B. soricinus mais ao sul. E a ocorréncia de B.
iheringi em Candoéi (PR) salienta a necessidade de mais amostras do Parand, a fim
de estabelecer os limites da distribuicdo destas duas espécies. Além disso, a
simpatria de Brucepattersonius sp. e B. soricinus foi registrada pela primeira vez em
Paraty (RJ), mostrando que estas duas espécies de clados distintos ocorrem
simpatricamente nas regides montanhosas proximas ao vale do rio Paraiba do Sul,
como Passa Quatro (MG) (Smith e Patton, 1999; Vilela, 2005) e Bananal (SP)
(Abreu-Janior, 2013).

Foi recuperado somente um clado de baixa divergéncia no estado de Sé&o
Paulo, com espécimes de localidades muito préximas aquela do exemplar-tipo de B.
igniventris. Acreditamos que este nome seja sinbnimo-janior de B. soricinus e que as
diferencas morfolégicas entre espécimes de Sdo Paulo, como coloracdo da pelagem
(Abreu-Janior 2013, Vilela et al. 2015), estejam associadas a diferencas
ontogenéticas de B. soricinus (Abreu-Junior et al., 2012). Atestamos, portanto, a
existéncia de quatro espécies de Brucepattersonius no Brasil, distribuidas de norte
para sul: B. griserufescens (=B. albinasus), Brucepattersonius sp., B. soricinus (=B.
igniventris) e B. iheringi. Ao que tudo indica, os trés nomes descritos com base em
espécimes da Argentina (B. guarani, B. misionensis e B. paradisus) sao

provavelmente sinbnimos de B. iheringi e/ou B. soricinus.

4.2. Relacges filogenéticas entre as espécies de Brucepattersonius

O monofiletismo de Brucepattersonius foi recuperado na arvore de espécies,
mas nao nas arvores de alguns genes. Tal discordancia pode estar relacionada a
homoplasias nas sequéncias génicas devido a fatores como duplicacdo (resultando
em genes paralogos), retencéo de polimorfismo ancestral e transferéncia horizontal
(Page e Charleston, 1997). A heterogeneidade dos dados de diferentes loci génicos

pode levar a resultados deturpados quando simplesmente concatenados (Song et
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al., 2012). Portanto, novos métodos baseados em coalescéncia que estimam a
filogenia das espécies através de uma gama de arvores de genes, levam a
hipéteses mais consistentes e bem resolvidas das relagcdes entre unidades
evolutivas (Song et al., 2012). As arvores filogenéticas dos marcadores nucleares
Bfib e Ins ndo recuperaram os limites das espécies, o que geralmente esta ligado a
suas taxas de mutacdes mais lentas, retencdo de polimorfismo ancestral, assim
como tamanho populacional efetivo e tempos de coalescéncia maiores em relacéo a
marcadores mitocondriais (Avise, 2009; Song et al., 2012; Thomé et al., 2010).
Todavia, os marcadores IRBP e Adh recuperaram algumas linhagens relativas as
espécies com robusto suporte.

A arvore de espécies mostrou dois clados, A (B. soricinus + B. iheringi) e B (B.
griserufescens + Brucepattersonius sp.), 0S quais ja estavam presentes na hipétese
filogenética molecular de Vilela (2005), que através de uma analise de agrupamento
de vizinhos, recuperou Brucepattersonius sp. e B. griserufescens como grupo-irméo
de uma linhagem formada por espécimes de Brucepattersonius de Urubici (SC).
Esse grupo, por sua vez, € irmado de uma linhagem composta por B. iheringi

(haplotipo do exemplar de Aratiba, RS) e B. soricinus (haploétipos de Séao Paulo).

4.3. Biogeografia de Brucepattersonius

A relacdo evolutiva estreita entre os géneros de Sigmodontinae da Mata
Atlantica e dos Andes, assim como a recuperacao da area leste da América do Sul
como ancestral de Akodontini em estudos filogenéticos recentes, evidenciam a
conexdo entre estas duas porcdes do continente em multiplos eventos durante a
diversificacdo desta subfamilia (Leite et al., 2014; Parada et al., 2015).
Brucepattersonius e Blarinomys (ambos endémicos da Mata Atlantica) formam o
clado-irmao de Lenoxus, que € endémico de floresta nebular da encosta leste dos
Andes (Leite et al., 2014; Smith e Patton, 1999). A proximidade filogenética entre
taxons de areas altas da Mata Atlantica do sudeste brasileiro e dos Andes (e.g.
Percequillo et al., 2011) deve-se ao contato mantido entre as duas florestas até o
Plioceno-Pleistoceno, quando o espessamento da crosta andina boliviana levou a
formacdo de planicies savanicas e a uma barreira entre as duas faunas (Batalha-
Filho et al., 2012b; Costa, 2003; Valderrama et al., 2014). O periodo entre o final do
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Plioceno e inicio do Pleistoceno é estimado para a divergéncia entre os géneros
Brucepattersonius e Blarinomys (Leite et al., 2014), o que implica em uma
diversificacdo recente destes dois géneros. A falta de resolucdo de
Brucepattersonius para alguns genes pode estar ligada a uma divergéncia rapida

entre os dois géneros durante a colonizacdo da area leste da América do Sul.

A divergéncia basal de Brucepattersonius levou a duas linhagens ancestrais
gue apresentam espécies com ocorréncia no sudeste do Brasil, indicando esta
regido como possivel area ancestral para o género. Dada a complexidade intrinseca
da ecofisiologia dos organismos da Mata Atlantica, € pouco provavel que um unico
mecanismo de diversificacdo possa explicar os padrbes biogeograficos de suas

espécies (D’Horta et al., 2011).

Em areas de complexa topografia, como as montanhas andinas e as cadeias
na costa leste da América do Sul, existem condi¢cdes propicias para a selecédo
disruptiva, ligadas principalmente a um gradiente de habitats (Giarla, 2013; Lara et
al., 2005). A importancia da diversificacdo parapatrica em um gradiente altitudinal ja
foi evidenciada para espeécies do roedor arboricola Phyllomys na Mata Atlantica
(Loss e Leite, 2011). Contudo, a especiacéo de vertebrados de montanhas tropicais
envolve pouca divergéncia ecologica e a diferenciacdo de suas populacdes
geralmente ocorre em alopatria, incutindo em restricbes ecoldgicas para a dispersao
mais relacionadas ao conservadorismo de nicho do que a selecdo em um gradiente
altitudinal (Caro et al., 2013; ver Merckx et al., 2015 para conservadorismo de nicho
em especiacao parapatrica). Apesar de existir a sele¢cdo ao longo de uma variacéo
ambiental, ela ndo esta necessariamente ligada a especiacdo ecoldgica nos
neotrépicos (e.g., Caro et al., 2013; Giarla, 2013; Patton and Smith, 1992). Este
modelo ndo parece aplicavel as espécies Brucepattersonius, que ndo apresentam
distribuicdo parapatrica clara, ocorrendo em sintopia e simpatria em algumas
localidades (Abreu-Janior, 2013; Smith e Patton, 1999; Vilela, 2005), e ndo parecem
ter forte diferenciacédo de nicho, pois apresentam morfologia (Vilela, 2005) e habitos
muitos semelhantes, além de ndo exibirem diferencas genéticas associadas as
fitofisionomias vegetais que ocupam (evidenciada pela homogeneidade genética em

B. iheringi, que ocupa pelo menos trés formacdes da Mata Atlantica no sul do Brasil).

Brucepattersonius esta associado primariamente as florestas ombrofila densa,

ombrofila mista e estacional decidual ndo perturbadas e ndo fragmentadas (Jung e
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Christoff, 2003; Pardini et al., 2005; Vilela et al., 2015), mas também é encontrado
em um mosaico com campos de altitude (Bonvicino et al., 1997). O género mostra
um padrdo congruente com um histérico de diversificacdo ligado a flutuacdes
climaticas: sua distribuicdo € disjunta, ocupando os topos de montanhas tropicais e
regibes de clima subtropical da Mata Atlantica. Seu principal periodo de
diversificacdo, o Quartenario, foi dominado por glaciais, cujos efeitos variaram de

acordo com a latitude e topografia (Hewitt, 2004).

