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RESUMO

Os roedores Echimyidae tem distribuicado Neotropical e sdo a familia mais
diversa de roedores Caviomorpha. Apesar da grande diversidade, pouco se sabe
sobre a distribuicdo geogréfica, histéria natural e evolugdo de varios grupos de
equimideos. O histérico taxondmico dessa familia é confuso, sendo alguns
grupos raramente coletados e, consequentemente, inferéncias sobre aspectos
evolutivos e biolégicos sao pouco conclusivas e limitadas a andlise de poucos
exemplares. Filogenias moleculares nao corroboram a classificagdo taxonémica
para a familia baseada em dados morfolégicos, evidenciando a complexidade da
histéria evolutiva desse grupo. Na Mata Atlantica sdo registrados cinco géneros
de Echimyidae: o rato-do-bambu, Kannabateomys; os arboricolas Phyllomys e
Callistomys; o terrestre Trinomys, e o semi-fossorial Euryzygomatomys. O
presente trabalho se baseou na utilizagdo de sequéncias de DNA para abordar
aspectos da evolugdo e filogenia de roedores equimideos da Mata Atlantica em
trés niveis taxonémicos: familia, género e espécie. O primeiro capitulo aborda a
posicdo filogenética do género Callistomys dentro da familia, utilizando
sequéncias de 1 marcador mitocondrial (CitB) e 3 nucleares (GHR, RAG1 e VWF).
Os resultados mostram que Callistomys forma um clado com o ratdo-do-banhado
(Myocastor), roedor semi-aquético das regides abertas no cone sul da América do
Sul e com o rato-de-espinho terrestre Proechimys com ocorréncia na Amazdnia.
Esse clado é irmao de Thrichomys, um equimideo terrestre que ocupa as areas
secas do centro da América do Sul. O agrupamento encontrado é inesperado,
uma vez que seus membros apresentam aspectos morfolégico, ecolédgicos e
distribuicdo geogréfica distintos e contrastantes. A filogenia resultante indica que
Callistomys ndo é proximamente relacionado aos outros equimideos arboricolas e
sugere que o habito arboricolas evoluiu mais de uma vez na familia. O segundo
capitulo investiga aspectos da filogenia, evolugdo e limites entre espécies de
Phyllomys utilizando dois marcadores mitocondriais (CitB e COI) e trés nucleares

(GHR, RAG1 e VWF). Foram identificados trés grupos principais de espécies: um
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com distribuigdo longitudinal pela por¢édo central da Mata Atlantica (P. pattoni (P.
mantiqueirensis, Phyllomys sp. 4)); e a partir dai dois outros grupos, um com
distribuicdo na porgdo norte da Mata Atlantica (Phyllomys sp. 2 (P. blainvilii (P.
brasiliensis, P. lamarum))); e outro na porcao sul (Phyllomys sp. 3 ((Phyllomys sp. 1,
P. lundi), (Phyllomys sp. 5 (P. dasythrix (P. nigrispinus (P. sulinus, Phyllomys sp.
6))))). Foram identificadas duas linhagens independentes representando possiveis
espécies novas, elevando o potencial nimero de espécies do género de 17 para
19. As filogenias associadas aos dados de distribuicdo geogréfica sugerem que a
diversificagdo e distribuicdo das espécies de Phyllomys foi influenciada pela agéo
conjunta de vérios fatores como atividade neotecténica, gradientes altitudinais e
latitudinais e mudancas climaticas que atuaram desde o Mioceno, marcando os
primeiros eventos de diversificagdo do género até as especiagdes mais recentes,
no Pleistoceno. O terceiro capitulo avalia a variagdo genética, distribuicdo
geogréfica e status taxondmico da espécie Euryzygomaotmys spinosus utilizando
dois marcadores mitocondriais (CitB e D-loop). Os resultados mostraram que E.
spinosus apresenta distribuicdo em &reas de Mata Atlantica e adjacéncias ao sul
do Rio Doce, no Brasil, Paraguai e Argentina, incluindo um registro confirmado
no Cerrado. A espécie ocupa habitats muito diversos e pode ser considerada
generalista. As populagdes sao geneticamente estruturadas ao longo da sua
distribuicdo e os dados genéticos corroboram a taxonomia atual que considera

apenas uma espécie, E. spinosus, para o género.

Palavras-chave: Callistomys, distribuicdo geografica, Euryzygomatomys, filogenia
molecular, Phyllomys.



ABSTRACT

The Neotropical rodents of the Echimyidae family are the most diverse
among the Caviomorpha clade. Little is known about the geographic range,
natural history and evolution of several Echimyidae members, despite its high
diversity. The taxonomic history of the family is confusing and some groups are
rare in scientific collections, resulting in less conclusive inferences about
evolutionary and biological traits, which are based on a few individuals. Molecular
phylogenies do not support the taxonomic classification based on morphological
traits, highlighting the complexity of the evolutionary history of this group. Five
Echimyidae genera occur within the Atlantic Forest range: the bamboo-rat,
Kannabateomys; the arboreal Phyllomys and Callistomys; the terrestrial Trinomys;
and the semi-fossorial Euryzygomatomys. In the present study | used DNA
sequences to investigate the phylogeny and evolutionary history of three
echimyids from the Atlantic Forest at three different taxonomic levels: family,
genus, and species. The first chapter investigates the phylogenetic position of
Callistomys within Echimyidae using sequences of one mitochondrial (CytB) and
three nuclear (GHR, RAG1 and vWF) markers. The results show that Callistomys
forms a clade with the semi-aquatic coypu (Myocastor) from the grasslands in the
southern South America and terrestrial spiny rats (Proechimys) from the Amazon
forest. This clade is sister to Thrichomys, a terrestrial rat from the dry lands of
central South America. These clades are unexpected, given the contrasting
morphology, ecology, and geographic ranges of its members. The resulting
echimyid phylogeny indicates that Callistomys is not closely related to the other
arboreal echimyids, and suggest that arboreal habits evolved more than once in
this family. The second chapter investigates aspects of the phylogeny, evolution
and species limits in the genus Phyllomys using two mitochondrial (CytB and COl)
and three nuclear (GHR, RAG1 and vWF) markers. Three main species groups
were identified: one with a longitudinal distribution through the central portion of

the Atlantic Forest (P. pattoni (P. mantiqueirensis, Phyllomys sp. 4)); one
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distributed along the northern portion of the Atlantic Forest (Phyllomys sp. 2 (P.
blainvilii (P. brasiliensis, P. lamarum))) and another along the southern portion
(Phyllomys sp. 3 ((Phyllomys sp. 1, P. lundi), (Phyllomys sp. 5 (P. dasythrix (P.
nigrispinus (P. sulinus, Phyllomys sp. 6)))))). Two independent evolutionary linages
were identified, probably representing new species, raising the potential number
of Phyllomys species from 17 to 19. These phylogenies, together with geographic
distribution data, suggest that the diversification and distribution of Phyllomys
species were affected by the concomitant action of different factors, such as
neotectonics, altitudinal and latitudinal gradients, and climate change acting since
the Miocene, underlining the first diversifications within Phyllomys until more
recent speciation events, during the Pleistocene. The third chapter explores the
genetic variation, geographic distribution and taxonomic status of the species
Euryzygomatomys spinosus using two mitochondrial markers (CytB and D-loop).
The results show that E. spinosus is distributed along the Atlantic Forest and
surrounding areas, south of the Rio Doce in Brazil, Paraguay, and Argentina,
including a confirmed occurrence in the Cerrado. This species occupies very
distinct habitats and may be consider a generalist. The populations are
genetically structured along its distribution and the genetic data corroborate the

current taxonomy, which considers only one species in the genus, E. spinous.

Keywords: Callistomys, Euryzygomatomys, geographic distribution, molecular
phylogeny, Phyllomys.
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APRESENTACAO

Os Echimyidae tem distribuicdo Neotropical e sdo a familia mais diversa de
uma das trés grandes linhagens de roedores (Ctenohystrica), tanto em relacdo ao
nimeros de tdxons quanto de planos corporais (Patterson & Upham, 2014). A
diversificagdo do clado Caviomorpha no continente sul-americano ocorreu
durante o Mioceno (Vucetich et al., 1993; Sallam et al., 2009; Fabre et al., 2013),
cerca de 15 milhdes de anos antes da chegada das outras duas grandes
linhagens de roedores, os ratos (Cricetidae) e esquilos (Sciuridae), que vieram da
América do Norte em funcdo da consolidacdo do istmo do Panamé (Patterson &
Velazco, 2008; Leite et al., 2014). A auséncia de potenciais competidores pode
explicar a variedade de nichos ecoldgicos explorados pelos Echimyidae,
podendo ser identificados géneros com habito semi-fossorial (e.g.,
Euryzygomatomys, Clyomys), terrestre (e.g., Trinomys, Proechimys), arboricola
(e.g., Phyllomys, Callistomys, Echimys) e semi-aquéatico (Myocastor) distribuidos
ao longo de diferentes regides neotropicais, desde areas florestadas umidas
(e.g., Mata Atlantica, Amazoénia, Andes) até abertas e secas (e.g., Caatinga,
Cerrado).

Apesar da grande diversidade, pouco se sabe sobre a distribuigdo
geogréfica, histéria natural e evolucao de varios grupos de roedores equimideos.
O histérico taxonémico da familia, assim como de varios géneros, é confuso e
apesar de varias revisbes importantes de grupos especificos (e.g., Patton &
Emmons, 1985; Emmons & Vucetich, 1998; Lara & Patton, 2000; Leite, 2003;
Emmons, 2005), ainda existem grandes lacunas de estudos sistematicos,
principalmente no nivel intragenérico. Alguns grupos sdo raramente coletados e,
consequentemente, inferéncias sobre aspectos evolutivos e biolégicos sdo pouco
conclusivas e limitadas a andlise de poucos exemplares. Apesar de
tradicionalmente serem reconhecidas trés subfamilias viventes de Echimyidae:
Eumysopinae, Echimyinae e Dactylomyinae (Woods & Kilpatrick, 2005), filogenias

reconstituidas tanto com dados moleculares quanto morfolégicos nao recuperam
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as duas primeiras subfamilias como monofiléticas (Carvalho & Salles, 2004;
Emmons, 2005; Olivares & Verzi, 2014). Além disso, outros roedores
tradicionalmente alocados em suas proprias familias, como Myocastoridae e
Capromyidae, vém sendo recuperados dentro da familia Echimyidae (Galewski et
al., 2005; Fabre et al., 2013).

Na Mata Atlantica sdo registrados cinco géneros de Echimyidae, trés deles
monotipicos, o rato-do-bambu Kannabateomys amblyonyx, o rato-do-cacau
Callistomys pictus e o guiara Euryzygomatomys spinosus; e dois mais diversos, o
arboricola Phyllomys e o terrestre Trinomys. O presente trabalho utiliza
sequéncias de DNA de genes nucleares e mitocondriais para abordar aspectos
da sistematica, evolugdo e filogenia de trés desses roedores equimideos da Mata
Atlantica (Figura 1) em trés niveis hierdrquicos. O primeiro capitulo aborda a
posicdo filogenética do género Callistomys na familia Echimyidae. O segundo
capitulo investiga as relagdes filogenéticas entre as espécies do género

Phyllomys e o terceiro avalia a variagdo genética ao longo da distribuicdo

geogréfica de Euryzygomaotmys spinosus.

Figura 1. Echimyidae da Mata Atlantica, representando os trés taxons abordados no presente

estudo. A, Callistomys pictus; B, Euryzygomatomys spinosus; C, Phyllomys thomasi.
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Resumo

Callistomys pictus € um roedor equimideo arboricola e o Unico representante
vivente do seu género. E endémico de uma regido restrita na Mata Atlantica, no
estado da Bahia, leste do Brasil. No presente trabalho utilizamos sequéncias de 4
genes para inferir a posicao filogenética de Callistomys na familia Echimyidae. Os
resultados mostram que Callistomys forma um clado com o ratdo-do-banhado
semi-aquatico (Myocastor) das regides abertas no cone sul da América do Sul e
com o rato-de-espinho terrestre Proechimys com ocorréncia na Amazoénia. Esse
clado é irmédo de Thrichomys, um equimideo terrestre que ocupa as areas secas
do centro da América do Sul. O agrupamento encontrado ¢ inesperado, uma vez
que seus membros apresentam aspectos morfolégico, ecoldgicos e distribuigao
geogréfica distintos e contrastantes. A filogenia resultante para a familia
Echimyidae indica que Callistomys ndo é proximamente relacionado aos outros
equimideos arboricolas e sugere que o habito arboricolas evoluiu mais de uma

vez nessa familia.

Palavras-chave: endemismo; evolugao; filogenia molecular, Mata Atlantica.
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1. Introducao

Os Echimyidae, ou ratos-de-espinhos da América do Sul, representam a
maior radiagdo atual dos roedores Caviomorpha, com aproximadamente 23
géneros e 90 espécies viventes (Fabre et al., 2013). Roedores desta familia estéo
distribuidos ao longo de diferentes regides do neotrépico, desde 4éreas
florestadas Umidas (e.g., Mata Atlantica, Amazdnia, Andes) até abertas e secas
(e.g. Caatinga, Cerrado), apresentando adaptagdes a modos de vida distintos,
como semi-fossorial (e.g., Euryzygomatomys, Clyomys), terrestre (e.g., Trinomys,
Proechimys), arboricola (e.g., Callistomys, Echimys) e semi-aquatico (Myocastor).

Callistomys pictus Pictet, 1843, o rato-do-cacau, ¢ a Unica espécie vivente
do género arboricola Callistomys (Emmons & Vucetich, 1998). Apresenta
distribuicdo limitada a uma area restrita de Mata Atlantica no sul da Bahia (Vaz,
2002; Ventura et al., 2008), sendo considerado ameagado de extingao pela [IUCN
(International Union for Conservation of Nature and Natural Resources; Moura &
Fonseca, 2008). O género é classificado na subfamilia Echimyinae (Emmons
2005), que abrange outros géneros arboricolas distribuidos ao longo de diversas
regides de floresta das Américas Central e do Sul. As outras trés subfamilias de
equimideos sado: Dactylomyinae (ratos-do-bambu), Eumysopinae (ratos-de-
espinhos terrestres ou semi-fossoriais), e Heteropsomyinae (ratos das Antilhas,
recentemente extintos) (Woods & Kilpatrick, 2005). No entanto, vérias anélises
filogenéticas além de ndo recuperarem a monofilia das subfamilias, também
indicam que roedores tradicionalmente alocados nas sua préprias familias—o
ratdo-do-banhado semi-aquéatico (Myocastoridae) e os caviomorfos caribenhos
(Capromyidae)—geralmente sdo recuperados dentro do clado dos equimideos
(Leite & Patton, 2002; Carvalho & Salles, 2004; Galewski et al., 2005; Fabre et al.,
2013).