Sao propostos dois modelos de condi¢cdes de umidade durante as flutuacdes
climéticas pleistocénicas e sua influéncia na distribuicdo das florestas Umidas
montanas neotropicais (para uma revisdo, Bennett e Provan, 2008; Ramirez-
Barahona e Eguiarte, 2013). A primeira aponta para o estabelecimento de habitats
pluviais montanos em regifes mais baixas durante periodos glaciais, promovendo a
conectividade entre as populagdes que o habitam, e o isolamento destas florestas
em regides altas durante periodos interglaciais, oportunizando eventos vicariantes.
Este modelo leva em conta a manutencédo de condi¢Bes climéaticas umidas durante
os glaciais. Ja a segunda hipétese considera que os periodos glaciais pleistocénicos
foram acompanhados de grande aridez, fazendo com que as florestas Umidas
montanas ficassem restritas a reflgios nas areas mais baixas e as espécies a ela
associadas tivessem sua expansdo demografica durante periodos mais quentes e

Umidos.

Sao identificadas duas regides bioclimaticas distintas na Mata Atlantica, uma
com distribuicdo a norte e outra ao sul desse bioma (Carnaval et al., 2014). Essas
regides passaram por distintos processos que moldaram sua histéria de
diversificacdo. A dinamica das florestas ao sul inclui um forte componente montano e
subtropical e mostra que tdxons mais tolerantes a condices amenas foram capazes
de persistir em areas florestadas mais ao sul durante periodos glaciais, enquanto as
espécies tipicas de areas baixas foram forcadas a retrair suas distribuicbes para
latitudes menores (e.g., Grazziotin et al., 2006; Cabanne et al., 2007; Thomé et al.,
2010; D’'Horta et al., 2011; Amaro et al., 2012; Valdez e D’Elia, 2013; Carnaval et al.,
2014).

A Floresta Atlantica, portanto, ndo € considerada uma unidade climatica, ja
gue existiram diversos paleoclimas ao longo do tempo com intensidades de periodos

umidos e secos distintos (Thomé et al., 2014). A variabilidade dos ultimos 250 mil
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anos, por exemplo, sugere que a regido sul passou por um periodo mais Umido no
Ultimo Glacial Maximo (UGM) (Cruz et al., 2006; Sylvestre, 2009), em consonancia
com as florestas andinas e do oeste da Amazoénia (Carnaval et al., 2014). Teria sido
um periodo de estabilidade das condicdes Umidas e da persisténcia de microrefagios
nas regides proximas ao oceano (Cabanne et al., 2008; Carnaval et al.,, 2014;
Fouquet et al.,, 2012; Thomé et al.,, 2010), refutando a hipétese anterior de
fragmentacdo das florestas e colonizacdo recente do sul a partir de um grande
refagio ao norte (Carnaval e Moritz, 2008; Carnaval et al., 2009). Essa area de
estabilidade na regido sudeste/sul do Brasil ndo havia sido anteriormente prevista,
devido a uma limitacdo metodolégica do modelo de reflgios da Mata Atlantica ligada
ao seu poder conjetural estar intrinsecamente associado a distribuicdo das espécies
(Porto et al., 2013). Desta forma, o modelo de Carnaval e Moritz (2008) era fraco

para tAxons com ocorréncia em clima frio (Porto et al., 2013).

Os dados paleoecoldgicos sugerem que, nos periodos glaciais do
Quaternario, faixas de florestas de Araucéarias seguiam os cumes de espigdes e
serranias do sudeste (Paranapiacaba, Campos do Jorddo e Bocaina, Centro-Sul de
Minas, Espinhaco Meridional), as quais, hoje, seriam areas residuais nos topos de
montanhas no sudeste de uma floresta antes mais extensa (Ab’Saber, 1977). Em
contraponto, os dados palinolégicos das regides ao sul da Mata Atlantica sugerem
um cenario mais restrito, com condicdes climaticas frias, mas também secas durante
os periodos glaciais (Behling e Lichte, 1997; Behling, 2002). Extensas areas de
formacdes campestres cobririam as regides de baixas elevag¢des, enquanto areas de
florestas estariam restritas as proximidades dos cursos dos rios, encostas litoraneas
e vales bem drenados (Behling e Lichte, 1997; Behling, 2002; Behling et al., 2004).
Inclusive, modelagens paleovegetais de florestas estacionais deciduais, adaptadas a
estresse hidrico, propde que estas também tenham sofrido fragmentacdo durante o
UGM e expansdo em periodos mais quentes e umidos (Werneck, 2011). Em
compensacao, outras evidéncias palinolégicas, nas regiées tropicais, mostram as
coniferas em expanséo durante as glacia¢des, quando o clima se tornou frio e imido
o suficiente para o seu desenvolvimento (Ledru et al., 2007). A excecdo sdo as
regides temperadas a sul da Mata Atlantica, em que esta expansao ocorreu nos

interglaciais devido as menores temperaturas em latitudes maiores (Ledru et al.,
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2007). Logo, os periodos de temperatura mais elevada, obrigaram as florestas de
coniferas tropicais a adotarem refugios (Ledru et al., 2007).

Para Leite et al. (2016), as variacBes climaticas podem ter impactado a Mata
Atlantica de modo distinto ao paradigma dos reflgios. Os periodos glaciais teriam
levado a diminuicdo dos niveis dos oceanos e a exposicdo da plataforma
continental, a qual seria uma grande area adequada a manutencdo de ambientes
florestais estaveis (Leite et al., 2016). Para espécies especialistas de floresta,
haveria expansdes populacionais tanto nos periodos de glaciais quanto interglaciais.
Durante os periodos glaciais, suas distribuicbes estariam deslocadas
predominantemente ao norte da Mata Atlantica e, nos interglaciais, a sul (Leite et al.,
2016). A demografia das populacdes seria, entdo, modulada nos interglaciais
principalmente por fragmenta¢cdes dos habitats ligadas as complexidades climatica e
da paisagem da regido sul da Mata Atlantica (Leite et al., 2016). Essa nova proposta
traz luz a conectividade durante os periodos glaciais das popula¢cbes de espécies
florestais montanas, como Brucepattersonius, as quais nao estariam em zonas de

reflgio, mas em uma area propicia a sua expansao.

Para alguns roedores sigmodontineos, possiveis condicfes frias e secas dos
glaciais teriam proporcionado a conexao entre populacdes que hoje estdo restritas
aos topos de montanha no sudeste e ao longo da regido sul da Mata Atlantica,
expressa, por exemplo, na distribuicdo disjunta de Akodon paranaensis no lItatiaia e
em habitats austrais, como a Floresta de Araucarias (Goncalves et al., 2007). Para
outros taxons, tais condi¢Bes climéticas estariam associadas a conexdes recentes
entre areas de Cerrado e campos de altitude, a exemplo, 0s eventos vicariantes que
promoveram a diferenciagéo entre A. mystax e A. lindberghi (Gongalves et al., 2007).
Ja espécies florestais como A. montensis e Delomys dorsalis, apresentariam um
padrdo mais congruente com eventos de fragmentacdo das florestas ombrdfilas
montanas e a manutencdo de areas de florestas estaveis mais ao sul, as quais
proporcionariam eventos de expansdo populacional mais recentes (Gongalves,
2006; Valdez e D’Elia, 2013).

O primeiro evento de diversificacdo entre as linhagens A e B ocorreu entre
1,68 e 3,36 Ma. A linhagem B foi a primeira a divergir entre 0,99 e 2,38 Ma, dando
origem a B. griserufescens e Brucepattersonius sp. O padrédo disjunto entre estas

espécies pode ter envolvido a extingdo de populagbes ao longo de uma distribuicao
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anteriormente mais ampla da linhagem B e a quebra de fluxo génico entre
populacbes de macigos adjacentes: o norte da Serra do Mar, Mantiqueira e Capara0.
Mesmo possiveis eventos posteriores de reconexdo entre os habitats montanos
destes macicos, que impediram o monofiletismo reciproco em D. altimontanus
(Gongalves, 2006), parecem nao terem sido suficientes para restabelecer o fluxo
génico entre as populacdes de Brucepattersonius. Portanto, B. griserufescens pode
ser uma populacao relictual do género. A diversificagdo entre B. iheringi e B.
soricinus € mais recente, entre 0,78 e 1,79 Ma e parece estar relacionada a

colonizacéo de habitats com distribui¢cdes latitudinais mais ao sul.

4.4. Diversidade genética e diferenciacéo populacional intraespecifica

A acdo combinada dos eventos de oscilacdes climaticas do Pleistoceno e os
eventos orogenéticos do Plioceno/ Mioceno podem ter contribuido para a
diversidade atual e a distribuicdo das linhagens na América do Sul (Turchetto-Zolet
et al.,, 2013). Apesar das mudancas climaticas pleistocénicas ndo serem motores
principais da especiagao, exercem influéncia na demografia histérica e distribuicéo

das espécies na América do Sul (Thomé et al., 2014; Turchetto-Zolet et al., 2013)

Brucepattersonius griserufescens ocorre endemicamente no Parque Nacional
do Caparad e apresenta reduzida diversidade genética. Sua populacdo pode ter
passado por um gargalo populacional duradouro, multiplos eventos de gargalo com
a perduracdo de um baixo numero de individuos ou um efeito fundador seguido de
extingdes, os quais levam a fixacdo de poucos haplétipos. Pequenas populagdes em
refugios interglaciais estdo mais sujeitas a deriva génica e a constituirem espécies
endémicas (Bonatelli et al., 2014). Brucepattersonius griserufescens compde a
linhagem que primeiro divergiu, possui a distribuicdo mais ao norte do género e
ocorre somente em altitudes acima de 1.800 m, indicando restricdes de nicho que

podem, em algum grau, estar associadas a um isolamento duradouro.

As outras trés espécies de Brucepattersonius, apesar de exibirem uma
distribuicdo mais ampla, tém baixa divergéncia intraespecifica. Espécies adaptadas
a climas frios que persistiram em refagios interglaciais, exibem baixa divergéncia

entre populacdes e uma estrutura filogeografica mais fraca, ja que passaram por
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periodos de isolamento mais curtos (interglaciais) e periodos de expansao e contato
mais longos (Garcia et al., 2011).

Foram obtidas poucas sequéncias de quatro localidades de Brucepattersonius
sp., 0 que nao permitiu fazer muitas inferéncias sobre sua histéria evolutiva. Vilela
(2005) propde dois agrupamentos geogréaficos para esta espécie: um na Serra da
Mantiqueira e outro na Serra dos Orgdos. Na inferéncia bayesiana concatenada,
individuos de Brucepattersonius sp. da Serra da Bocaina agrupam-se aqueles
distribuidos na Mantiqueira. Na regiao fronteirica entre S&o Paulo, Rio de Janeiro e
Minas Gerais, existe um alto topogréfico que interliga as regides elevadas de Passa
Quatro, Itatiaia e Planalto da Bocaina (Riccomini et al., 2010) e que pode ter
conectado essas popula¢cdes, promovendo um monofiletismo reciproco em relacéo
aos individuos da Serra do Orgéos, 0s quais encontram-se em uma paisagem de
relevo assimétrico, com escarpas atravessadas por importantes vales lineares,

fortemente entalhados (Hartwig e Riccomini, 2010).

Apesar da baixa diversidade genética, B. soricinus apresentou estruturacao
geografica para os dados de CitB, que nao ficou evidenciada pelo marcador nuclear
Bfib. Os dados mitocondriais de B. soricinus mostram que populacdes da espécie
seguiram trajetorias evolutivas distintas através vale do rio Tieté. Este rio nasce em
Saleso6polis e desce para a planicie interior de Sdo Paulo através desta regido
planaltica entre as duas porc¢des da Serra do Mar no estado. A regido do litoral norte
de S&o Paulo e sul do Rio de Janeiro € caracterizada por escarpas ingremes
entremeada por vales curtos e profundos, junto a uma planicie litoranea curta
(DaSilva e Pinto-Rocha, 2010). Enquanto a regido a sul do Tieté € composta por
escarpas que formam cristas e espigdes, as quais se iniciam muito préximas da
linha de costa e, mais ao sul, estdo afastadas do mar por extensas planicies flavio-
marinhas (DaSilva e Pinto-Rocha, 2010). Essa topografia parece estar ligada aos
movimentos tectdnicos, que se iniciaram no Mioceno, em uma falha tectonica no
sudeste e levaram a um soerguimento da porcao ao sul e rebaixamento da porgéo
ao norte do vale do Tieté e a uma alteragdo na dindmica hidrografica destas regides
(Riccomini, 1989). Os dados sao incertos, mas apontam que as consequéncias das
atividades nesta falha continuaram ao longo do Plioceno e Pleistoceno (Riccomini,

1989).
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J& a divisdo entre as populacdes sul 1 e 2 é coincidente com o lineamento
estrutural de Guapiara, uma zona de fissura com 20 a 60 km de largura no vale do
rio Ribeira do Iguape, que também sofreu movimentos neotectdbnicos até o
Pleistoceno Superior e apresenta baixas altitudes (Saadi et al., 2002), podendo ter

funcionado como barreira geografica para espécies montanas.

As éareas centrais de Sdo Paulo, como o vale do Tieté e a falha do Guapiara,
ja haviam sido identificadas como quebras filogeograficas para outros taxons da
Mata Atlantica (e.g. Cabanne et al., 2007; Batalha-Filho et al., 2010; Amaro et al.,
2012; Thomé et al., 2014), as quais sdo congruentes no espagco mas nao no tempo.
Brucepattersonius soricinus parece ter se diversificado predominantemente entre o
Pleistoceno Superior e Médio, enquanto foram registrados periodos de divergéncia
de tédxons nestas regibes para o Plioceno (Grazziotin et al., 2006), entre o
Pleistoceno Inferior e Médio (Amaro et al., 2012) e periodos mais recentes do
Pleistoceno Médio (Batalha-Filho et al., 2010; Cabanne et al., 2007).