Andlises filogenéticas feitas com caracteres morfolégicos recuperaram
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Callistomys em um clado com outras espécies arboricolas, incluindo os ratos-do-
bambu e os outros géneros arboricolas da subfamilia Echimyinae (Carvalho &
Salles, 2004; Emmons, 2005). Filogenias recentes inferidas a partir de sequéncias
de DNA confirmaram a proximidade filogenética entre equimideos arboricolas,
formando um grupo monofilético (Fabre et al., 2013), no entanto, Callistomys
ainda nao foi incluido em nenhuma anélise filogenética molecular. Sendo assim,
nosso objetivo foi inferir a posicdo filogenética de Callistomys a partir de
sequéncias de DNA e discutir o significado evolutivo e biogeogréfico do

resultado encontrado.

2. Material e Métodos

Uma fémea de Callistomys pictus foi capturada por R. Moura (nimero de
campo RM 233) na Fazenda Norma, Rio do Brago, municipio de lllhéus, Bahia
(39°16'30" O, 14° 40'56" S), e seguida por radio-colar até ser encontrada morta
em outubro de 2003. O material genético foi isolado a partir de uma amostra de
figado fixada em etanol, utilizando protocolo de sal para extragdo total do DNA
(SDS / NaCl / Proteinase K) descrito por Bruford et al. (1992). O conjunto de
dados utilizado para reconstruir a hipétese filogenética consiste em fragmentos
de 4 genes: mitocondrial citocromo b (CitB), exon 28 do fator de von Willebrand
(VWF), exon 10 do receptor de horménio do crescimento (GHR), gene ativador da
recombinase (RAG1), totalizando 3.810 pares de base (pb) por individuo de 14
géneros de Echimyidae (Callistomys, Capromys, Clyomys, Dactylomys, Echimys,
Euryzygomatomys, Isothrix, Makalata, Mesomys, Myocastor, Phyllomys,
Proechimys, Thrichomys, Trinomys). Octodon e Ctenomys foram utilizados como
grupos externos. Espécimes utilizados no presente estudo e respectivos nimero

de acesso do GenBank estdo listados no Apéndice 1.
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Os fragmentos de interesse foram amplificados através de clonagem in
vitro pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando a seguinte
combinagdo de primers: MVZ05 e MVZ16 (Smith & Patton, 1993) para CitB; V10,
W13 (Galewski et al., 2005), V2 e W1 (Huchon et al., 1999) para vVWF; GHREND,
GHR50F (Adkins et al., 2001), GHR10F, GHR11F e GHR14R (Upham et al., 2013)
para GHR e RAG1F1705, RAG1R2864 (Teeling et al., 2000), FMNH2b e FMNH3a
(Patterson & Velazco, 2008) para RAG1. As amostras foram sequenciadas nas
duas dire¢cdes em sequenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems)
seguindo protocolo do fabricante para a reagdo de sequenciamento. As
sequéncias foram alinhadas no Geneious 5.6 (Biomatters) e foi realizado o teste
de Xia et al. (2003) no DAMBES (Xia, 2013) para detectar saturacdo de
substituicdes nas diferentes posi¢cdes dos cédons. Os modelos de evolugdo para
cada particdo foram determinados no jModelTest 2.1.4 (Guindon & Gascuel,
2003; Darriba et al., 2012), permitindo trés esquemas de substituicdo e utilizando
o critério de informacéo de Akaike corrigido (AlCc).

Foi detectada saturagdo apenas para a terceira posicao do CitB, sendo as
sequéncias deste marcador particionadas em dois conjuntos de dados: um
incluindo as primeira e segunda posi¢des do cédon, e outro incluindo apenas a
terceira posi¢do. Os modelos de evolugdo selecionadas para cada partigdo
foram: 1) GTR (general time reversible) + | (proporcao de sitios invariaveis) + G
(gama) para primeira e segunda posi¢ao do CitB, e para VWF; 2) GTR + G para a
terceira posi¢do do CitB, e para GHR; e 3) TRN (Tamura-Nei) + | + G para o
RAG1. A hipdtese filogenética foi construida a partir de uma matriz com todos os
dados particionados utilizando o critério Bayesiano de otimizagdo implementado
no MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2012), com 10°gera¢des, amostrando uma arvore
a cada 500 geragdes, resultando em 2 x 10° arvores. As 25 % primeiras arvores
foram descartadas para a construgdo do consenso. As andlises foram repetidas
independentemente cinco vezes a fim de se evitar a ocorréncia de étimos locais.
Foram considerados significativos somente grupos com valores de probabilidade
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posterior Bayesiana (PPB) maiores ou iguais a 95 %.

Hipoteses filogenéticas alternativas encontradas para a posicdo de
Callistomys foram testadas usando o teste de aproximagdo sem viés
(approximately unbiased test) proposto por Shimodaira (2002) e implementado
no programa CONSEL (Shimodaira & Hasegawa, 2001). Para tanto, os valores de
maxima verossimilhanca de cada sitio foram calculados no PAUP* v4.0b10
(Swofford, 2002) assumindo o modelo de evolugdo apropriado para cada

particdo.

3. Resultados

Callistomys foi recuperado com suporte estatistico em um clado que inclui
também Myocastor, de hédbito semi-aquético e Proechimys, de habito terrestre,

formando uma politomia (Figura 1).

i
N\
Callistomys / : Zv\\_, .
% (1 Proechimys Thrichomys
Myocastor ,

\ ¢
] Proechimys N Callistomys
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* Phyllomys
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* Mesomys
grupos Isothrix
externos

Capromys

Euryzygomatomys

Trinomys

Figura 1. Filogenia Bayesiana de roedores Echimyidae construida com quatro marcadores
moleculares (CitB, vWF, GHR e RAGH1). Asteriscos indicam nés com suporte estatistico
(probabilidade posterior Bayesiana = 95). O mapa indica area de distribuicdo de Callistomys e

géneros filogeneticamente préximos.
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O teste de topologia ndo rejeitou nenhuma das trés hipoteses alternativas
de relagdo para a politomia: Callistomys mais proximo de Myocastor ou de
Proechimys, ou Proechimys mais proximo de Myocastor. O clado Callistomys +
Myocastor + Proechimys é irmao de Thrichomys, de habito terrestre, formando
um clado mais inclusivo, irmdo de um outro clado que abrange também os
demais taxa arboricola, incluindo os “Echimyinae” (parafilético) e os ratos-do-

bambu (Dactylomyinae) (Figura 1).

4. Discussao

A mais recente filogenia molecular proposta para Echimyidae (Fabre et al.,
2013) apresente trés principais clados: um formado por géneros terrestres e semi-
aquéatico (Thrichomys, Myocastor, Proechimys e Hoplomys); outro por géneros
arboricolas (Mesomys, Lonchothrix, Makalata, Phyllomys, Echimys, Isothrix,
Kannabateomys e Dactylomys); e um terceiro grupo formado por géneros semi-
fossoriais, terrestre e escansorial (Euryzygomatomys, Clyomys, Trinomys e
Capromys). Fabre et al. (2013) sugerem que a discrepancia repetidamente
encontrada entre filogenias moleculares e morfolégicas para equimideos pode
ser devido a abundéncia de caracteres plesiomérficos nos dados morfoldgicos.
Os autores também apontam que a diversificagdo da familia pode ter sido
dirigida primeiramente por ocupagdes de habitat distintos, seguida por
divergéncia morfolégica e finalmente uma irradiagdo adaptativa deu origem a
linhagem arboricola.

Dentre os 23 géneros de Echimyidae, 14 sdo arboricolas. Todas as
hipdteses filogenéticas baseadas em dados moleculares ja propostas para a
familia, indicaram uma monofilia de géneros com adapta¢des a vida arbdrea

(Galewski et al., 2005; Fabre et al., 2013; Upham et al., 2013). Hipoteses
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filogenéticas construidas com dados morfolégicos alocaram Callistomys em um
clado com outros equimideos arboricolas (Carvalho & Salles, 2004; Candela &
Rasia, 2012), no entanto, a posicao filogenética de Callistomys encontrada no
presente estudo, fora do clado arboricola e agrupado com géneros terrestres e
semi-aquatico, indica que equimideos arboricolas sdo parafiléticos e sugere que
o hébito arboricola e suas adaptagdes morfoldgicas correspondentes, surgiram
mais de uma vez durante a histéria evolutiva da familia (contra Carvalho & Salles,
2004).

Taxonomicamente, Callistomys é considerado um membro da subfamilia
Echimyinae (e.g., Woods & Kilpatrick, 2005), mas Emmons & Vucetich (1998) ja
haviam chamado atencdo para o fato de que o género apresenta caracteres
morfoldgicos intermediarios entre as subfamilias Eumysopinae e Echimyinae. Os
dados genéticos disponiveis indicam que ambas sdo parafiléticas (Upham &
Patterson, 2012; Fabre et al., 2013), um resultado também confirmado pelos
dados moleculares do presente estudo, incluindo Callistomys pela primeira vez.

Os quatro géneros recuperados em um mesmo clado nas andlises
genéticas do presente trabalho apresentaram caracteristicas ecoldégicas muito
distintas e quase nenhuma sobreposicdo de distribuicdo geogréfica (Figura 1). O
arboricola Callistomys tem distribuicdo restrita na Mata Atlantica do leste do
Brasil; o semi-aquéatico Myocastor ocorre em éreas abertas do sul da América do
Sul, indo da Bolivia até a Terra do Fogo; o terrestre Proechimys é amplamente
distribuido em terras baixas da floresta Amazdnica e habitat adjacentes, se
estendendo até a América Central; e o terrestre Thrichomys ocorre em florestas
secas e dreas abertas da Caatinga e Cerrado no Brasil Central, e partes
adjacentes no Paraguai e Bolivia. Apesar de apresentar distribuigdo muito restrita
atualmente, a area de ocorréncia de Callistomys se estendia mais de 700 km a
sudoeste no Pleistoceno tardio ao inicio do Holoceno (Emmons & Vucetich,
1998).

O tempo de diversificagdo do clado Callistomys + Myocastor + Proechimys
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é estimado ha cerca de 15 milhdes de anos (Fabre et al., 2013), o que sugere que
proximo dessa época essas linhagens ocupavam éareas préximas. A discrepancia
entre areas de ocorréncia atuais dos tdxons e deslocamento ao longo do tempo
ilustram que o distribuicdo geografica atual ndo necessariamente reflete o
histérico de diversificagdo do grupo e pode esclarecer pouco sobre os habitas
ocupados pelas linhagens ancestrais, especialmente as mais antigas. Uma das
principais limitagdes das inferéncias evolutivas baseadas em filogenia moleculares
€ a auséncia de tdxons fdsseis, nesse caso podemos citar géneros extintos,
filogeneticamente proximos a Callistomys e Myocastor, como Maruchito e
Tramyocastor (Carvalho & Salles, 2004; Candela & Rasia, 2012). Apesar dessas
limitagSes, os resultados apresentado aqui indicam que os taxons viventes
filogeneticamente proximos de Callistomys nao estdo na Mata Atlantica, e
apresentam caracteres morfolégicos e adaptagdes ecoldgicas muito distintas,
chamando atengdo para a natureza dindmica da evolugdo e biogeografia dos

equimideos.
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Apéndice 1. Cdédigos de acesso do GenBank das amostras utilizadas no
presentes trabalho, os cédigos correspondem respectivamente as sequéncias de

CitB, GHR, RAG1 e VWF.

Echimyidae: Callistomys pictus [KJ742659, KJ742627, KJ742677, KJ742614];
Capromys pilorides [AF422915, AF433950, JX515322, AJ251142]; Clyomys
laticeps [AF422918, JX515326, KJ742679, AJB49306]; Dactylomys boliviensis
[L23339, JX515334, EU313298, AJ849307]; Echimys chrysurus [L23341, JX515333,
EU313303, AJ251141]; Euryzygomatomys spinosus [EU544667, JX515327,
KJ742680, AJ849319]; Isothrix bistriata [L23355, JX515336, EU313305, AJ849308];
Makalata didelphoides [EU302692, JX515332, EU313315, AJ849311]; Mesomys
hispidus [L23385, JX515335, EU313322, AJ849305]; Myocastor coypus [EU544663,
AF520662, AY011892, AJ251140]; Phyllomys blainvilii [EF608180, JX515331,
JX515323, AJ849314]; Proechimys simonsi [EU313249, JX515324, EU313332,
AJB49320]; Thrichomys apereoides [EU544668, JX515325, EU313334, AJ849315];
Trinomys iheringi [EU544664, KF590695, EU313337, KF590677].

Grupos Externos*: Octodon [AM407929, AF520650, XM004627038, AJ238386];
Ctenomys [AF370703, AF520656, KM514671, AJ251138].

* Para representar os géneros dos grupos externos foram utilizadas sequéncias de espécies
diferentes, resultando em unidades taxondmicas operacionais quiméricas. Para Octodon foram
utilizadas sequéncias de CitB e RAG1 de O. degus, e sequéncias de GHR e vVWF de O. lunatus.
Para Ctenomys, foram utilizadas sequéncias de CitB e vVWF de C. maulinus, sequéncias de GHR de

C. steinbachi, e sequéncias de RAG1 de C. bicolor.
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Resumo

Phyllomys é um género de roedores Echimyidae arboricolas endémico da Mata
Atlantica brasileira, considerado raro e pouco representado em colegdes
cientificas. Atualmente sdo reconhecidas 13 espécies viventes e 4 potenciais
espécies novas ainda nao descritas no género. O objetivo do presente trabalho
foi elucidar aspectos da filogenia, evolugao e limites entre espécies de Phyllomys
utilizando sequéncias de dois genes mitocondriais (CitB e COI) e trés nucleares
(GHR, RAG1 e VWF) de 12 linhagens distintas. Foram identificados trés grupos
principais de espécies: um com distribui¢do longitudinal pela por¢do central da
Mata Atlantica (P. pattoni (P. mantiqueirensis, Phyllomys sp. 4)); e a partir dai dois
outros grupos, um com distribuicdo na por¢do norte da Mata Atlantica (Phyllomys
sp. 2 (P. blainvilii (P. brasiliensis, P. lamarum))); e outro na porg¢éo sul (Phyllomys
sp. 3 ((Phyllomys sp. 1, P. lundi), (Phyllomys sp. 5 (P. dasythrix (P. nigrispinus (P.
sulinus, Phyllomys sp. 6)))))). A identificagdo de duas linhagens independentes,
Phyllomys sp.5 e sp.6, elevando o potencial nimero de espécies do género de
17 para 19, incita uma revisdo dos limites de distribuicdo geogréfica e caracteres
diagnésticos de P. sulinus, P. nigrispinus, P. lamarum e P. blainvilii. As filogenias
associadas a dados de distribuicdo geogréfica sugerem que a diversificagado e
distribuicdo das espécies de Phyllomys foi influenciada pela atividade
neotectdnica, gradientes altitudinais e latitudinais e mudangas climaticas que
atuaram desde o Mioceno, marcando os primeiros eventos de diversificagdo do

género até as especiagdes mais recentes, no Pleistoceno.

Palavras-chave: biogeografia; evolucao; filogenia molecular; Mata Atlantica;

sistematica molecular.
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1. Introducao

O género Phyllomys foi descrito por Lund em 1839 e compreende
espécies arboricolas de pequeno a médio porte, com héabito noturno e
distribuicao restrita a dreas de Mata Atlantica brasileira, presente inclusive em
enclaves de mata na Caatinga (Moojen, 1952; Leite, 2003). Representa a
linhagem atual mais diversa dentre os Echimyidae arboricolas, com 13 espécies
viventes descritas além de 4 linhagens independentes que representam
potenciais espécies novas ainda nao descritas (Loss & Leite, 2011; Araujo et al.,
2013). Apesar de sua distribuicdo ser praticamente restrita a Mata Atlantica,
estudos morfolégicos e moleculares apontam o género amazoénico arboricola
Echimys como grupo irmao de Phyllomys (Galewski et al., 2005; Fabre et al.,
2013; Verzi et al., 2013).

Historicamente, Phyllomys foi classificado como Nelomys ou incluido
dentro de Echimys. Apesar do nome Phyllomys ter sido aplicado corretamente
por Moojen (1952) no clssico livro “Os Roedores do Brasil”, o autor ndo explicou
o porqué do seu uso e Nelomys continuou sendo amplamente empregado (e.g.,
Cabrera 1961; Emmons & Feer 1990; 1997; Olmos 1997). A primeira revisao
taxonémica do grupo foi publicada por Emmons et al. (2002), onde os autores
esclarecem que, apesar de Nelomys ser mais antigo que Phyllomys, esse é
sinbnimo junior de Echimys, sendo portanto Phyllomys o préximo nome
disponivel.

Pouco se sabe sobre a ecologia e histéria natural dos Phyllomys. Leite
(2003) ressaltou que o numero de informagdes era muito pequeno para permitir
qualquer tipo de andlise estatistica, sendo, em sua maioria, provenientes de
observagdes pontuais. Tais observa¢des sugerem que os Phyllomys apresentam
um ninhada pequena, variando de um a dois filhotes que nascem precoces.
Observagdes de campo e de colegdes cientificas indicam que eles podem perder

a cauda, comportamento provavelmente associado ao mecanismo de fuga de
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predadores (Shargal et al., 1999; Vaughan et al., 2014) presente na maioria dos
equimideos. Sao herbivoros, alimentando-se principalmente de folhas e
apresentam morfologia compativel com habito arboricola, com cauda longa,
membros traseiros relativamente curtos, unhas robustas, orelhas pequenas e
vibrissas longas. Apresentam crescimento indeterminado (Leite, 2003), assim
como outros Echimyidae (Patton & Rogers, 1983; Patton et al., 2000).

Exemplares de Phyllomys sao relativamente raros em colegdes cientificas,
o que levanta a questdo se eles sdo também raros na natureza ou pouco
coletados devido ao uso de métodos de captura pouco eficientes. Das 12
espécies de Phyllomys presentes na lista vermelha de espécies ameagadas da
International Union for Conservation of Nature and Natural Resources (IUCN,
http://discover.iucnredlist.org), apenas 5 delas sdo consideradas de baixo risco,
enquanto 5 sdo classificadas como em perigo ou criticamente em perigo e as
informacgdes sdo insuficientes para determinar o status de conservagdo de outras
2. Algumas espécies sdo conhecidas por menos de uma dezena de exemplares e
a caréncia de estudos a respeito do grupo é um reflexo da falta de
representantes em colegdes cientificas, da falta de informacbes precisas sobre
localidades de coleta e da preservacao de apenas algumas partes (e.g., s6 a pele,
sem o cranio) de alguns exemplares importantes, como holétipos.

Phyllomys kerri é conhecido por somente trés exemplares coletados em
1941, todos na mesma localidade em Ubatuba, Sdo Paulo. Phyllomys lundi é
conhecido apenas por dois exemplares e P. mantiqueirensis e P. unicolor sao
conhecidos apenas pelos seus respectivos holétipos. No caso de P. unicolor, o
holétipo é composto por uma pele montada para exposicdo e um cranio
quebrado. Leite et al. (2007) coletaram o que acreditavam ser um novo exemplar
de P. unicolor, préximo a localidade tipo da espécie, no entanto Loss & Leite
(2011) mostraram que o exemplar coletado pertence, na realidade, a espécie P.

pattoni e que a sequéncia de citocromo b (CitB) gerada por Leite et al. (2007),
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corresponde a uma coépia pardloga deste marcador, inadequada para andlises
filogenéticas com objetivos sistematicos.

Outro exemplo é o caso de P. nigrispinus, em que o holdtipo é composto
apenas de uma pele, sem cranio. A auséncia do cranio impossibilita comparagdes
da morfologia interna dessa espécie e, consequentemente, dificulta a correta
identificacido de outros individuos. Com isso, Leite (2003), associou
incorretamente sequéncias de DNA de uma espécie aparentemente ndo descrita
a P. nigrispinus e sequéncia de um individuo de P. nigrispinus a P. sulinus. Loss &
Leite (2011) esclareceram o equivoco e chamaram atencéo para a necessidade de
mais estudos que auxiliem na distingdo e confirmagdo da identidade taxonémica
de P. nigrispinus e P. sulinus, uma vez que sao espécies irmas e cripticas, com
simpatria em algumas localidades e baixa divergéncia genética em marcadores
moleculares mitocondriais.

Os trabalhos de Emmons et al. (2002) e Leite (2003) representam
contribuigdes muito importantes para o conhecimento do género, pois ajudaram
a esclarecer a identidade taxondmica ndo sé de Phyllomys, mas também de suas
espécies. Emmons et al. (2002) designaram lectétipos para cinco espécies e
definiram as localidades tipo de todas as espécies conhecidas até entdo, além de
descreverem uma espécie nova (P. pattoni). Leite (2003) associou caridtipos
disponiveis na literatura as espécies de Phyllomys, descreveu duas novas espécies
(P. lundi e P. mantiqueirensis) e sugeriu a existéncia de outra (P. aff. dasythrix),
que foi posteriormente descrita como P. sulinus (Leite et al., 2008).

A primeira filogenia das espécies de Phyllomys, baseada em sequéncias
do gene mitocondrial CitB, incluiu amostras de 9 das 13 descritas na época
(Leite, 2003). Apesar da falta de resolugdo de varios nés da filogenia,
principalmente daqueles que representam divergéncias mais basais, dois clados
geograficamente estruturados foram encontrados: clado sul, composto por P.
dasythrix e P. sulinus, com distribuicdo geogréafica do sudeste ao sul do Brasil; e
clado nordeste, formado por P. brasiliensis, P. blainvilii e P. lamarum, ocorrendo
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no nordeste do Brasil, inclusive nos enclaves de mata da Caatinga. Resultados
semelhantes foram encontrados quando mais amostras e mais genes (dois
marcadores mitocondriais e dois nucleares) foram utilizados, mas a falta de
resolucao para as relagdes mais basais do género permaneceram e trés linhagens
independentes que possivelmente representam espécies nado descritas de
Phyllomys foram identificadas (Loss & Leite, 2011). Além disso, uma nova
linhagem representando mais uma possivel espécie de Phyllomys nado descrita foi
identificada recentemente (Aradjo et al., 2013), ampliando para quatro as
potenciais espécies novas para 0 género.

Embora esses estudos representem uma avanco no conhecimento sobre o
grupo, muitas questdes bdsicas no que diz respeito a sisteméatica, taxonomia,
limites de distribuicdo geografica e relagdes filogenéticas das espécies de
Phyllomys ainda estdo em aberto. Nesse contexto, os objetivos do presente
trabalho foram: (1) construir uma hipdtese filogenética mais robusta para
diversificagdo de Phyllomys ampliando a matriz de caracteres com mais amostras
e marcadores moleculares; (2) datar os eventos de diversificacdo encontrados; e

(3) investigar a identidade taxondémica de P. sulinus e P. nigrispinus.

2. Material e Métodos

2.1. Espécimes

Amostras de tecido (figado ou musculo) conservados em etanol foram
obtidas de 134 individuos e amostras de pele foram retiradas de 9 espécimes,
representando no total 9 das 13 espécies descritas de Phyllomys (P. blainvilii, P.
brasiliensis, P. dasythrix, P. lamarum, P. lundi, P. mantiqueirensis, P. nigrispinus, P.
pattoni e P. sulinus) e quatro potenciais espécies ndo descritas (sp. 1-4)

identificadas em Loss & Leite (2011) e Araujo et al. (2013). Como grupos externos
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para as reconstrugdes filogenéticas, foram utilizados representantes dos géneros
filogeneticamente mais proximos de Phyllomys, os equimideos Echimys
chrysurus e Makalata didelphoides. Para as anédlises de datagdo molecular foram
utilizadas ainda sequéncias disponiveis no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) ou geradas no presente trabalho, de
representantes de outros 10 géneros de Echimyidae (Callistomys, Clyomys,
Echimys, Euryzygomatomys, Makalata, Mesomys, Myocastor, Thrichomys,
Trinomys, Proechimys) e de outros Caviomorpha importantes para a calibragdo
do relégio molecular (Abrocoma, Capromys, Chinchilla, Ctenomys,
Octodontomys). Todos os espécimes utilizados no presente trabalho, assim como

os respectivos nimeros de acesso do GenBank estdo listados no Apéndice 1.

2.2. Obtengao das sequéncias de DNA

O material genético dos tecidos fixados em etanol foi isolado utilizando o
protocolo de extragdo de DNA total com sal (SDS/NaCl/Proteinase K) descrito
por Bruford et al. (1992) e o material retirado das peles foi isolado utilizando-se o
kit de extracdo DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) de acordo com o protocolo
descrito por Bi et al. (2013), com pequenas modificagdes (Apéndice 2). O DNA
isolado foi utilizado na reagdo em cadeia de polimerase (PCR) para amplificagao
de fragmentos de dois genes mitocondriais, sendo 801 pares de base (pb) do
CitB e 657 pb do citocromo c oxidase | (COI) e trés genes nucleares, sendo 1.164
pb do exon 28 do fator de von Willebrand (vWF), 681 pb do exon 10 do receptor
de horménio do crescimento (GHR) e 681 pb do gene ativador da recombinase 1
(RAG1), totalizando 3.984 pb por individuo. Para o material extraido de pele,
apenas os genes mitocondriais foram amplificados. Para cada PCR com volume
final de 25 pL foram acrescentados 2,5 pL de tampéao 10x, 1,0 pL de MgCl, (50
mM), 0,5 pL de solucdo de dANTP (10 mM cada nucleotideo), 0,3 pL de cada
primer (10 pM), 3 unidades de Taq Platinum (Invitrogen Corporation) e 1 pL de

DNA. Os iniciadores (primers) utilizados para a amplificacdo de cada marcador
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estdo listados na Apéndice 3. O produto amplificado foi purificado com as
enzimas ExoSAP (GE Healthcare Life Sciences) e a reagdo de sequenciamento foi
realizada com kit Big Dye v3.1 (Applied Biosystems) seguindo protocolo do
fabricante. Utilizando sequenciador automético ABI 3500, as amostras foram
sequenciadas nas duas dire¢des, com os mesmos iniciadores utilizados na PCR,
exceto para o coquetel do COl em que foram utilizados os iniciadores M13F (-21)

e M13R (-27) para o sequenciamento.

2.3. Alinhamento e célculo da divergéncia genética

As sequéncias geradas foram alinhadas no Geneious 5.6 (Biomatters).
Devido a dificuldade de se analisar heterozigotos, foi utilizado nas anéalises um
consenso dos haplétipos de cada individuo heterozigoto, com os sitios
polimérficos representados segundo o cédigo de ambiguidades (IUPAC, 1974).
As divergéncias genéticas p ndo corrigida intra e interespecificas foram

calculadas para cada gene no programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013).

2.4. Inferéncias filogenéticas

As filogenias foram inferidas para cada marcador individualmente, assim
como para uma matriz combinada com todos os marcadores particionados,
permitindo que cada partigdo assumisse um modelo evolutivo independente. As
filogenias construidas com os marcadores mitocondriais CitB e COIl foram
utilizadas para identificar as amostras ao nivel de espécie, uma vez que se
mostraram eficientes para esse propdsito para varios grupos de espécies distintos
(Bradley & Baker, 2001; Hebert et al., 2003; Agrizzi et al., 2012), inclusive para
Phyllomys (Leite, 2003; Loss & Leite, 2011). Tomando as filogenias dos
marcadores mitocondriais como referéncia, foram escolhidos pelo menos um
individuo de cada espécie, ou linhagem evolutiva distinta, para compor as

andlises combinadas com todos os marcadores, totalizando 34 amostras de
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Phyllomys e dois grupos externos (Echimys e Makalata). Para avaliar a
diferenciagdo molecular entre P. sulinus e P. nigrispinus foram utilizados trés
conjuntos de dados: as filogenias construidas com os marcadores mitocondriais
CitB e COl, individualmente, além de uma filogenia construida com marcadores
mitocondriais e o marcador nuclear VWF, particionados (CitB, COIl e vWF),
utilizando apenas individuos previamente associados a essas duas espécies,
tendo P. dasythrix como grupo externo.

As andlises de maxima verossimilhangca e o teste de bootstrap foram
realizadas no programa RaxML (Stamatakis, 2014), na plataforma CIPRES
(https://www.phylo.org/portal2), empregando o modelo de evolugdo GTR + G
(gama) para todas as particdes e para as analises individuais de cada marcador,
pois é o Unico modelo implementado pelo programa. As andlises bayesianas
foram realizadas no pacote BEAST 2.1.3 (Bouckaert et al., 2014), por 10’
geragdes, amostrando-se uma arvore a cada 10° geracdes, totalizando 10*
arvores. O consenso entre as arvores foi gerado no programa TreeAnnotator do
pacote BEAST, eliminando-se as primeiras 10° arvores. Os arquivos de saida das
corridas Bayesianas foram avaliados no Tracer 1.5 (Drummond & Rambaut, 2007)
a fim de se averiguar a convergéncia da cadeia a uma distribuicdo estacionaria.
As andlises foram rodadas por pelo menos trés vezes para se evitar locais sub-
6timos. Os modelos de evolugdo, para cada particdo das andlises Bayesianas
combinadas e para as anélises individuais de cada marcador, foram determinados
utilizando-se o Critério de Informacao Bayesiano (BIC) implementado no
jModelTest 2.1.4, permitindo trés esquemas de substituigdo e estimativa do
parametro G (ver Apéndice 4 para modelos selecionados). O parémetro |
(proporcdo de sitios invaridveis) foi excluido devido a possibilidade de néo
independéncia entre G e | (Mayrose et al., 2005; Stamatakis, 2006). Todos os
modelos de evolugdo foram estimados incluindo-se os grupos externos. Para as
analises Bayesianas, foram considerados significativos apenas os grupos com
probabilidade posterior bayesiana igual ou maior a 95 % (PPB = 0,95). Para as
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analises de maxima verossimilhanga foram discutidos apenas grupos com valores
de bootstrap igual ou maior que 50 %, sendo considerado elevado suporte

estatistico valores maiores ou iguais a 70 %.