A regido sudeste do Brasil é caracterizada por um cinturdo de cadeia de
montanhas préximas ao Atlantico, que atuam como divisores hidrograficos. Os rios e
seus vales funcionam como barreiras geogréaficas primarias ou regides de contato
secundario entre populacfes vicariantes (Moritz et al., 2000). Seus papéis como
barreira para a Mata Atlantica sédo frequentemente questionados, pois o periodo de
formacdo dos vales ndo coincide com os eventos de divergéncia (Cabanne et al.,
2007; Thomé et al., 2014). Entretanto, eles estdo situados em paisagens complexas
e podem consistir em barreiras parciais mais recentes (Cabanne et al., 2008; Thomé
et al., 2014). Apesar das caracteristicas topograficas serem relativamente estaveis
ao longo de um tempo geoldgico, elas podem modular alteracbes na cobertura

vegetal determinadas por flutuac@es climaticas (Cabanne et al., 2008).

Brucepattersonius iheringi apresentou uma grande homogeneidade genética,
apesar de estar amplamente distribuida (Vilela et al., 2015), ocupar diversas
altitudes e formacdes florestais da Mata Atlantica, além de exibir grande diversidade

morfoldgica (Jung e Christoff, 2003).

Para populacbes de espécies terrestres montanas, sdo esperados sinais de
isolamento durante o Ultimo Interglacial (UIG) e uma expansdo demogréafica no

periodo de menores temperaturas entre o UIG e o UGM, com declinio logo apés o
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UGM (Giarla, 2013). Tanto a distribuicdo mismatch quanto a BSP indicaram uma
expansdo demografica de B. iheringi depois do UIG. Entretanto, a hipétese inicial
ndo foi corroborada plenamente, j& que a expansdo de B. iheringi foi constante a
partir dos 60 mil anos e ndo houve declinio no presente periodo interglacial, quando

as condicdes sao desfavoraveis para a espécie.

Segundo a Hipotese dos Gradientes Latitudinais, populacdes de latitudes
maiores experimentaram mudancas drasticas no tamanho efetivo de suas
populacdes e exibem sinais de recente expansdo demografica e baixa estruturacéo
genética (D’horta et al., 2011). Da mesma forma, na Hipo6tese dos Reflugios da Mata
Atlantica, as populagfes ao sul apresentam baixa diversidade genética e assinaturas
de crescimento populacional recente, devido a baixa estabilidade das florestas
nessa regiao (Cabanne et al., 2008, 2007; Goncalves, 2006; Grazziotin et al., 2006;
Valdez e D’Elia, 2013).

A auséncia de estrutura filogeografica pode ser uma indicacao de historico de
dispersdo e de uma éarea de distribuicdo livre de barreiras para o fluxo génico
(Barraclough e Nee, 2001) para B. iheringi. A histéria demogréfica desta espécie
pode estar associada ao fato do seu habitat preferencial, florestas imidas em clima
frio, ndo ter diminuido em extensdo na regido sul. Apesar destas florestas terem
sofrido uma grande redu¢édo nos glaciais na regido sudeste do Brasil, tornaram-se
disponiveis em distintas elevacbes em latitudes maiores nos interglaciais,
principalmente, com a expanséao de florestas ombrofilas mistas (Ab’Saber, 1977). No
entanto, esta hip6tese ndo estd em sincronia com os dados palinolégicos, que
evidenciam uma expanséo das florestas de Araucarias em periodos mais recentes e
guentes, como o final do Holoceno (Behling et al., 2004; Ledru et al., 2007). A
possibilidade de uma extensa area florestada na regido da plataforma continental
com o recuo do oceano Atlantico nos glaciais (Leite et al., 2016) ofereceria uma
hipotese de expanséo anterior.

Populacbes de espécies de diversos grupos de vertebrados com distribuicao
na Mata Atlantica também tiveram eventos de expansdes nha regidao sul (e.g.,
Grazziotin et al., 2006; Cabanne et al., 2007; Carnaval et al., 2009; Valdez e D’Elia,
2013; Brunes et al., 2015). Aumentos demograficos congruentes com o de B. iheringi
foram estimados entre 50 e 60 mil anos por Giarla (2013) para uma espécie florestal

montana de marsupial dos Andes (Thyllamys pallidior) e por Grazziotin et al. (2006)
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para o clado de ocorréncia ao sul da Mata Atlantica de jararaca (Bothrops jararaca),
indicando histérias evolutivas semelhantes para espécies com distribuicdo em
latitudes maiores. Ademais, a distancia geografica esteve relacionada a uma
divergéncia genética em B. iheringi, indicando eventos de dispersdo, os quais ndo

foram suficientes para promover uma forte estruturacao das populagdes da espécie.

Colonizacdes recentes da regido leste de Parand e Santa Catarina foram
demonstradas para Rhinella crucifer, cujas populac¢des do clado geogréafico a sul da
Mata Atlantica apresentaram relativa estabilidade demografica, apenas com sinais
de migracdes para as florestas de araucarias (Thomé et al., 2014). Essa estabilidade
€ inferida como um processo de gargalo seguido de reduzida expansédo populacional
também para clado sul do inseto Melipona quadrifasciata (Batalha-Filho et al., 2010).

Entretanto, vertebrados mais plasticos e tolerantes a fragmentacdo, como a
ave Basileuterus leucoblepharus, apresentam uma historia evolutiva distinta, com
relativa estabilidade demografica durante o UGM e diversidade genética maior para
clado ao sul (Batalha-Filho et al., 2012a). Outras espécies de aves, como Schiffornis
virescens, apesar de serem especialistas de florestas, tiveram baixa diversidade
genética e fraca estrutura filogeografica na Mata Atlantica, que podem estar
relacionadas a diversificacdo recente da espécie no final do Pleistoceno (Cabanne et
al., 2013).

Diferentes regibes da Mata Atlantica podem reagir em dire¢cdes opostas no
mesmo periodo climéatico, gerando pulsos assincrénicos de expansdo (e
coalescéncia) e retracédo (e fragmentacéo) de habitats, levando, ao mesmo tempo,
cenarios favoraveis de isolamento e contato entre populacfes (D’horta et al., 2011).
O fraco sinal de expansao percebido na BSP de B. soricinus pode também estar
ligado as expansBes da espécie para florestas ao sul, jA que ela apresenta um
componente em latitudes maiores, no planalto paranaense. A0 mesmo tempo, esta
espécie apresentou uma distribuicdo mismatch bimodal, que pode ser explicada por
uma contracdo para regioes de topo de montanha do seu componente a sudeste no
presente interglacial. A divergéncia genética ndo esteve ligada a distancia

geogréafica, dado que sua diferenciacdo esta mais relacionada a reducédo da

distribuicdo de habitats favoraveis em alguns periodos climaticos.
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5. CONCLUSOES

Brucepattersonius apresentou quatro grandes linhagens moleculares. Trés
delas foram atribuidas a espécies ja descritas, cujas diagnoses morfologicas ainda
nao estdo bem delimitadas: B. griserufescens, B. soricinus e B. iheringi. Uma
linhagem néo foi associada a nenhuma forma nominal e sua descricdo ainda esta
pendente. Além disso, ndo foram verificadas evidéncias moleculares que

corroborassem B. igniventris como uma espécie distinta de B. soricinus.