2.5. Relégio molecular

A matriz de dados para as anélises do relégio molecular foi composta por
50 unidades taxonémicas operacionais (UTO's) (Apéndice 1) e quatro marcadores
moleculares (CitB, GHR, RAG1 e vWF), totalizando 3.330 pb por UTO. Os
modelos de evolugdo para cada particdo foram determinados no jModelTest
2.1.4 seguindo os mesmos critérios utilizados para as analises Bayesianas (ver
Apéndice 4 para modelos selecionados). A datagao foi feita no programa BEAST
2.1.3 com modelos de evolugdo e taxas de relégio independentes entre as
particdes. Para cada particdo foi aplicado um modelo de relégio relaxado com
distribuicdo Lognormal (relaxed clock Log Normal). Para a construgdo da arvore
foi aplicado prior do modelo de Yule. A monofilia foi forcada para todos os
pontos de calibragdo, assim como para as relagdes entre as espécies de
Phyllomys, reconstruida de acordo com a topologia resultante da andlise
Bayesiana com todos os marcadores moleculares. O relégio foi calibrado
utilizando-se trés registros fésseis importantes para a reconstrucao da evolugao
dos Caviomorpha na América do Sul, seguindo Upham et al. (2013). Os valores
minimos da datacdo do fdssil foram utilizados como limites inferiores da
estimativa (offset), assegurando que as estimativas de datagdes das linhagens
sejam mais antigas que a datacao do féssil correspondente. Para todos os pontos
de calibragdo do relégio foram utilizados priors com distribuicdo Lognormal,
média O e desvio padrao 1.

O primeiro ponto de calibragdo utilizado foi o ancestral comum mais
recente (ACMR) entre Chinchilloidea e Octodontoidea, representado pelo
Octodontoidae mais antigo, Draconomys verai (Vucetich et al., 2010; Antoine et

al., 2012), da Formacdo Sarmiento do Oligoceno inferior, em Gran Barranca
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(Argentina), estimada entre 29,5 e 31,1 milhdes de anos (Ma) atrds. O né foi
calibrado com a idade minima de 29,5 Ma e intervalo de confianca (IC) de 95 % =
29,5-34,7 Ma. O segundo ponto de calibragédo foi o ACMR entre Octodontidae e
Ctenomyidae, representado por um ramo ancestral (“stem taxa”) da linhagem de
Ctenomys, o Xenodontomys simpsoni (Verzi, 2008; Verzi et al., 2013) da
Formagao Los Salitres do Mioceno tardio, em Laguna Chasicé (Argentina),
estimada entre 5,7 e 6,0 Ma (Verzi, 1999, 2008). O né foi calibrado com a idade
minima de 5,7 Ma (IC 95 % = 5,7-10,9 Ma). O terceiro ponto de calibragéo foi o
ACMR do clado Thrichomys-Myocastor-Callistomys-Proechimys (Loss et al., 2014),
representado por um ramo ancestral da linhagem de Thrichomys, o Pampamys
emmonsae (Verzi et al., 1995, 2013; Olivares & Verzi, 2014), da Formacéo Cerro
Azul do Mioceno tardio, em Laguna Chillhué (Argentina), estimada entre 6,0 e 9,3
Ma (Verzi et al., 2008). O né foi calibrado com a idade minima de 6,0 Ma (IC 95 %
= 6,0-11,2 Ma).

3. Resultados

3.1. Divergéncia genética

Os marcadores mitocondriais CitB e COI apresentaram maior divergéncia
genética média entre sequéncias de Phyllomys, sendo 7,4 % e 7,9 %,
respectivamente (Tabela 1). Dentre os marcadores nucleares, VWF foi o que
apresentou maior divergéncia média (1,4 %) entre sequéncia de Phyllomys,
seguido por GHR (0,7 %) e RAG1 (0,5 %). Em GHR e RAG1, a distancia méxima
registrada entre dois haplétipos de Phyllomys (1,7 % e 1,3 %, respectivamente),
foi maior que a distancia média entre Phyllomys e o grupo externo Echimys (1,6
% para GHR e 0,8 % para RAG1), no entanto menor que entre Phyllomys e
Makalata (2,8 % para GHR e 1,9 % para RAG1). As divergéncias méaximas
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registradas dentro de Phyllomys para o CitB, COIl e vVWF foram, respectivamente,
13,0%, 13,7 % e 4,2 % (Tabela 1).

Tabela 1. Divergéncia genética p ndo corrigida média e méxima calculada dentro de Phyllomys e

média calculada entre Phyllomys e os grupos externos Echimys e Makalata.

disténcia genética p ndo corrigida e erro padrédo (%)

marcador ,E’Jf;ry(ﬁcjn?; dentro de Phyllomys média entreeré/::]oomys e grupo
média maxima Echimys Makalata
CitB 141 7,4x0,8 13,0+1,9 14,5=1,5 16,1=1,8
COl 124 79=+0,7 13,715 14,7 1,6 14,8 1,3
GHR 42 0,7+0,2 1,7+0,7 1,606 2608
RAG1 41 05+0,2 1,306 0,8+0,3 1,906
vWF 85 1,406 4,2 +1,8 5119 43«17

3.2. Inferéncias filogenéticas

De uma maneira geral, os diferentes critérios de otimizagdo recuperaram
topologias muito similares, portanto serdo mostradas apenas as arvores de
inferéncia bayesiana. Diferentes marcadores indicaram topologias distintas em
alguns casos, sugerindo diferentes relagdes entre as espécies apesar de grande
parte ser congruente (ver Apéndice 5 para as filogenias recuperadas e Apéndice
6 para comparagao das principais diferengas encontradas). A topologia da anélise
bayesiana recuperada com todos os marcadores (Figura 1) foi utilizada como
referéncia para comparagdo com as topologias geradas a partir de outros

marcadores (Apéndice 6).
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Figura 1. Topologia recuperada nas anélises de inferéncia bayesiana de espécies de Phyllomys.
Suporte estatistico dos clados com cada marcador molecular (CitB, COI, GHR, RAG1, VWF e
todos juntos) estdo representados pelos circulos: preto = clado recuperado com propabilidade
posterior bayesiana (PPB) = 95; cinza = clado recuperado, porém com PPB < 95; e branco =
clado n&o recuperado. 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 né.
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3.2.1. Monofilia do género e das espécies

A monofilia do género Phyllomys (n6 A da Figura 1) foi recuperada com
suporte estatistico por cinco dos seis conjuntos de dados analisados (COI, GHR,
RAG1, vWF e todos os marcadores). Na analise bayesiana com o CitB, a monofilia
foi recuperada, porém sem suporte, e na andlise de méxima verossimilhanga com
o mesmo marcador, o grupo externo Echimys ficou interno a Phyllomys, também
sem suporte (filogenia ndo mostrada, ver Apéndice 6 para nds recuperados e
valores de suporte em cada analise). As filogenias construidas com os marcadores
mitocondriais CitB, COI assim como aquela com todos os marcadores juntos
(Figuras II, lll e V do Apéndice 5 e Figura 1) recuperaram 15 linhagens evolutivas
distintas que podem ser associadas a espécies de Phyllomys, sendo 9 delas ja
descritas (P. blainvilii, P. brasiliensis, P. dasythrix, P. lamarum, P. lundi, P.
mantiqueirensis, P. nigrispinus, P. pattoni e P. sulinus), quatro potenciais espécies
nao descritas citadas na literatura (Loss & Leite, 2011; Arauljo et al., 2013) e duas
linhagens inéditas que provavelmente também representam espécies ainda nao
descritas, identificadas no presente trabalho como Phyllomys sp. 5 e sp. 6. A
monofilia de todas essas espécies foi robusta com os marcadores CitB e COlI
individualmente e com todos juntos, apesar de P. sulinus, nao ter apresentado
suporte estatistico nas anélises de COI, nem com todos os marcadores (Apéndice
7). No entanto, P. sulinus foi recuperado com suporte nas analises de CitB apenas

e CitB, COl e vWF combinados (Figura Ill do Apéndice 5, e Apéndice 7).

3.2.2. Topologia e distribuicdo geogréfica

A andlise bayesiana com todos os marcadores (Figura 1) recuperou 14
clados supraespecificos (A-N), sendo que apenas trés (B, C e H) ndo
apresentaram suporte estatistico nem nas andlises bayesianas nem nas de
maxima verossimilhanca. A partir da base da filogenia, podem ser identificados
dois clados, um formado por (P. pattoni (Phyllomys sp. 4 + P. mantiqueirensis)),
porém sem suporte estatistico (clado B), com distribuicdo do nordeste do estado
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de Sdo Paulo até o estado da Paraiba (Figura 2A); e outro com todas as outras
espécies (clado D). O clado D, por sua vez, apresenta quatro linhagens: 1) clado E
formado por (Phyllomys sp. 2 (P. blainvilii (P. lamarum + P. brasiliensis))), com
distribuicdo geografica em enclaves de floresta dmida na Caatinga e Cerrado do
nordeste e sudeste do Brasil ao norte do Rio Doce (Figura 2B); 2) Phyllomys sp. 3
que ocorre no estado do Rio de Janeiro (Figura 2C); 3) clado J formado por
Phyllomys sp. 1 e P. lundi com distribuicdo da bacia do Rio Doce no estado de
Minas Gerais até o estado do Rio de Janeiro (Figura 2C); 4) clado K formado por
(Phyllomys sp. 5 (P. dasythrix (P. nigrispinus (P. sulinus + Phyllomys sp. 6)))) com
distribuicdo do sul do estado do Rio de Janeiro até o sul do Brasil, no estado do

Rio Grande do Sul (Figura 2D).

3.3. Relégio molecular

As andlises de datagdo molecular (Figura 1 e Apéndice 9) indicaram a
diversificagdo entre Phyllomys e o grupo irmao amazoénico Echimys, com base no
tempo do ancestral comum mais recente (tacwr), durante o Mioceno, ha cerca de
10 Ma (IC 95 % = 7,63-13,14 Ma) atrés. As diversificacdes mais antigas das
espécies de Phyllomys foram estimadas na transi¢do Plioceno/Mioceno ha cerca
de 5,65 Ma (IC 95 % = 3,97-7,46 Ma). Grande parte das diversificagdes dentro do
género ocorreram durante o Plioceno, sendo algumas mais recentes, como das

espécies do clado L, estimadas para o Pleistoceno (Figura 1 e Apéndice 9).

41



Capitulo 2 - Phyllomys

A.C. Loss, 2014

10°S

Phyllomys sp. 4
P. mantiqueirensis

P. pattoni

P. unicolor

20° S+

10°S —

clado nordeste

I Phyllomys sp. 2
B P, blainvilii
B P, lamarum

B P, brasiliensis
0 200 400 km 20°S —
[ I :

42



Capitulo 2 - Phyllomys

A.C. Loss, 2014

125
Len 120
=
B P thomasi .
: 129 , 25°5
> W17 -
Q,b(o‘\ * 1 P kerri
b ‘
bi 132 B P, medius
133 né D
mm Phyllomys sp. 3
140'138 mm Phyllomys sp. 1
144 )
mm P lundi
né K
g0 /\ 0 200 400 km
[ I
@ 45° 0
84? RJ ’
2 SP 707
? 87 69
85 38 O
9 M 82-83 — L
= 90 5
o Y 931 96. of ’sg
r U6-117@ 56 115" 105
PR 180 gy’
121-122 [
g 13 .
131 124 clado sul 25°S
{ =0 Phyllomys sp. 5
{ 134@135 I P nigrispinus
P. suli
o.”'J 135"146 SC 137 I P sulinus
il (@] 143J141 nol mm Phyllomys sp. 6
= 139
p 145 142 B P dasythrix
RS
148 .147 0 200 400 km
149 5] A O
152
o gy
' Oiss 45°0

Figura 2. Mapas de distribuicdo das espécies de Phyllomys. Quadrados representam espécimes

identificados por dados morfolégicos; circulos indicam espécimes com sequéncias de DNA

associada; interrogagdo significa identificagdo taxondmica incerta; estrela indica localidade tipo;

estrela com um ponto significa que foram obtidas sequéncias de DNA do holétipo. As localidades

estdo numeradas de acordo com o Apéndice 8.
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4. Discussao

4.1. Sistematica molecular e taxonomia de Phyllomys

As andlises moleculares sugerem a existéncia de seis linhagens
independentes ainda ndo associadas a qualquer espécie descrita de Phyllomys.
Phyllomys sp. 1, sp. 2 e sp. 3 foram reportadas por Loss & Leite (2011) e
Phyllomys sp. 4 por Araujo et al. (2013). Asfora (2011) descreveu a morfologia de
Phyllomys sp. 2 e Abreu-Junior (2013) de Phyllomys sp. 5. O presente estudo
reporta pela primeira vez Phyllomys sp. 6.

Quatro espécies descritas de Phyllomys nao foram incluidas nas analises
moleculares por ndo haver sequéncia de DNA disponivel, sdo elas: P. kerri, P.
medius, P. thomasi e P. unicolor. A validade de Phyllomys sp. 1, sp. 2, sp. 3 e sp.
4 foi discutida por Asfora (2011), Loss & Leite (2011) e Araljo et al. (2013).
Nenhum dos trabalhos citados incluiu uma minuciosa andlise morfolégica, no
entanto, observagdes preliminares de dados morfolégicos, cariotipicos e de
distribuicdo geografica associadas as evidéncias filogenéticas sugerem que estas
linhagens ndo pertengam a nenhuma das espécies descritas de Phyllomys nao
representadas na filogenia. Apesar da anélise morfolégica também néo ser o foco
principal do presente trabalho, esses dados foram analisados juntamente com
dados moleculares e de distribuicdo geografica na tentativa de se esclarecer a
identidade taxonémica de Phyllomys sp. 5 e de Phyllomys sp. 6. em relagdo a P.

sulinus e P. nigrispinus.

4.1.1. Phyllomys sp. 5

Foram incluidos trés exemplares associados a Phyllomys sp. 5 nas anélises,
todos coletados no sul do estado de Sado Paulo, na regido da Serra do Mar. Dois
deles sdo da Estacdo Ecoldgica do Bananal (Abreu-Junior, 2013) (Figura 2D,
localidade 87) e um de Picinguaba (Pinheiro & Geise, 2008) (Figura 2D, localidade

89). O exemplar de Picinguaba (PSP 51) foi previamente identificado como P.
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pattoni (Pinheiro & Geise, 2008), no entanto, as analises moleculares mostraram
que esse espécime pertence a uma linhagem filogeneticamente distinta (Figura 1)
e apresenta uma divergéncia genética de CitB de 10,2 + 1,5 % (Apéndice 10),
compativel com altos valores encontrados entre espécies de Phyllomys (Loss &
Leite, 2011). As anadlises filogenéticas indicam ainda Phyllomys sp. 5 irmédo do
grupo formado por P. dasythrix, P. nigrispinus, P. sulinus e Phyllomys sp. 6 (n6 K,
Figura 1), com uma divergéncia genética entre 7,9 % e 8,7 % em relacdo a essas
espécies para o CitB (Apéndice 10) entre essas duas linhagens. Portanto,
Phyllomys sp. 5 ndo pertence a nenhuma das espécies descritas amostradas na
filogenia molecular.

As espécies ndo representadas na filogenia, P. thomasi e P. unicolor, sdo
as que possuem maior tamanho corporal dentro do género, sendo
consideravelmente maiores que Phyllomys sp. 5, que apresenta corpo com
tamanho médio, seguindo critérios de Leite (2003). Além disso, P. thomasi é
endémico da llha de Sdo Sebastido (Figura 2C, localidades 113 e 114) e P.
unicolor conhecido apenas da localidade tipo em Caravelas, Bahia (Figura 2A,
localidade 33). Portanto, a associagdo de Phyllomys sp. 5 a uma dessas duas
espécies pode ser descartada por diferencas de tamanho corporal e de
distribuicdo geogréfica. No entanto, as localidade de coleta de Phyllomys sp. 5
sdo préximas a ocorréncia de P. kerri (Ubatuba, Sdo Paulo; Figura 2C, localidade
91) e de P. medius (que se estende da regiao central do estado do Rio de Janeiro
até o estado do Rio Grande do Sul; Figura 2C). A pelagem de Phyllomys sp. 5 é
distinta de P. medius que apresenta os aristiformes da corcunda longos e finos,
mas semelhante a P. kerri, com aristiformes da corcunda de tamanho médio e
largos. No entanto, algumas caracteristicas cranianas diferem entre P. kerri e
Phyllomys sp. 5 como a largura do palato na altura do primeiro molar e a raiz
ventral do processo angular da mandibula.

As alternativas mais possiveis diante das observagdes apresentadas seriam
Phyllomys sp. 5 representar uma espécie de Phyllomys ainda ndo descrita ou
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pertencer a P. kerri. No entanto, como a amostragem de P. kerri é restrita a
apenas trés individuos da mesma localidade, pouco se conhece sobre sua
variagdo morfoldgica intraespecifica, ndo sendo portanto possivel fazer tal
associacao. A inclusao de sequéncias de DNA de um dos trés individuos de P.
kerri conhecidos seria de extrema importancia para resolver essa questdo

taxondbmica.

4.1.2. Phyllomys nigrispinus, P. sulinus e Phyllomys sp. 6

Leite (2003) e Leite et al. (2008) chamaram atengdo para as semelhangas
morfolégicas entre P. sulinus e P. nigrispinus, no entanto, Leite (2003) havia
associado equivocadamente sequéncias de CitB de Phyllomys sp. 3 a P.
nigrispinus, o que levava a conclusdo de que P. nigrispinus e P. sulinus eram
geneticamente distintas e filogeneticamente distantes, apesar de serem
morfologicamente semelhantes. Loss & Leite (2011) esclareceram esse equivoco
em relagdo as sequéncias associadas a P. nigrispinus e associaram novas
sequéncias de CitB a essa espécie, sugerindo que P. sulinus e P. nigrispinus
representam duas linhagens evolutivas irmads que divergiram recentemente,
sendo geneticamente muito proximas (cerca de 2,4 % de divergéncia para o CitB;
Apéndice 10).

Loss & Leite (2011) chamaram atengdo para a necessidade de se avaliar o
status taxonémico dessas duas espécies, uma vez que se tratam de tdxons muito
semelhantes morfolégica e geneticamente, podendo ser consideradas espécies
cripticas e simpéatricas. No presente trabalho, a adigdo de novas amostras com
morfologia semelhante a P. nigrispinus e P. sulinus provenientes da area de
distribuicao dessas duas espécies, resultaram em trés clados distintos: P. sulinus,
irmao de Phyllomys sp. 6 (com divergéncia genética do CitB de 1,9 %; Apéndice
17) e esses dois, por sua vez, irmdos de P. nigrispinus (divergéncia genética do

CitB cerca de 2,5 %; Apéndice 10).
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Os 12 exemplares identificados como Phyllomys sp. é foram coletados no
centro-oeste do estado de Santa Catarina durante um resgate de fauna para a
implementacao da Pequena Central Hidrelétrica de Ludesa, em duas localidades
distintas, porém préximas (cerca de 5 km de distancia), sendo dois individuos do
municipio de Ipuagu e dez do municipio de Sado Domingos (Figura 2D,
localidades 134 e 135). Todos esses individuos se agruparam em um clado, aqui
denominado Phyllomys sp. 6. De uma maneira geral, P. sulinus e o grupo irméao
Phyllomys sp. 6 apresentam pelagem e morfologia craniana semelhantes, no
entanto o Ultimo apresenta uma caracteristica externa marcante que é a presenca
de uma porgao de pelos brancos cobrindo a extremidade distal da cauda (Figura
3). A extensdo da cobertura desses pelos brancos pode variar de 10 a 70 % do
comprimento da cauda e foi verificada em todos os exemplares de Phyllomys sp.

6 com a cauda preservada, coletados na regido (n = 12).

Figura 3. Exemplares de Phyllomys sp. 6, evidenciando coloragédo esbranquicada na porgéo distal

da cauda.

Levando em conta as semelhancas morfoldgicas e baixa divergéncia

genética encontradas entre as trés linhagens (P. sulinus, P. nigrispinus e
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Phyllomys sp. 6), podemos considerar trés hipoteses para a classificagdo desses
grupos. Hipotese 1, as trés linhagens representam uma espécie; hipdtese 2, duas
espécies, P. sulinus e P. nigrispinus, sendo Phyllomys sp. 6 uma populacdo de P.
sulinus e hipotese 3, trés espécies distintas.

Para discutir as trés hipdtese propostas, primeiramente é necessario
realizar a dificil tarefa de escolher e aplicar um conceito de espécie. Sdo varios os
conceitos de espécie propostos na literatura: bioldgico, ecolégico, filogenético,
evolutivo, monofilético, dentre outros (para revisao e discussdo dos principais
conceitos, ver Mayden, 1997; Wilkins, 2011; Wheeler, 2012). No entanto, nenhum
deles é capaz de atender as necessidades de classificagdo de toda diversidade
que conhecemos e continuamos a descobrir. Classificar a diversidade é um
processo artificial e por isso complicado. A razdo para classificagdo advém da
nossa necessidade de nomear grupos que consideramos dignos de estudos,
discussdo e registro de dados. Tal necessidade ndo necessariamente esta ligada
ao processo de especiagao per se e portanto, em alguns casos (talvez a maioria
deles) as espécies ndo sejam entidades facilmente identificaveis na natureza, o
que complica ainda mais a tarefa de nomeé-las. No entanto, a dificuldade em
classifica-las ndo deve ser um impedimento a tentativa de fazé-lo.

No presente trabalho, as hipdteses propostas serao discutidas utilizando-
se o conceito filogenético de espécie proposto por Cracraft (1983), onde
espécies sao agrupamentos diagnosticaveis irredutiveis de organismos que se
distinguem de outros agrupamentos com essas caracteristicas e apresentam um
padrdo parental de ancestralidade e descendéncia. Os caracteres diagndsticos
podem ser representados por qualquer atributo intrinseco do organismo, como
genéticos, morfolégicos ou comportamentais. Cracraft (1983, 1989) prop&e ainda
que espécies sao taxons evolutivamente diferentes e que o isolamento
reprodutivo é importante, porém ndo uma consequéncia obrigatéria produzida
pelo processo de diferenciagdo. No entanto, o isolamento reprodutivo de
individuos de uma mesma populagédo é geralmente critico para delimitar espécies
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corretamente (Cracraft, 1983, 1989). O uso de ferramentas moleculares permite
avaliar com mais precisdo a ancestralidade e descendéncia dos organismos por
meio da observacdes do ancestral comum mais recente e também do isolamento
reprodutivo por evidéncias de monofilia. No entanto, a maior subjetividade da
aplicagdo do conceito filogenético, neste caso, fica por conta da definicdo dos
"agrupamentos diagnosticaveis irredutiveis”, especialmente quando se est3
discutindo a validade de grupos irmdos como espécies distintas.

Levando em conta o conceito de espécie acima exposto, as trés hipdteses
para a classificagdo das linhagens identificadas como P. sulinus, P. nigrispinus e
Phyllomys sp. 6 podem ser discutidas. Na hipdtese 1, as trés linhagens
representam uma Unica espécie. Observando-se a distribuicdo geogréfica dos
individuos amostrados na filogenia (Figura 2D), percebe-se uma sobreposicao
entre as areas de ocorréncia dessas linhagens, inclusive com sintopia de P. sulinus
e P. nigrispinus em pelo menos trés localidades (82, 109 e 136) ao longo da
distribuicdo geogréfica desses grupos. Como essas duas linhagens séo
representados por clados distintos e, portanto, evolutivamente independentes,
h& evidéncias de isolamento reprodutivo de individuos de uma mesma populagao
e a hipdtese de uma espécie nao se aplica neste caso.

Na hipotese 2, as trés linhagens representam duas espécies: P. nigrispinus
e P. sulinus, sendo Phyllomys sp. 6 uma populagdo desta ultima. Phyllomys sp. 6
é restrito a uma area geografica muito pequena e é a Unica linhagem registrada
neste local, apesar de préxima de uma localidade onde hé registro de P. sulinus e
P. nigrispinus (cerca de 80 km em linha reta; Figura 2D, localidades 135 e 136),
portanto essas linhagens ndo sdo sintdpicas na localidade de ocorréncia de
Phyllomys sp. 6, ndo sendo possivel verificar o isolamento reprodutivo de
individuos de uma mesma populacdo como indicativo para delimitar espécie.
Essa distribuicdo sugere sim que os individuos de P. sulinus distribuidos mais ao
sul compartilham ancestral comum mais recente com P. sulinus de regides mais
distantes (ao norte da distribuicdo) do que com os Phyllomys sp. 6 que estao
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geograficamente mais préoximos, o que sugere um isolomento reprodutivo entre
individuos geograficamente muito préximos. O aparente isolamento reprodutivo
entre Phyllomys sp. 6 e P. sulinus, associado ao fato de Phyllomys sp. 6 ser
diagnosticavel por caracteristicas da pelagem da cauda, nos permite descartar a
hipotese 2 e aceitar a hipdtese 3.

Na hipdtese 3, cada linhagem representa uma espécie distinta. As
maiores obje¢des quanto a essa hipdtese sdo a baixa divergéncia genética (entre
1.9 % e 2,5 %, ver Apéndice 10) associada a grande similaridade observada entre
as linhagens, principalmente da morfologia craniana. No entanto, caracteristicas
da pelagem sado importantes na diagnose de espécies de Phyllomys e outros
Echimyidae com morfologia craniana quase indistinguiveis (Emmons et al., 2002;
Leite, 2003; lack-Ximenes et al., 2005; Patterson & Velazco, 2008). Além disso, a
dificuldade de se identificar caracteres diagndsticos dentro da familia também
ocorre entre espécies de uma mesmo género que apresentam divergéncia
genética relativamente elevada (como P. nigrispinus e Phyllomys sp. 3, ou
Trinomys paratus e T. iheringi, por exemplo), indicando que nem sempre a
morfologia reflete o processo evolutivo que levou a diversificagdo das linhagens
de Echimyidae, principalmente no nivel especifico. A distribuicdo restrita de
Phyllomys sp. 6 nado deve ser um impedimento ao reconhecimento desta
populagdo como uma espécie. Cracraft (1989) sugeriu que populagdes
diagnosticaveis podem ser bem pequenas e que isso ndo é um artefato arbitrario
do conceito filogenético de espécies, mas simplesmente um reflexo do processo
natural de diferenciagdo taxonémica em que popula¢des de todos os tamanhos
podem se tornar isoladas e entdo se diferenciarem. Levando em conta a relagéo
de ancestralidade e descendéncia dentre os membros de cada linhagem em
questdo, aliado ao isolamento reprodutivo inferido por meio da filogenia e a
possibilidade de se diagnosticar a nova linhagem representada por Phyllomys sp.
6, considero que esses trés clados representam trés espécies distintas. A
identificacdo de novos individuos associados tanto a P. sulinus quanto a P.
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nigrispinus incita ainda uma revisdo dos caracteres diagnosticos dessas duas
espécies.

A presenca de pelos brancos na porgao final da cauda é uma caracteristica
pouco comum, porém presente em algumas espécies de roedores, inclusive
varios Echimyidae. Além de Phyllomys sp. 6, os trés exemplares de Phyllomys sp.
1 conhecidos apresentam uma pequena porgdo da cauda com pelos brancos.
Outros roedores da familia Echimyidae, como Echimys chrysurus, Echimys vierai,
Santamartamys rufordorsalis, Ollalamys albicauda e Callistomys pictus sao
também caracterizados por apresentarem cerca de metade da cauda coberta por
pelos brancos. Apenas o intercruzamento entre individuos de uma mesma
populagdo pode ndo ser suficiente para explicar a fixagdo de uma caracteristica
com baixa frequéncia que nado seja adaptativa, como parece ser o caso da cauda
branca. No entanto, quando a populagéo é fundada por um pequeno nimero de
individuos, caracteristicas podem ser fixadas por deriva genética. Phyllomys sp. 6
parece ser restrito a uma pequena area de ocorréncia, no limite sudoeste da
distribuicdo do grupo irmédo, P. sulinus, e pode ter se diversificado por uma
processo de isolamento periférico. Uma pequena populagdo ancestral de P.
sulinus pode ter ficado isolada durante o Pleistoceno (0,43 a 1,22 Ma; Figura 1 e

Apéndice 9) e fundado a linhagem de Phyllomys sp. 6.

4.1.3. Distribuicdo geografica das linhagens

Os estudos anteriores abordando filogenia das espécies de Phyllomys
(Leite, 2003; Loss & Leite, 2011) sugerem a existéncia de dois grupos de espécies
restritos geograficamente, o clado sul, formado por P. sulinus, P. nigrispinus e P.
dasythrix, com distribuicdo ao sul do Rio Paraiba do Sul no estado do Rio de
Janeiro até o norte do estado do Rio Grande do Sul e o clado nordeste, formado
por P. blainvilii, P. lamarum e P. brasiliensis, com distribuicdo ao norte do Rio
Doce no estado do Espirito Santo, até o sul do estado do Ceard, ocupando

inclusive os enclaves de floresta Umida na Caatinga. Levando em conta a
51



Capitulo 2 - Phyllomys A.C. Loss, 2014

filogenia e distribuicdo geografica das linhagens apresentadas no presente
trabalho, o clado sul deve incluir também Phyllomys sp. 5, (correspondendo ao
né K na Figura 1) e o clado nordeste deve incluir Phyllomys sp. 2
(correspondendo ao n6 E na Figura 1).