A filogenia de Brucepattersonius mostrou dois clados supraespecificos: um
com distribuicdo na porcéo sudeste da Mata Atlantica formado por B. griserufescens
e Brucepattersonius sp.; o outro clado formado por B. iheringi e B. soricinus com
distribuicdo no sul e sudeste do Bioma. Ha simpatria entre B. soricinus e
Brucepattersonius sp. na regido de altitudes elevadas do entorno do rio Paraiba do
Sul, a qual provavelmente se trata de um contato secundario entre as duas

espécies.

As estimativas de tempos de divergéncia e mudancas demogréaficas
permitiram  verificar que  Brucepattersonius surgiu e se diversificou
predominantemente no periodo Plio-Pleistocénico. A colonizacdo da area leste da
América do Sul pelo ancestral andino se deu provavelmente na regido sudeste da
Mata Atlantica. O eventos de diversificacdo do género parecem estar relacionados a
complexidade topogréfica, a alteracbes na cobertura vegetal moduladas pelas
mudancas climaticas pleistocénicas e a movimentos neotectbnicos, 0s quais levaram
a reconfiguragdes no relevo em regides como o vale do rio Tieté e o lineamento do
Guapiara. A histéria evolutiva de Brucepattersonius contrapde a teoria original dos
refugios na Mata Atlantica que propunha grandes areas florestadas estaveis mais ao
norte do Bioma durante os periodos glaciais, as quais seriam fonte da diversidade
durante periodos de expansdo nos interglaciais. A diversificacdo de
Brucepattersonius aconteceu predominantemente na regido ao sul e suas
expansdes demograficas aconteceram, principalmente, nos periodos pos-

interglaciais.

As espécies de Brucepattersonius apresentaram padrdes demograficos
idiossincraticos: B. griserufescens é relictual em montanhas ao norte da distribuicéo

do género, Brucepattersonius sp. e B. soricinus tiveram fraca estruturacdo
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demografica na regido sudeste, e as populagcdes B. iheringi apresentaram expansao
recente relacionada a eventos de colonizacdo das areas plandlticas de latitudes

mais ao sul.

Brucepattersonius estd associado principalmente a ambientes florestais de
clima frio e é pouco tolerante a fragmentacdo. Os dados palinolégicos sugerem que
uma ampla area de campos teria dominado as areas no sul e sudeste da Mata
Atlantica durante os periodos glaciais. Enquanto, a proposta de reflgios na Mata
Atlantica, apesar de associar um componente montano aos seus cenarios, indicando
areas florestadas estaveis na regido mais ao sul, ndo comporta periodos glaciais de
expanséo, nos quais os ambientes florestais estariam fragmentados. Portanto, uma
nova hipotese que propde a manutencdo de grande éareas florestais na Mata
Atlantica durante os periodos glaciais na regido da plataforma continental convém as

particularidades de nicho de Brucepattersonius.
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TABELAS

Tabela 1. Lista de espécimes de Brucepattersonius analisados neste estudo com o numero de coletor e/ou tombo em
museu (amostra e voucher), local de coleta, cidade, estado, numero referente a figura 7 e identificacdo do haplétipo de CitB
correspondente. Nomes com asteriscos (*) indicam amostras das quais foram obtidas sequéncias de CitB com apenas
443pb.

Amostra Voucher Localidade Municipio, Estado Iolcl:)al H
LGA1650  UFES1127 Parque Nacional do Caparad Dores do Rio Preto, ES 1 H31
LGA1653  UFES1128 Parque Nacional do Caparad Dores do Rio Preto, ES 1 H31
LGA1651  UFES1129 Parque Nacional do Caparad Dores do Rio Preto, ES 1 H31
LGA1644  UFES1130 Parque Nacional do Caparad Dores do Rio Preto, ES 1 H31
LGA1663  UFES1131 Parque Nacional do Caparad Dores do Rio Preto, ES 1 H31
LGA1671  UFES1132 Parque Nacional do Caparad Dores do Rio Preto, ES 1 H31
LGA1729  UFES1134 Parque Nacional do Caparad Dores do Rio Preto, ES 1 H31
LGA1496 UFES1161 Parque Nacional do Caparad Dores do Rio Preto, ES 1 H32
LGA1655  UFES1162 Parque Nacional do Caparad Dores do Rio Preto, ES 1 H31
LGAl665 UFES1164 Parque Nacional do Capara6 Dores do Rio Preto, ES 1 H31
LGA1733  UFES1165 Parque Nacional do Caparad Dores do Rio Preto, ES 1 H31
RF211 Parque Nacional da Serra dos Orgéos Teresopolis, RJ 2 H30
RF77 Parque Nacional da Serra dos Orgéos Teresopolis, RJ 2 H30
BOCA346 Parque Nacional da Serra da Bocaina Paraty, RJ 3 H6
BOCA588 Parque Nacional da Serra da Bocaina Paraty, RJ 3 H6
BOCA589 Parque Nacional da Serra da Bocaina Paraty, RJ 3 H7
BOCA594 Parque Nacional da Serra da Bocaina Paraty, RJ 3 H6
BOCAG661 Parque Nacional da Serra da Bocaina Paraty, RJ 3 H7
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BOCAG667 Parque Nacional da Serra da Bocaina Paraty, RJ 3 H8
BOCA40 Parque Nacional da Serra da Bocaina Paraty, RJ 3 H7
BOCAT777 Parque Nacional da Serra da Bocaina Paraty, RJ 3 H6
BOCA795 Parque Nacional da Serra da Bocaina Paraty, RJ 3 H9
BOCA802 Parque Nacional da Serra da Bocaina Paraty, RJ 3 H7
BOCA1001 Parque Nacional da Serra da Bocaina Paraty, RJ 3 H6
MP481 Itamonte, MG 4 H28
MF12 UFMG1891 Fazenda do Itaguaré, 16 km SW Passa Quatro Passa Quatro, MG S) H27
MVZ183036 Estac&o Ecoldgica de Boraceia Salesopolis, SP 6 H7
MVZ183037 Estacdo Ecoldgica de Boraceia Salesopolis, SP 6 H7
MVZ191469 Estac&o Ecoldgica de Boraceia Salesopolis, SP 6 H7

352 Reserva Florestal de Morro Grande Morro Grande, SP 7 H2
AB201 Tapirai, SP 8 H3
AB221 Tapirai, SP 8 H4
AB224 Tapirai, SP 8 H4
AB263 Tapirai, SP 8 H4
AB269 Tapirai, SP 8 H4
FB1050 Tapirai, SP 8 H3
TAP2136 Tapirai, SP 8 H3
MVZ183250 Fazenda Intervales Capéao Bonito, SP 9 H1
MVZ191467 Fazenda Intervales Cap4o Bonito, SP 9 H29
MVZ191468 Fazenda Intervales Cap4o Bonito, SP 9 H29