Phyllomys sp. 1, sp. 3 e P. lundi sdao representadas por no maximo trés
individuos cada, conhecidas de poucas localidades e distribuidas entre os
estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro (Figura 2C). Sao linhagens
filogeneticamente mais proximas do clado sul, mas sem suporte estatistico para a
posicdo de Phyllomys sp. 3.

Irmaos de todas as demais espécies de Phyllomys, estdao P. pattoni, P.
mantiqueirensis e Phyllomys sp. 4. Phyllomys pattoni é a espécie do género com
distribuicdo geografica mais ampla, ocupando principalmente regides proximas
ao litoral, inclusive areas de manguezais, do estado do Rio de Janeiro ao estado
de Paraiba (Figura 2A). Phyllomys mantiqueirensis é conhecido apenas por um
individuo coletado no alto da Serra da Mantiqueira no estado de Minas Gerais, a
1.850 m de altitude (Figura 2A, localidade 54). Phyllomys sp. 4 havia sido
registrada por Araujo et al. (2013) em areas de Mata Atlantica no centro-leste do
estado de Minas Gerais (Figura 2A, localidades 45, 47 e 48). No presente
trabalho registramos um individuo coletado no Distrito Federal (Fig. 2A,
localidade 36), a pelo menos 600 km de distancia do primeiro registro (Machado
et al., em prep.). Essa ocorréncia de Phyllomys no centro do Cerrado é
inesperada, pois o género é tido como endémico da Mata Atlantica.

Os novos exemplares de P. nigrispinus e P. sulinus, além de Phyllomys sp.
6 identificados no presente trabalho, reforcam as incertezas sobre a identificagéo
de alguns individuos do clado sul, principalmente do oeste do estado de Séao
Paulo e Minas Gerais (Figura 2D, localidades 84 e 85), como ja havia sido
sugerido por Olmos (1997) e Leite (2003). Os registros de P. nigrispinus em
Teresopolis, estado do Rio de Janeiro (Figura 2D, localidades 69 e 70) também
sdo duvidosos e podem representar, por exemplo, exemplares de Phyllomys sp.
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3, que estdo geograficamente préximos destes registros, apesar de estarem em
altitudes bastante distintas (Phyllomys sp. 3 em Cachoeiras de Macau em altitude
~ 50 m e P. nigrispinus em Teres6polis em altitude ~ 900 m). O presente trabalho
registra pela primeira vez a ocorréncia de P. nigrispinus no estado de Santa
Catarina, inclusive na ilha de Floriandpolis, onde j& foram registradas duas outras
espécies de Phyllomys: P. medius e P. sulinus (Leite, 2003; Cherem et al., 2004).
Loss & Leite (2011) chamaram atengdo para possiveis erros de
identificacdo de P. blainvilii na regido de ocorréncia de Phyllomys sp. 2.
Consideramos também que os registros de P. lamarum no litoral da Paraiba
devam ser reavaliados (Figura 2B, localidade 2), uma vez que essas trés espécies
sdo morfologicamente similares e o préoximo registro mais ao sul para P. lamarum
fica a cerca de 700 km de distdncia, em Lamardo, Bahia, localidade tipo da

espécie.

4.2. Biogeografia de Phyllomys e tempo de divergéncia

A busca por padrées de diversificagdo em diferentes organismos que
ocupam uma mesma regido é importante para auxiliar na investigagdo sobre
eventos que podem ter afetado historicamente a diversificagdo das espécies
locais. Na Mata Atléntica, foram identificadas regides onde sdo observados
padrdes tanto de distribuicdo da diversidade (Costa et al., 2000; Oliveira-Filho &
Fontes, 2000; Silva et al., 2012), quanto na ocorréncia de descontinuidades
filogeogréficas em diferentes grupos estudados (para revisdo dos principais
trabalhos ver Lara et al., 2005; Batalha-Filho & Miyaki, 2011; Costa & Leite, 2012;
Silva et al., 2012). Essas descontinuidades sdo coincidentes com regides onde
correm importantes rios do leste do Brasil, podendo ser observadas
principalmente nas regides do Rio Sdo Francisco (e.g., Pellegrino et al., 2005;
Cabanne et al., 2008), Rio Doce (e.g., Costa, 2003; Carnaval et al., 2009) e Rio
Paraiba do Sul (e.g., Grazziotin et al., 2006; Martins et al., 2007). No entanto, as

datagbes dessas quebras sdo em geral mais antigas que a estimativa para o curso
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e desembocadura atual desses rios, que datam do Holoceno (Dominguez et al.,
1981; Martin et al., 1993), ndo sendo possivel atribuir aos rios atividade vicariante
nestes processos de diversificagdo. As divergéncias entre os clados E (clado
nordeste) e H de Phyllomys foram estimadas entre o final do Mioceno e meio do
Plioceno de 3,4 a 6,5 Ma atras (n6 D) e apesar de estarem em margens opostas
do Rio Doce, os clados parecem ter se diversificado muito antes da formagéo do
rio o que sugere que os dois eventos ndo estdo relacionados. A mesma
discordéncia entre tempo de diversificagdo e formagdo do rio pode ser observada
para o clado K (clado sul), que se distribui abaixo do rio Paraiba do Sul e tem
estimativa de diversificacdo entre 1,5 e 3,3 Ma atras.

Outra hipotese para explicar a riqueza da diversidade na Mata Atlantica
sdo os refugios. Originalmente proposta para a Amazonia (Haffer, 1969), esta
hipdtese foi extrapolada para a Mata Atlantica (Jackson, 1978; Kinzey, 1982) e
sugere que mudancas climaticas no Quaternario durante periodos glaciais mais
secos, levaram a formagdo de fragmentos de floresta isolados e cercados por
regides aridas. Esse isolamento teria levado a especiagdo alopatrica das espécies
refugiadas. Os periodos interglaciais, mais Umidos, favoreceriam a expansao das
areas florestadas que voltariam a se conectar. No entanto, varios estudos
paleocliméaticos foram de encontro a essa proposta (Cruz-Jr et al., 2006, 2007;
Saia et al., 2008; Pessenda et al., 2009), sugerindo que a floresta mudou de
composi¢do, mas persistiu, mesmo durante periodos mais secos. Recentemente,
a hipotese dos reflgios ganhou forca com a proposta de Carnaval & Moritz
(2008) que, usando modelagem da adequabilidade ambiental para Mata
Atlantica no passado e presente, sugeriram que este bioma teve uma grande
drea de estabilidade histérica ao norte do Rio Doce, formando um grande
reflgio, enquanto que areas ao sul teriam sido mais instaveis. De acordo com
essa hipdtese, espera-se encontrar maior diversidade genética em regides de

refligio (ao norte do Rio Doce) do que em areas mais instaveis (sul do Rio Doce).
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Por ser um género com hdbito arboricola, espera-se que a histdria
evolutiva de Phyllomys esteja intimamente relacionada com a distribuicdo
passada das areas florestadas, sendo portanto, um bom modelo para testar a
hipétese de refugios. Dos nove eventos de cladogénese observados em
Phyllomys, com ocorréncia estimada para o Pleistoceno (Figura 1 e Apéndice 9),
apenas trés deles levaram a linhagens com distribuicdo atual ao norte do Rio
Doce, enquanto seis linhagens estdo distribuidas ao sul do rio. Mesmo
considerando os eventos apenas com estimativa de intervalo de confianga da
ocorréncia inteiramente no Pleistoceno, é registrado um evento para linhagens
ao norte e trés para linhagens ao sul do Rio Doce. Os resultados encontrados
para Phyllomys estdo em desacordo com o esperado segundo a proposta de
Carnaval & Moritz (2008) ndo sendo possivel, portanto, atribuir a diversificagéo
dessas linhagens a hipotese de reflugios.

A quebra filogeografica entre os clados norte e sul de Phyllomys ocorre
aproximadamente na altura do paralelo 19° S, sendo 10 das 19 espécies
encontradas entre os paralelos 22° e 24° S. Essa distribui¢cdo sugere que a regiao
entre os rios Doce e Paraiba do Sul deve ter tido um papel importante na origem
e distribuicdo da diversidade do grupo, no entanto, nem a hipétese de rios como
barreiras nem a de refigios é adequada para explicar os resultados encontrados.
Apesar do padrdo recorrente de distribuicdo de tdxons na Mata Atlantica entre
uma por¢do mais ao norte e outra mais ao sul, ainda ndo se sabe qual mecanismo
foi responsavel por moldar essa distribuicdo (Costa & Leite, 2012; Carnaval et al.,
2014).

Alguns autores, no entanto, atribuem os padroes encontrados as
diferencas altitudinais e da topografia observadas nesta porcdo leste do Brasil
(Oliveira-Filho & Fontes, 2000; Leite, 2003; Loss & Leite, 2011; Silva et al., 2012),
representada pelo Planalto Atlantico (Vervloet & Ross, 2012). O Planalto Atlantico
pode ser definido como as regides serranas que ocorrem ao longo da fachada
atlantica, desde o estado do Parana até o norte do Espirito Santo. Alguns setores
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recebem diferentes nomes dependendo da regido em que se encontram, sendo
Serra do Mar, quando préximo ao litoral, Serra da Mantiqueira quanto mais a
oeste, ou ainda Serra dos Orgéos, que corresponde a Serra do Mar no estado do
Rio de Janeiro (Vervloet & Ross, 2012). Endler (1977) sugeriu que gradientes
ecolégicos podem levar a diversificagdo por especiagdo parapatrica ao longo de
clinas. A altitude na porgéo sul da Mata Atlantica, devido a presenca das cadeias
de montanhas, varia desde o nivel do mar até cerca de 2.800 m, como no
Caparad (entre os estados de Minas Gerais e Espirito Santo) e no Itatiaia (estado
do Rio de Janeiro). Essas diferengas altitudinais imprimem um gradiente
ecolégico que pode influenciar a diversificagdo da biota na regido. Na Mata
Atlantica, estudos apontam variagdo da composicdo da fauna de pequenos
mamiferos ao longo de gradientes altitudinais, sugerindo que esses gradientes
influenciam tanto na distribuicdo (Bonvicino et al., 1997; Geise et al., 2004)
quanto na diversificagdo (Gongalves & de Oliveira, 2014) dos grupos.

Gradientes altitudinais podem também ter influenciado a diversificagdo e
distribuicao de espécies de Phyllomys, como P. mantiqueirensis, que ocupada a
maior altitude ja registrada para o género (1.800 m) e parece estar restrito a essa
regido na Serra da Mantiqueira. J& outras linhagens, como P. kerri, Phyllomys sp.
3 e Phyllomys sp. 5 parecem estar restritas a regides de baixada, ao sopé da
Serra do Mar. As espécies irmas P. lamarum e P. brasiliensis estdo separadas pela
Serra do Espinhaco, ocupando flancos opostos desta cadeia de montanhas, que
atua como grande divisor hidrografico interposto entre as bacias do centro-leste
brasileiro e a do rio Sdo Francisco (Saadi, 1995). O inicio da formacdo do Planalto
Atlantico remonta a eventos tectdnicos muito antigos, desde o Proterozdico,
devido aos sucessivos movimentos de convergéncia e divergéncia de placas
durante a formagdo e dispersdo dos supercontinentes (Almeida & Carneiro,
1998). Os repetidos movimentos de convergéncia e divergéncia formaram faixas
de falhas mais suscetiveis ao movimento, reativadas sucessivas vezes. Apesar da
aparente estabilidade da borda leste da placa sul americana, varios estudos
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apontam que essas falhas antigas passaram por inimeros eventos de reativagao
desde o final do Tercidrio até o Quaterndrio, caracterizando a fase de
neotectonica da plataforma brasileira, que teve papel decisivo na formagdo da
topografia contemporanea (Saadi, 1993).

Outro importante aspecto da dinamica da distribuicao histérica da Mata
Atlantica é sua conexdo passada com a Amazbnia e enclaves de matas
encontrados nos biomas mais aridos que separam as duas regides florestadas, a
Caatinga e o Cerrado. Phyllomys é filogeneticamente préximo de outros géneros
com distribuicdo na Amazoénia e Andes (Fabre et al., 2013; Upham et al., 2013;
Capitulo 1) e a reconstrugdo de area ancestral feita por Upham et al. (2013) indica
que o ACMR de Phyllomys com o grupo irmao Echimys ocupava regides da
Amazodnia. As andlises de datagdo molecular estimam que a divergéncia entre os
dois géneros ocorreu entre 7,5 e 13 Ma atras e que a diversificacdo das espécies
viventes de Phyllomys, possivelmente jd na Mata Atlantica, ocorreu entre o Plio-
Mioceno estimada entre cerca de 4 e 7,5 Ma atrds. No entanto, a presenca de
Phyllomys sp. 4 em &rea de Cerrado (estimada entre aproximadamente 430 mil e
1,7 Ma atras) e de P. blainvilii nos enclaves de mata da Caatinga (estimativa entre
aproximadamente 1,6 e 3,5 Ma atras) sugerem uma conexao recente entre Mata
Atlantica e Amazoénia e expansao das areas florestadas, reforcando ainda a ideia
de que diferentes rotas de conexdo podem ter sido utilizadas no passado para

dispersado de espécies entre as duas regides (Costa, 2003; Silva et al., 2012).

4.3. Irradiagao ndo adaptativa

Devido a recorrente falta de resolucdo da base da filogenia e de relagbes
entre varias linhagens de Phyllomys publicada em trabalhos anteriores, mesmo
com a utilizacdo tanto de marcadores nucleares quanto mitocondriais, Leite
(2003) e Loss & Leite (2011) sugeriram que o processo de diversificacdo das
espécies do género pode ter sido rapido e, por esse motivo, dificil de ser

reconstruido nas andlises filogenéticas. No presente trabalho, mesmo
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adicionando mais marcadores moleculares, as relagdes na base da filogenia ndo
foram recuperadas com suporte estatistico. De fato, as estimativas de tempo de
divergéncia sugerem que houve intervalos de tempo curtos, nos quais varias
linhagens podem ter se diversificado quase que simultaneamente (e.g.,
intersegdo de estimativa de diversificagdo para os nés A, B, C e D entre 4 e 6 Ma
atrds; Figura 1 e Apéndice 9). Outro aspecto interessante de se observar é a
grande discordancia encontrada entre as topologias dos diferentes marcadores
moleculares, recuperando inclusive com suporte, relagdes diferentes de outros
marcadores. Tal discorddncia pode ser explicada por retengdo de polimorfismo
ancestral que também é um indicativo de eventos de irradiagdo (e.g., Seehausen,
2004).

Existe uma vasta literatura disponivel sobre os processos de diversificagéo
répida, ou irradiacdo, mas todas quase que exclusivamente associando os
eventos de especiagdo a adaptagdo, conhecidos como irradiagdo adaptativa.
Entre os exemplos mais populares, podemos destacar a explosdo do Cambriano
e os Tentilhdes das llhas Galdpagos (para revisdo dos processos de irradiacao
adaptativa ver Glor, 2010; Yoder et al.,, 2010). Nestes casos, os eventos de
diversificagdo sdo decorrentes de ocupac¢des de novos nichos por dispersdo para
novos ambientes, associados a selecdo de caracteristicas que conferem uma
maior adequagao ao novo ambiente, levando ao processo de adaptagado e
consequentemente, a especiacdo. No caso de Phyllomys, ndo hd nenhuma
diferenca clara de nicho ecolégico entre as espécies, que sdo todas
morfologicamente muito semelhantes, ocupam habitats florestados, apresentam
hébitos arboricolas e noturnos e podem ser encontradas em simpatria em vérias
regides. Portanto, ndo ha indicativos de que os eventos de diversificagdo rapida
dentro do género foram dirigidos por processos de adaptagdo a novos
ambientes.

Gittenberger (1991) chama atencdo para a falta de estudos a respeito de
irradiacdo nao adaptativa. O autor ressalta ainda a dificuldade de estudar o
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assunto argumentando que negar a existéncia da irradiacdo ndao adaptativa é
facil, se todos os estudos sem evidéncias de adaptagdo sdo considerados com
dados insuficientes. Pouco se sabe sobre os mecanismos que podem levar a esse
tipo de diversificagdo, algumas hipdteses sugerem que quando em alopatria ou
parapatria, as causas podem ser deriva genética associada a baixa viabilidade
dos hibridos, mas em simpatria a exclusdo competitiva entre individuos
ecologicamente similares (um pressuposto plausivel, uma vez que nado ha
evidéncias de adaptagdo) pode levar a diversificagdo (Kozak et al., 2006; Rundell
& Price, 2009; Wilke et al., 2010).

Em Phyllomys, as poucas informagdes disponiveis sugerem que a prole é
geralmente pequena, variando de um a dois filhotes. Uma redugéo da fertilidade
entre hibridos, poderia resultar na verdade, em nenhuma prole, uma vez que o
tamanho natural da prole j& é bem reduzido. Podemos considerar ainda que os
raros registros de Phyllomys em listas de inventérios sejam um reflexo de um
tamanho populacional pequeno. Populagdes pequenas estdao mais sujeitas a agdo
da deriva genética. Neste caso, Phyllomys pode ser um forte candidato a
diversificagdo ndo adaptativa, por infertilidade dos hibridos associada a agdo da
deriva genética. Essa hipdtese é apenas especulativa, mas pode incitar estudos
futuros de hibridizagdo e ecologia dentro do grupo além de busca pelo mesmo

padrdo em outros grupos.

5. Conclusoées

A diversificagdo e distribuicdo do género Phyllomys foi influenciada pela
acdo conjunta de varios fatores como atividade neotectbnica, gradientes
ambientais e mudancas climaticas que atuaram desde o Mioceno moldando o
relevo e distribuicdo da diversidade na regido da Mata Atlantica, marcando os

primeiros eventos de diversificagdo do género até as especiagdes recentes, no
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Pleistoceno. A distribuicdo das espécies de Phyllomys, associada aos resultados
da filogenia, sugerem o seguinte cendrio evolutivo: um primeiro evento de
diversificagdo partindo do ancestral Amazénico seguindo rotas de conexdo pela
regido do Brasil central, dando origem as linhagens ancestrais de Phyllomys sp. 4,
P. pattoni e P. mantiqueirensis, sendo que este Ultimo pode ter sido também
influenciado por um gradiente altitudinal. A partir da por¢do central da Mata
Atlantica as linhagens nordeste e sul podem ter se diversificado, quase que
simultaneamente, ao longo de gradientes latitudinais. As diversificagdes
simultdneas podem ser devido a eventos ndo adaptativos dirigidos
principalmente por deriva genética.

A identificacdo de duas possiveis espécies novas no presente estudo,
eleva o potencial nimero de espécies de Phyllomys de 17 para 19. No inicio da
ultima década eram reconhecidas apenas 9 espécies para o género e a
incorporagdo de dados moleculares tem sido de extrema importéncia para
revelar a diversidade do grupo, camuflada pelas semelhangas morfolégicas entre

as espécies associada a grande variagdo morfoldgica intraespecifica.
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Apéndice 1. Espécimes utilizados para confecgdo dos mapas de distribuicdo de Phyllomys e anélises moleculares com os marcadores
CitB, COI, GHR, RAG1 e VWEF e respectivos nimero de acesso do GenBank. PE indica sequéncias geradas no presente estudos. UTO é
abreviacdo para unidades taxondémicas operacionais e Loc. para a localidades de ocorréncia, de acordo com o Apéndice 8. Um
asterisco (*) indica UTO's utilizadas nas analises de relégio molecular, dois astericos (**) indicam UTO’s em que o material extraido para
analises moleculares foi proveniente de pele, considerado como DNA antigo.

Taxa uTo nimero coletor Loc. CitB COl GHR RAG1 vWF
Phyllomys blainvilii MNRJ 4125 18
MNRJ 1350 5
MNRJ 21512 11
MNRJ 21516 10
MNRJ 21626 14
MNRJ 43810* LMP 27 37 U35412 JF297683 KF590692 KF590664 JF297732
MVZ 197568* LPC 246 6 JF297836 JF297685 PE JF297734
UFMG 3014* LPC 290 6 EF608180 JF297686 PE PE JF297735
UFMG 3017* LPC 227 17 EU313239 JF297684 PE PE JF297733
Phyllomys brasiliensis AP 48* 41 EF608182 JF297680 PE PE JF297729
MCNM 1733 42
MCNM 1734* 42 PE PE PE PE PE
UzMC 81 44
Phyllomys dasythrix BMNH 0.6.29.20 131
BMNH 1.12.3.1 151
MCN-FZB 48 153
MCNU 828* AC 629 154 EF608185 JF297660 PE PE JF297709
MCNU 844* AC 628 152 JF297832 JF297659 KJ742641 KJ742689 JF297708
MNRJ 6238 149
MNRJ 21503 148

Phyllomys kerri MNRJ 6241 91




Phyllomys lamarum BMNH 3.9.5.96
MCNM 2275**
MCNM 2704
MCNM 2705
MCNM 2706
MCNM 2707
MNRJ 11259
MNRJ 11260
MZUSP 8413
UFES 284* LPC 968
UFMG 3016* LPC 73
UzZMC 1282

Phyllomys lundi MNRJ 62392* YL 07
RBPDA 2228

Phyllomys mantiqueirensis MNRJ 62393* YL 23

Phyllomys medius BMNH 3.7.1.84
BMNH 9.11.19.27
MCN-FZB 391
MHNCI 3033
MNRJ 6237
MNRJ 31561
MS 92
MZPUCPR 129
MZUSP 7716
MZUSP 7717
MZUSP 10629
UFSC 63

13
39
38
38
38
38
16
15

57
40
13

53
74

54

129
133
150
127
70
51
138
132
125
126
120
144

KF874585
PE
PE
PE
PE

JF297816

EF608181

EF608183

EF608179

KF874589
PE

PE

JF297682

JF297681

JF297672

JF297671

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

JF297731

JF297730

JF297721

JF297720




UFSC 416 140

Phyllomys nigrispinus AB 527 117
B 48 97 PE PE
B 50 106
B 374 106 JF297808 JF297666 JF297715
B 435 110
B 539 100 PE PE
B 697 110
B 723* 112 JF297809 JF297667 PE PE JF297716
B 733 115 JF297810 JF297668 JF297717
BOCA 299 82 PE PE
BOCA 335 83 PE PE PE
BOCA 364 82 PE PE PE PE
BS 921 109
FMNH 93045 122
FMNH 94358 119
FMNH 94359 121
FURB 6257 136 PE PE PE
MNRJ 6440 70
MNRJ 31522 69
MZUSP 175 94
MZUSP 664 88
MZUSP 1954 93
MZUSP 3738 84
MZUSP 6431 130
MZUSP 10311 102
MZUSP 25862 123
MZUSP 26652 95
MZUSP 27755 124
NMW B 918 92

NSV 160599* 90 EU313243 JF297669 PE PE JF297718




RG 1969

SS 51**

SS 87**
UFMG 948
UFSC 4849
UFSC 4915

Phyllomys pattoni

CIT 808
DL 19
DL 20
DL 21
FS 11-52
FS 14-11*
GABF 97P
HGB 36
HGB 585*
IG 34
MBML 1856
MBML 2011
MBML 2032
MBML 2047
MBML 2203
MBML 226
MCNM 2156**
MNRJ 10452
MNRJ 11252
MNRJ 11253
MNRJ 11254
MNRJ 1933
MNRJ 21508

BMNH 5.4.16.4
BMNH 5.4.16.5

AB 740

1090 (tecidos UFSC)
P 462

VF 19

118
101
98

105
137
142

78
78
26
71
71
71
72
72
46
33
81
81
59
61
61
61
62
64
66
24
80
21
25
69
77

JF297811
PE
PE

PE
PE

Leite, 2003
PE
PE
PE
PE
JF297826

JF297837

JF297825

Leite, 2003
Leite, 2003
Leite, 2003

PE

JF297670

PE
PE

PE

PE

PE

PE

PE
JF297700

JF297693
JF297699

PE
PE
PE

JF297719

PE
PE
PE

JF297749

JF297742
JF297748




MNRJ 21517
MNRJ 22264
MNRJ 22265
MNRJ 2232
MNRJ 31562
MNRJ 31564
MNRJ 33515
MNRJ 4077
MNRJ 42978
MNRJ 62391*
MNRJ 6449
MNRJ 8195
MNRJ 8276
MVZ 183139
MVZ 197621
MZUSP 138
MZUSP 26718
MZUSP 31953
PHA 628*
RM 238
SLF 9
UFPB 774
UFES 28
UFES 29
UFES 30
UFES 31
UFES 32
UFES 33
UFES 42
UFES 43*
UFES 96
UFES 97

FU 20
YL 197

MAM 40
YL 195

YL 198

YL 263
YL 294
YL 298
YL 301
YL 305
YL 308
YL 287
YL 300
SLF 62
SLF 94

20
23
23
70
81
68
22
52
73
27
79

56
67
27
86
81
32
12
19
34

60
60
60
60
60
60
60
60
28
34

Leite, 2003
EF608187

Leite, 2003
JF297838

JF297839
PE
PE
JF297829

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE
JF297823
JF297831

PE

JF297695

PE
JF297694

JF297696
PE
PE
JF297703

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE
JF297697
JF297705

PE

KJ742606

PE

PE

KJ742690

PE

PE

JF297744

JF297743

JF297745

PE

JF297752

JF297746
JF297754
PE




UFES 98 SLF73 29 PE PE PE

UFES 99 35
UFES 120* SLF 57 30 JF297830 JF297704 PE PE JF297753
UFES 121 SLF 60 31 PE PE
UFES 122 SLF 63 28 PE
UFES 439 LPC 1215 63 PE PE
UFES 440 LPC 1238 63 JF297828 JF297702 JF297751
UFES 620* LPC 1105 63 JF297827 JF297701 PE PE JF297750
UFES 621 LPC 1167 63 PE PE
UFES 622 LPC 1223 63 PE PE
UFES 623 LPC 1236 63 PE PE
UFES 624 LPC 1251 63 PE PE
UFES 908 YL 276 60 PE PE
UFES 909 YL 235 61 PE PE
UFES 910 YL 564 61 PE PE
UFES 911 YL 563 61 JF297824 JF297698 JF297747
UFES 2461 YL 780 58 PE

UFMG 2268 LPC 32 55 PE PE

UFPB 346 65

UFV 379 49

UFV 385 50

UFV 696 50 Leite, 2003 PE

USNM 583932 YL 196 27 Leite, 2003 PE
YL 199 32 Leite, 2003 PE
YL 200 32 Leite, 2003 PE
YL 201 32 Leite, 2003 PE
Phyllomys sulinus AB 490 116 JF297805 JF297661 JF297710
AC 632 147 Leite, 2003
B 304* 108 JF297806 JF297662 JF297711
B 407 111 PE PE

B 554 99 PE PE




Phyllomys thomasi

Phyllomys unicolor

Phyllomys sp. 1

B 641

BMNH 50.7.8.24

BOCA 291
BS 307**
BS 814**
BS 1066**
CIT 1346
FURB 5193
FURB 5239
FURB 5521
FURB 6064
FURB 6503
FURB 18732
MCNU 826
MCNU 833*
MCNU 837
MHNCI 2599
MZUSP 8885
UFPB JCV28
UFSC 4214

USNM 460569

MZUSP 2148
MZUSP 2149
MZUSP 2151
MZUSP 3197
MZUSP 3198

SMF 4319

UFMG 2486
UFMG 2487*

CIT 1344 / AUC 1427
CIT 1357 / AUC 764

898 (tecidos UFSC)

LGV 34
LGV 35

108
141
82
104
109
103
146
136
136
136
136
136
139
146
146
146
128
85
145
143
96

114
114
114
114
113

33

43
43

PE

PE
PE
PE
PE
PE
PE

PE

PE

PE

PE

PE
JF297833
JF297834

PE

JF297812
JF297813

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE
JF297663
JF297664

JF297676
JF297677

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE
JF297712
JF297713

JF297725
JF297726




Phyllomys sp. 2

Phyllomys sp. 3

Phyllomys sp. 4

Phyllomys sp. 5

Phyllomys sp. 6

UFMG 2488
UFMG 2489*

DAM 175
DAM 179
PHA 355*
PHA 356
PHA 357
PHA 358*
UFPB 5690
UFPB 5922

FS 6-43*
FS 12-03
FS 12-30*

BAR 28*
MCNM 2027*
MCNM 2153**
MCNM 2709*

EEB 734

EEB 751*
PSP 51%*

FURB 12073*
FURB 12108
FURB 12362
FURB 12367
FURB 12370
FURB 12376

LGV 37
LGV 38

BC 06
BC 212

43

A = N 00 00 0 O

76
76

36
47
45
48

87

87
89

135
135
134
134
134
134

JF297814
JF297815

JF297817
JF297818
JF297819
JF297820
JF297821
JF297822

PE

JF297835
EU313247
EF608184

PE
KF874586
PE
KF874587

Abreu-
Junior, 2013
Abreu-
Junior, 2013
PE

PE
PE
PE
PE
PE
PE

JF297678
JF297679

JF297687
JF297688
JF297689
JF297690
JF297691
JF297692

PE

JF297673
JF297674
JF297675

PE
KF874590
PE
KF874591

PE

PE

PE
PE
PE
PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE
PE

PE

PE

PE
PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE
PE

PE

PE

PE
PE

JF297727
JF297728

JF297736
JF297737
JF297738
JF297739
JF297740
JF297741

JF297722
JF297723
JF297724

PE
PE

PE

PE

PE
PE
PE
PE
PE
PE




FURB 12377 134 PE PE PE

FURB 12413 134 PE PE PE
FURB 12418 134 PE PE PE
FURB 12430 134 PE PE PE
FURB 12436 134 PE PE PE
FURB 12437 134 PE PE PE
Grupos Externos
Callistomys pictus* KJ742659 KJ742627 KJ742677 KJ742614
Capromys pilorides* AF422915 AF433950 JX515322 AJ251142
Clyomys laticeps* AF422918 JX515326 KJ742679 AJ849306
Echimys chrysurus* PE PE PE PE AJ251141
Euryzygomatomys spinosus* EU544667 JX515327 KJ742680 AJB49319
Makalata didelphoides* EU313232 JF297658 PE PE JF297707
Mesomys hispidus* 123385 JX515335 EU313322 AJ849305
Mpyocastor coypus* EU544663 AF520662 AY011892 AJ251140
Proechimys cuvieri* AJ251400 KF590693 KF590665 KF590675
Thrichomys apereoides* EU544668 JX515325 EU313334 AJB49315
Trinomys yonenagae* U35172 PE PE PE
Abracoma bennettii* AF244387 FJ855213 JN633625 AJ251143
Chichilla lanigera* AF464760 AF332036 KF590658 AJ238385
Ctenomys coyhaiquensis* AF119112 KF590678 KF590659 KF590666
Octodontomys gliroides* AF370706 AF520649 KF590663 KF590672