1059 Ribeirdo Grande, SP 10 H1
RG1972 Ribeirdo Grande, SP 10 H1
UFSC3933* llhota ltapema, SC 11 H10

UFSC3425 Caldas da Imperatriz Santo Amaro da Imperatriz, SC 12 H5
UFSC4894* Caldas da Imperatriz Santo Amaro da Imperatriz, SC 12 H39
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UFSC708* Caldas da Imperatriz Santo Amaro da Imperatriz, SC 12 H10
UFSC726 Caldas da Imperatriz Santo Amaro da Imperatriz, SC 12 HS

UFSC3283* Caldas da Imperatriz Santo Amaro da Imperatriz, SC 12 H33
UFSC3694* Alto da Boa Vista Rancho Queimado, SC 13 H34
FURB15201 Itoupavazinha Blumenau, SC 14 H15
FURB6872* Parque das Nascentes Blumenau, SC 14 H24
FURB9596 Parque das Nascentes Indaial, SC 15 H10
FURB9737 Parque das Nascentes Indaial, SC 15 H10
FURB15211* Vidal Ramos, SC 16 HS
FURB15863 Reserva Biologica Sassafras Doutor Pedrinho, SC 17 H17
FURB15897 Reserva Biologica Sassafras Doutor Pedrinho, SC 17 H18
FURB20061 Doutor Pedrinho, SC 17 H21
UFSC4921* Rodovia SC 450 Praia Grande, SC 18 H5
UFSC4922 Rodovia SC 450 Praia Grande, SC 18 H5
AS03* Parque Nacional de Aparados da Serra Cambara do Sul, RS 19 H5
FURB18808 Fazenda Topell S&o0 Mateus do Sul, PR 20 H20
UFSC4692* Unidade de Industrializacdo do Xisto - Petrobras S&o Mateus do Sul, PR 20 H38
UFSC4203 Canoinhas, SC 21 -
UFSC5488 Usina Hidrelétrica de S&o Roque Vargem, SC 22 H40
UFSC5489* Usina Hidrelétrica de S&0 Roque Vargem, SC 22 H40
UFSC5808 Usina Hidrelétrica de S0 Roque Vargem, SC 22 H41
UFSC5809 Usina Hidrelétrica de S&0 Roque Vargem, SC 22 Hl
UFSC5810 Usina Hidrelétrica de S0 Roque Vargem, SC 22 H41
UFSC4482 Reserva Epagri/Embrapa Cacador, SC 23 H36
UFSC4483* Reserva Epagri/Embrapa Cagador, SC 23 H37
UFSC4880 Pequena Central Hidrelétrica Salto Gées Tangara, SC 24 H37

UFSC4882* Pequena Central Hidrelétrica Salto Gées Tangara, SC 24 H37
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UFSC4884* Pequena Central Hidrelétrica Salto Gées Tangaréa, SC 24 H37
FURB18395* Usina Hidrelétrica Fund&o Candoi, PR 25 H19
FURB15428 Pequena Central Hidrelétrica Santa Luzia Alto Sao Domingos, SC 26  H16
FURB18017 Pequena Central Hidrelétrica Santa Luzia Alto S&o Domingos, SC 26 HS
FURB20277 Pequena Central Hidrelétrica Santa Luzia Alto Sao Domingos, SC 26  H16
FURB9316* Aproveitamento Hidrelétrico Quebra-Queixo S&o Domingos, SC 26 H25
FURB5075 Usina Hidrelétrica Ita Ita, SC 27 H5
FURB5089 Usina Hidrelétrica Ita It4, SC 27 H22
FURB5097* Usina Hidrelétrica Ita Ita, SC 27 H5
FURB5269* Usina Hidrelétrica Ita Ita, SC 27 H23
FURB5277* Usina Hidrelétrica Ita Ita, SC 27 H13
FURB5351* Usina Hidrelétrica Ita It4, SC 27 HI11
FURB5933* Usina Hidrelétrica Ita Ita, SC 27 Hl1
FURB5935* Usina Hidrelétrica Ita It4, SC 27 HI11
FURBG6065 Usina Hidrelétrica Ita Ita, SC 27 Hl1
FURB6119* Usina Hidrelétrica Ita It4, SC 27 HI11

FURB681* Usina Hidrelétrica Ita Ita, SC 27 Hl4

FURB750 Usina Hidrelétrica Ita It4, SC 27 H25

FURB979 Usina Hidrelétrica Ita Ita, SC 27 Hl1

FURB980* Usina Hidrelétrica Ita Ita, SC 27 H26
FURB12687 Pequena Central Hidrelétrica Alto Irani Xanxeré, SC 28 H5
UFSC3765* Pequena Central Hidrelétrica Alto Irani Xanxeré, SC 28 H12
UFSC3767 Pequena Central Hidrelétrica Alto Irani Xanxeré, SC 28 H35
UFSC3764* Pequena Central Hidrelétrica Alto Irani Xanxeré, SC 28 H12
FURB12036* Pequena Central Hidrelétrica Alto Irani Xavantina, SC 29 H10
FURB12732* Pequena Central Hidrelétrica Alto Irani Xavantina, SC 29 H11
FURB12967 Pequena Central Hidrelétrica Alto Irani Xavantina, SC 29 H12
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FURB12970* Pequena Central Hidrelétrica Alto Irani Xavantina, SC 29 Hi11
FURB12990 Pequena Central Hidrelétrica Alto Irani Xavantina, SC 29 HS
FURB12991* Pequena Central Hidrelétrica Alto Irani Xavantina, SC 29 Hi13
FURB12999 Pequena Central Hidrelétrica Alto Irani Xavantina, SC 29 H14

UFSC3766 Pequena Central Hidrelétrica Alto Irani Xavantina, SC 29 Hi11
UFSC3807 Pequena Central Hidrelétrica Alto Irani Xavantina, SC 29 Hl
UFSC3875 Pequena Central Hidrelétrica Alto Irani Xavantina, SC 29 Hi11
UFSC4809* Pequena Central Hidrelétrica Arvoredo Xaxim, SC 30 H5
UFSC4013 Lajeado Grande Alpestre, RS 31 H5
FURB15310* Aproveitamento Hidrelétrico Foz do Chapec6 Chapeco, SC 32 Hi1
UFSC3934* Barra do Monte Alegre Chapeco, SC 32 H5
UFSC4012 Rio dos indios, RS 33 Hll
UFSM592* Parque Estadual de Turvo Derrubadas, RS 34 H5
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Tabela 2: Lista dos roedores sigmodontineos utilizados na inferéncia filogenética de maxima credibilidade com calibracdo fossil. Os
espécimes dos quais foram obtidos as sequéncias ou 0s niumeros de acesso do GenBank (sublinhados) estéo listados de acordo com

respectivo tAxon e marcador.

Espécies

Akodon montensis
"Akodon" serrensis
Bibimys

Blarinomys

Juscelinomys

Kunsia

Lenoxus

Necromys

Oxymycterus delator
Oxymycterus nasutus
Scapteromys

Thaptomys
Brucepattersonius iheringi
Brucepattersonius soricinus
Brucepattersonius sp.

Brucepattersonius griserufescens

IRBP
RF401
UFES884
FURB5219
LGA2786
AY277453
AY277454
AY277456
EF626801
UFES1411
AY277468
TAIG1
AY277482
FURB12732
MVZ183250
MP481
UFES1132

CitB
RF401
UFES884
FURB5219
LGA2786
J0O898084
AY445526
U03541
EF531684
UFES1411
EF661854
TAIG1
KFE815393
FURB12732
MVZ183250
MP481
UFES1132

Ins
RF401
UFES884
FURB5219
LGA2786

UFES1411

BUJO2
FURB12732
MVZ183250

MF12
UFES1128

Adh

FURB5219
LGA2786

UFES1411

TAIG1
FURB12732
MVZ183250

MP481
UFES1132

Bfib
RF401
UFES884
FURB5219
LGA2786

UFES1411

BUJO2
FURB12732
MVZ183250

MP481

UFES1132
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Tabela 3: Primers (forward e reverse) e protocolos utilizados para amplificar sequéncias de um marcador mitocondrial e quatro
nucleares de Brucepattersonius. Os protocolos de PCR consistem em um passo de desnaturacdo, seguido de ciclos de
desnaturacao, anelamento e extenséao e, por fim, uma extensao final.

N° de pares de

Locus Primers Sequéncias Referéncia Protocolo de PCR
bases
Smith & 94 °C — 5 min
MVZ 05 5' CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG 3' Patton
801pb 94°C-30s
MVZ 16 5' AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT 3' 1993
. 39x < 48°C—-45s
CitB
_ 72°C-45s
CitB-165F 5' TCAGACACAGCCACAGCATT 3 )
) 443 pb 72 °C —5min
CitB-618R 5 GGTTGTTGGAGCCTGTTTCG 3' Este
estudo
94 °C — 3 min
94 °C — 1 min
. B17-mammL 5' ACCCCAGTAGTATCTGCCGTTTGGATT 3' Matocq et
Bfib _ 677pb | o 30x< 58°C—-45s
Bfibo-mammu 5' CACAACGGCATGTTCTTCAGCAC 3' al., 2007 72 °C — 1 mi
°C -1 min

72 °C —7 min




N° de pares de

Locus Primers bases Sequéncias Referéncia Protocolo de PCR
94 °C — 3 min
94 °C -1 min
InsB-F 5 TGGTGTGTGGGGAGCGTGGCTTCTTCTACA 3 Carion et
Ins 633pb 35x< 62°C—45s
InsA-R 5' GAGCGAGCAGATGCTGGTGCAGCACTGATC 3' al., 2014 _
72 °C — 1 min
72°C -7 min
94 °C — 3 min
94°C-30s
Adh 2340-| 672pb 5' GTAATCAAGTGCAAAGCAGCTG 3' Ammanet oo ) oo e
2340-II 5' TAACCACGTGGTCATCTGAGCG 3' al., 2006
73°C-45s
73°C —4 min
94 °C —5 min
94°C-30s
+IRBP217 5" ATGGCCAAGGTCCTCTTGGATAACTACTGCTT 3 stanhope _
IRBP 1248pb 39x < 61 °C — 1 min 30s
- IRBP1531 5" CGCAGGTCCATGATGAGGTGCTCCGTGTCCTG 3' etal, 1992 o am
°C — 3 min

72 °C -5 min
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Tabela 4: Divergéncia genética par-a-par (distancia p, em %) entre as espécies de
Brucepattersonius (B. soricinus, Brucepattersonius sp., B. iheringi e B. griserufescens),

Blarinomys, Bibimys e Akodon.

Brucepattersonius sp.

B. soricinus

B. iheringi

B. griserufescens

Blarinomys
Bibimys

Akodon

Brucepattersonius

sp. B. soricinus B. iheringi B. griserufescens
8,44 +1.24 - - -

8,86 +1,34 6,47 £1,13 - -

6,10 + 1,13 7,95+1,29 8,41 +1,38 -

9,26 +1,41 9,09+1,36 9,98 +1,44 9,47 £ 1,47

12,42 + 1,63 12,78 £ 1,61 14,71+ 1,76 12,77 £ 1,60
13,97 £ 1,46 14,88 £ 1,52 1496 £ 1,54 14,88 + 1,47

Tabela 5: Grupos de populacdes de Brucepattersonius soricinus na andlise espacial
de variancia molecular baseados na matriz de CitB.

Fcr Grupos Localidades

0,65 norte Paraty (RJ), Sales6polis (SP)
sul-1 Morro Grande (SP), Tapirai (SP)
sul-2 Capao Bonito (SP), Ribeirdo Grande (SP)
sul-3 Séao Mateus do Sul (PR)
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Tabela 6: Tabela das localidades de coleta de Brucepattersonius e dos
exemplares tipo do género, estados, pais e respectivas coordenadas
geograficas, além da identificacdo numérica (ID Local) na figura 7.

Localidade Estado Pais Longitude Latitude ID Local
Dores do Rio Preto Espirito Santo Brasil -41,8 -20,4 1,A
Teresopolis Rio de Janeiro Brasil -43,0 -22,4 2
Paraty Rio de Janeiro Brasil -44.8 -23,2 3
Itamonte Minas Gerais Brasil -44.,9 -22,3 4
Passa Quatro Minas Gerais Brasil -45,0 -22,5 5
Salesépolis Séo Paulo Brasil -45,8 -23,5 6
Morro Grande Séo Paulo Brasil -47,0 -23,7 7
Tapirai Séo Paulo Brasil -47.5 -24.0 8
Capéo Bonito S&o Paulo Brasil -48,4 -24,0 9
Ribeirdo Grande S&o Paulo Brasil -48,4 -24,2 10
ltapema Santa Catarina Brasil -48,6 -27,1 11
Santo Amaro da Imperatriz Santa Catarina Brasil -48,8 -27,7 12
Rancho Queimado Santa Catarina Brasil -48,9 -27,7 13
Blumenau Santa Catarina Brasil -49,1 -26,9 14
Indaial Santa Catarina Brasil -49,2 -26,9 15
Vidal Ramos Santa Catarina Brasil -49,4 27,4 16
Doutor Pedrinho Santa Catarina Brasil -49,5 -26,7 17
Praia Grande Santa Catarina Brasil -50,0 -29,2 18
Cambara do Sul Rio Grande do Sul Brasil -50,0 -28,8 19
S&o Mateus do Sul Parana Brasil -50,4 -25,9 20
Canoinhas Santa Catarina Brasil -50,4 -26,2 21
Vargem Santa Catarina Brasil -51,0 -27,5 22
Cacador Santa Catarina Brasil -51,0 -26,8 23
Tangara Santa Catarina Brasil -51,2 27,1 24
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Localidade Estado Pais Longitude Latitude ID Local
Candoi Parana Brasil -51,9 -25,5 25
Sao Domingos Santa Catarina Brasil -52,1 -26,5 26
Ita Santa Catarina Brasil -52.3 27,3 27
Xanxeré Santa Catarina Brasil -52,4 -27,0 28
Xavantina Santa Catarina Brasil -52,4 27,1 29
Xaxim Santa Catarina Brasil -52.5 -27,0 30
Alpestre Rio Grande do Sul Brasil -52,6 -27,2 31
Chapeco Santa Catarina Brasil -52.6 27,1 32
Rio dos indios Rio Grande do Sul Brasil -52,9 -27,3 33
Derrubadas Rio Grande do Sul Brasil -53,7 -27,2 34
Ribeirdo Fundo S&o Paulo Brasil -47,7 -24,3 B
Iporanga S&o Paulo Brasil -48,5 -24.5 C
Taquara Rio Grande do Sul Brasil -50,7 -29,5 D
Parque Provincial Mocond Misiones Argentina -53,8 -27,0 E
Arroyo Paraiso Misiones Argentina -54,2 -26,9 F
Departamento Guarani, Misiones Argentina -54,3 -26,9 G
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Figura 1: Arvore de espécies de Brucepattersonius inferida através de um modelo coalescente baseado em arvores de genes de 5
loci génicos independentes (CitB, Bfib, Ins, Adh e IRBP). Os valores correspondem a probabilidade posterior bayesiana (PPB).
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I Brucepattersonius sp.

Figura 2: Relagdes filogenéticas entre haplotipos de Adh de Brucepattersonius recuperada na inferéncia bayesiana. O valores de
probabilidade posterior bayesiana (PPB) e suporte de bootstrap da analise de maxima verossimilhanca (SB), respectivamente,

estdo abaixo dos ramos.
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Figura 3: Relacdes filogenéticas entre haplotipos de IRBP de Brucepattersonius recuperada na inferéncia bayesiana. O valores de
probabilidade posterior bayesiana (PPB) e suporte de bootstrap da analise de maxima verossimilhanca (SB), respectivamente,
estdo a esquerda e abaixo dos nés dos ramos.
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Figura 4: RelacOes filogenéticas entre sequéncias de 5 loci génicos independentes (CitB, Bfib, Ins, Adh e IRBP) de individuos de
Brucepattersonius recuperada na inferéncia bayesiana. O valores de probabilidade posterior bayesiana (PPB) nos nds dos ramos.
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Figura 5: Relacdes filogenética entre haplétipos de CitB de Brucepattersonius recuperada na inferéncia bayesiana. O valores de
probabilidade posterior bayesiana (PPB) e suporte de bootstrap da analise de maxima verossimilhanca (SB), respectivamente,

estdo a esquerda e abaixo dos nés dos ramos e os valores de distancia p (%) média par-a-par estdo a esquerda e acima.
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Figura 6: Relagdes filogenéticas entre haplétipos de Bfib de Brucepattersonius recuperada na inferéncia bayesiana. O valores de
probabilidade posterior bayesiana (PPB) e suporte de bootstrap da analise de maxima verossimilhanca (SB), respectivamente,

estdo a esquerda e abaixo dos nés dos ramos.



55

FURB5219_Bibimys

L LPC1259_Blarinomys
_E 352MorroGrandeSP
AB201TapiraiSP
— AB221TapiraiSP
— BOCA346ParatyRJ
— BOCA588ParatyRJ
- FURB12732XavantinaSC
- FURB12991XavantinaSC
0,99 / - FURB18395CandoiPR
76 - FURB20277SaoDomingosSC
- FURB5089ItaSC
FURB681ItaSC
1/99 k= FURB743ItasC
- FURB9316SaoDomingosSC
- FURB979ItaSC
- UFSC4880TangarasSC B. iheringi
1/100 = UFSC3767xanxereSC
- FURB15201BlumenauscC
0,99/89 = FURB 15863DrPedrinhoSC
- FURB15897DrPedrinhoSC
— FURB18017SaoDomingosSC
— FURB18808SaoMateusSulPR
— FURB20061DrPedrinhoSC
~ FURB9596IndaialSC
— MVZ183250CapaoBonitoSP
L MVZ191467CapaoBonitoSP

LGA2786_Blarinomys

B. soricinus

- MF 12PassaQuatroMG
RF77TeresopolisRJ Brucepattersonius sp.
0,96 /87 UFES1128CaparacES
1799 E UFES1161CaparacES B. griserufescens

0.004

Figura 7: Relacdes filogenéticas entre haplotipos de Ins de Brucepattersonius recuperada na inferéncia bayesiana. O valores de
probabilidade posterior bayesiana (PPB) e suporte de bootstrap (SB), respectivamente, estdo a esquerda e abaixo dos nds dos
ramos.
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Figura 8: Mapa com as localidades de coleta das amostras de Brucepattersonius na Mata Atlantica brasileira (verde claro). As
localidades estédo diferenciadas de acordo com cada espécie por cores. Localidades-tipo das espécies estdo identificadas com
estrelas: B. griserufescens (A), B. soricinus (B), B. igniventris (C), B. iheringi (D), B. misionensis (E), B. paradisus (F) e B. guarani
(G). Informacdes detalhadas sobre as localidades na tabela 6. Siglas sdo utilizadas para as Unidades Federativas (UF) brasileiras:
Espirito Santo (ES), Minas Gerais (MG), Rio de Janeiro (RJ), Sdo Paulo (SP), Parana (PR), Santa Catarina (SC) e Rio Grande do

Sul (RS).
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Figura 9: Arvore filogenética de inferéncia bayesiana com calibracdo fossil da relagéo entre alguns roedores sigmodontineos. O
tempo de divergéncia médio entre Blarinomys e Brucepattersonius e dos eventos de cladogénese do género estdo apontados do
lado de cada né. O eixo horizontal indica tempo em milhdes de anos (Ma) e barras cinzas indicam intervalo de confianca de 95 %
da estimativa do tempo de divergéncia para cada no. As letras nos nds correspondem aos pontos de calibracdo fossil: A,
Scapteromys hershkovitzi (2,2 Ma); B, Akodon s.l. (2,7 Ma); C, Oxymycterus cf. rufus (1,0 Ma).
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Bfib

Figura 10: Redes de haplotipos de CitB e pfib por
agrupamento com base na mediana de Brucepattersonius
iheringi. Cada circulo representa um haplétipo diferente e seu
tamanho €&  proporcional a frequéncia amostrada. Os
haplotipos estéo diferenciados entre amostras da Vertente do
Interior (amarelo) e Vertente Atlantica (azul). As localidades e

os haplétipos estéo listados na Tabela 1.
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Figura 11: Topologia recuperada na analise de inferéncia bayesiana das sequéncias
de CitB de Brucepattersonius soricinus. Foram utilizados B. iheringi e Blarinomys
como grupos externos. Numeros indicam a probabilidade posterior bayesiana dos
clados. Eixo horizontal indica tempo em milhdes de anos (Ma) e barras cinzas
indicam intervalo de confianga de 95 % da estimativa do tempo de divergéncia para
cada no.
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Figura 12: Redes de haplétipos por agrupamento-com
base na mediana de CitB e ffib de Brucepattersonius
soricinus. Cada circulo representa um haplotipo diferente e
seu tamanho é proporcional a frequéncia amostrada. Os
hapl6tipos estdo diferenciados entre amostras da
populacdo norte (amarelo), sul-1 (vermelho), sul-2 (verde) e
sul-3 (azul). As localidades e os haplétipos estao listados

na Tabela 1.
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Figura 13: Gréfico de distribuicdo mismatch de sequéncias de citocromo B de
Brucepattersonius iheringi (A) e B. soricinus (B). As linhas pontilhadas nos graficos
representam a frequéncia esperada para populacdes em crescimento constante, e
a linha continua a frequéncia observada.
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Figura 14: Bayesian Skyline Plot (BSP) de Brucepattersonius iheringi (A) e B.
soricinus (B), mostrando na linha em preto a estimativa média do crescimento
populacional ao longo do tempo com base na matriz de dados de CitB (intervalo de
confianca de 95% em azul). A escala de tempo esta em anos atras.
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