Siglas das coleg¢des:

BMNH = British Museum of Natural History, Londres, Inglaterra; FMNH = Field Museum of Natural History, Chicago, EUA; FURB = Colegdo Zooldgica, Fundacéo
Universidade Regional de Blumenau, Blumenau, Santa Catarina, Brasil; MBML = Museu de Biologia Professor Mello Leitdo, Santa Teresa, Espirito Santo, Brasil;
MCN-FZB = Museu de Ciéncias Naturais, Fundacdo Zooboténica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil; MCNM = Museu de Ciéncias Naturais, Pontificia
Universidade Catdlica de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brasil; MCNU = Museu de Ciéncias Naturais, Universidade Luterana do Brasil, Canoas, Rio Grande do Sul,
Brasil; MHNCI = Museu de Histéria Natural Cap&o da Imbuia, Curitiba, Brasil; MNRJ = Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
Brasil; MVZ = Museum of Vertebrate Zoology, University of California, Berkeley, EUA; MZPUCPR = Museu de Zoologia da Pontificia Universidade Catélica do
Parand, Curitiba, Brasil; MZUSP = Museu de Zoologia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil;, NMW = Naturhistorisches Museum, Viena, Austria; SMF =
Senckenberg Museum, Frankfurt, Alemanha; UFES = Colecdo de Mamiferos, Universidade Federal do Espirito Santo, VItéria, Brasil; UFMG = Colecdo de



Mamiferos do Departamento de Zoologia, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brasil; UFPB = Colecdo do Departamento de Sitematica e
Ecologia, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, Brasil; UFSC = Colecéo Cientifica de Mamiferos, Universidade Federal de Santa Catariana, Florianépolis,
Brasil; UFV = Museu de Zoologia Jodo Moojen de Oliveira, Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, Brasil;, USNM = Smithsonian National Museum of Natural
History, D.C, EUA; UZMC = Universitats Zoologisk Museum, Copenhague, Dinamarca.

Material ndo tombado, inicias e nimeros de campo referente aos seguintes coletores:
R. Pardini (AB, B, BS, RG, SS); A. Christoff (AC); A. Paglia (AP); A. Paz e E.M. Vieira (BAR); Y. Yonenaga-Yassuda e V. Fagundes (CIT); A.C. Delciellos (BOCA); D.A.
Moraes (DAM); D. Loretto (DL); A.R. Percequillo (EEB); L. Geise (FS, IG, PSP); G.A.B. Fonseca (GABF); H.G. Bergallo (HGB); M. Steindel (MS); J.C. Voltolini (NSV);

P.H. Asfora (PHA); P.P. de Oliveira (RBPDA); R. Moura (RM); S.L. Freitas (SLF); Y. Leite (YL).
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Apéndice 2. Protocolo de extracdo de DNA utilizando kit DNAeasy Blood &
Tissue da Qiagen a partir de amostra de museu modificado de Bi et al. 2013.

1. Com o auxilio de um bisturi estéril, corte um pedaco da pele e coloque
em um tubo de 1,5mL estéril previamente identificado.

Utilize luz UV por 30 minutos para esterilizar os tubos.

Os melhores locais para retiradas das amostras sdo as almofadas das patas e os
ldbios. Quanto menos pelo melhor, pois eles podem entupir a coluna de
purificacdo e atrapalhar o processo de extragdo. O tamanho do pedaco pode ser
de cerca de 2 x 2 mm. O ideal é descartar a primeira camada e usar camadas
mais internas, para evitar contaminagao.

2. Retire o excesso de pelos do tecido com um bisturi estéril descartavel.
N&o ha necessidade de realizar este procedimento se forem utilizadas as
almofadas das patas.

Para cada amostra, uma nova ldmina de bisturi deve ser utilizada.

3. Lave duas vezes o tecido com tampao 1x STE , descartando o tampao
a cada lavagem.

Tampéo 1x STE contém 10mM Tris-HCI, TmM EDTA e 100mM NaCl.

A lavagem dos tecidos consiste em passar o tubo no vortex com 1x STE por
alguns segundos. Remova o liquido. Ndo ha problema em descartar o STE da
primeira lavagem, mas pipete para retirar todo o liquido depois da segunda
lavagem, antes de fragmentar o tecido.

4, Cortar o tecido utilizando bisturi estéril e descartavel.

O método mais facil consiste em lavar o tecido duas vezes, transferir para um
novo tubo estéril (esterilizar previamente na luz UV por 30 minutos) e cortar o
tecido dentro do tubo em aproximadamente 8 pedacos com uma ldmina de
bisturi estéril descartavel.

5. Adicione 180 pL de tampao ATL e 20 uL Proteinase K.

6. Passar o tubo no vértex por 15 segundos e colocar a 56° C, de
preferéncia em uma incubadora com agitacdo, por 2 horas ou overnight
adicionando 20 pl Proteinase K a cada 6-8 horas até o tecido estar
completamente digerido (adicionando no maximo 80 pL de Proteinase K).
Incubadora com rotor “rotisseries” sdo melhores que “shakers” ou plataformas,
mas assegure-se que os tubos estdo bem vedados para ndo vazar material.

Se ndo tiver incubadora com agitagdo, pode usar banho seco ou banho maria,
lembrando de passar no vértex sempre que possivel (a cada 30 minutos).

A digestdo completa do tecido é verificada quando a solugdo de lise esta limpa,
exceto pela presenca de alguns pelos restantes.
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7. Passar os tubos no vértex por 15 segundos.

8. Dilua o tampao AE em 1:10 (1 volume de AE + 9 volumes de agua)
utilizando agua estéril, e coloque o tampao diluido no banho-maria ou na
estufa a 70°C.

9. Adicione 200 pL de tampao AL em cada tubo de tecido digerido.

10. Passar os tubos no vértex por 5-10 segundos.

11. Adicione 200 uL de etanol 100 % as amostras.

12. Passar os tubos no vértex por 5-10 segundos.

13. Pipete a mistura dos tubos nas colunas de purificacao.

14. Centrifugue os tubos a 8.000 rpm por 1 minuto.

15. Descarte o tubo coletor e substitua-o por um novo.

16. Adicione 500 pL de tampao AW1.

17. Centrifugue os tubos a 8.000 rpm por 1 minuto.

18. Descarte o tubo coletor e substitua-o por um novo.

19. Adicione 500 pL de tampao AW2.

20. Centrifugue os tubos a 14.000 rpm por 3 minuto.

21. Descarte o tubo coletor e substitua-o por um novo tubo de 1,5 mL

estéril identificado (esterilize o tubo previamente em luz UV por 30
minutos).

II1 orn

Os tubos podem ser identificados com o nome da amostra e
é a primeira elui¢do).

(indicando que

22. Adicione 100 pL do tampao AE 1:10 pré-aquecido a cada coluna.
23. Deixe descansar em temperatura ambiente por 15 minutos.
24. Centrifugue os tubos a 8.000 rpm por 1 minuto.

25. Transferir as colunas para um novo tubo estéril de 1,5 mL identificado.
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Os tubos podem ser identificados com o nome da amostra e “2°” (indicando que
é a segunda eluicdo).
26. Adicione 100 pL do tampao AE 1:10 pré-aquecido a cada coluna.

27. Deixe descansar em temperatura ambiente por 15 minutos.

28. Centrifugue os tubos a 8.000 rpm por 1 minuto.

A segunda eluicdo geralmente apresenta concentragdo muito baixa. Usar
preferencialmente a primeira eluicdo, mas pode concentrar a segunda caso seja
necessario utilizar mais material e ndo haja suficiente para uma outra extragdo.

29. Descarte as colunas.

30. Armazene os tubos de 1,5 ml no congelador a -20° C ou menos, antes
de realizar qualquer reacao.
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Apéndice 3. Condicdes de PCR e combinagdo de primers utilizados para amplificagdo de sequéncias de Phyllomys e grupos externos.

tamanho aproximado do

marcador combinagdo de primers fragmento posicdo no gene (pb) Referéncia primers
CitB MVZ05-MVZ04" 427 pb 0-427 Smith & Patton, 1993
MVZ05-MVZ16" 825 pb 0-825 Smith & Patton, 1993
MVZ127*-MVZ16" 386 pb 439-825 *Leite & Patton, 2002

COl LCO-HCO? ~ 657 pb 49-705 Hebert et al., 2003

LepF1_t1, VF1d_t1, LepR1_t1 e VR1d_t1

adicionadas de uma cauda M132 657 pb 49-705 lvanova et al., 2007

exon 10 GHR GHR50F-GHREND? 891 pb 0-891 Adkins et al., 2001
exon 28 vVWF V10-W135 498 pb 44-542 Galewski et al., 2005
V2-W1¢é 954 pb 304-1258 Huchon et al., 1999
RAGT RAG1F1705-FMNH2b* 706 pb 0-706 Teeling et al., 2000/

Patterson & Velazco, 2008

" desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 min; 39 ciclos [desnaturagdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 48 °C por 45 s e extensdo a 72 °C por 45 s]; e extensdo final a 72 °C por 5 min.

2 desnaturaggo inicial a 94 °C por 5 min; 40 ciclos [desnaturagdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 44 °C por 45 s e extensdo a 72 °C por 45 s]; e extens&o final a 72 °C por 5 min.

3 desnaturagéo inicial a 95 °C por 5 min; 5 ciclos [desnaturagdo a 95 °C por 1 min, anelamento a 61 °C por 1 min e extensdo a 72 °C por 1 min]; quatro blocos de 5 ciclos com as
mesmas condigdes de desnaturagdo e extensdo do ciclo anterior, mas com temperaturas de anelamento 2 °C mais baixas a cada ciclo (59, 57, 55 e 53 °C); um bloco com 10 ciclos
condi¢des de desnaturagéo e extensdo do ciclo anterior e anelamento a 53 °C; e extensdo final a 72 °C por 10 min.

4 desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 min; 39 ciclos [desnaturagdo a 94 °C por 1 min, anelamento a 58 °C por 1 min e extensdo a 72 °C por 1 min]; e extensao final a 72 °C por 10 min.
5 desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 min; 36 ciclos [desnaturagdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 55 °C por 1 min e extensdo a 72 °C por 30 s]; e extensao final a 72 °C por 5 min.

¢ desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 min; 30 ciclos [desnaturagdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 60 °C por 1 min e extensdo a 72 °C por 30 s]; e extensao final a 72 °C por 5 min.

Adkins R.M., Gelke E.L., Rowe D., & Honeycutt R.L. (2001) Molecular phylogeny and divergence time estimates for major rodent groups: evidence from multiple
genes. Molecular Biology and Evolution, 18, 777-791.

Galewski T., Mauffrey J.-F., Leite Y.L.R., Patton J.L., & Douzery E.J.P. (2005) Ecomorphological diversification among South American spiny rats (Rodentia;
Echimyidae): a phylogenetic and chronological approach. Molecular Phylogenetics and Evolution, 34, 601-615.



Hebert P.D.N., Cywinska A., Ball S.L., & DeWaard J.R. (2003) Biological identifications through DNA barcodes. Proceedings of the Royal Society B: Biological
Sciences, 270, 313-321.

Huchon D., Catzeflis F.M., & Douzery E.J. (1999) Molecular evolution of the nuclear von Willebrand factor gene in mammals and the phylogeny of rodents.
Molecular biology and evolution, 16, 577-589.

Ivanova N. V, Zemlak T.S., Hanner R.H., & Hebert P.D.N. (2007) Universal primer cocktails for fish DNA barcoding. Molecular Ecology Notes, 7, 544-548.

Leite Y.L.R. & Patton J.L. (2002) Evolution of South American spiny rats (Rodentia, Echimyidae): the star-phylogeny hypothesis revisited. Molecular Phylogenetics
and Evolution, 25, 455-464.

Smith M.F. & Patton J.L. (1993) The diversification of South American murid rodents: evidence from mitochondrial DNA sequence data for the akodontine tribe.
Biological Journal of the Linnean Society, 50, 149-177.

Patterson B.D. & Velazco P.M. (2008) Phylogeny of the rodent genus Isothrix (Hystricognathi, Echimyidae) and its diversification in Amazonia and the eastern
Andes. Journal of Mammalian Evolution, 15, 181-201.

Teeling E.C., Scally M., Kao D.J., Romagnoli M.L., Springer M.S., & Stanhope M.J. (2000) Molecular evidence regarding the origin of echolocation and flight in
bats. Nature, 403, 188-192.



Capitulo 2 - Phyllomys A.C. Loss, 2014

Apéndice 4. Modelos de evolucdo selecionados pelo critério de informagédo
Bayesiano (BIC) para as analises moleculares de Phyllomys, incluindo os grupos
externos. O marcador COI n3do foi utilizado nas anélises de relégio molecular,
portanto o célculo do modelo para esse marcador ndo se aplica a essa anélises
(na).

modelos de evolugdo BIC

ndmero
marcador  méaximo de  todas UTO's analise concatenada relégio molecular
UTO's 36 UTO's 50 UTO's
CitB 143 HKY + G GTR+ G GTR+ G
COl 127 HKY + G GTR+ G na
GHR 44 K80 + G GTR+ G SYM + G
RAG1 44 K80 + G K80 + G K80 + G
vWF 88 HKY + G HKY + G HKY + G
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Apéndice 5. Filogenias bayesianas de espécies de Phyllomys, construidas com
marcadores moleculares concatenados (CitB, COIl, GHR, RAG1 e VvWF) e
individuais.

1,00 /100 ———— BAR28
[ MCNM2027 | Phyllomys sp. 4
MCNM2709
MNRJ62393 | P mantiqueirensis
FS1411
HGB585
UFES620 )
1,00/100 UFEs4s | P pattoni
UFES120
MNRJ62391
PHA628

1,00/ 97
d A 1,00/100 p~ PHA355 |
Phyil .2
| e L pHassg | TTYVTOMYSSP
1,00/ 60

1,00/ 100 UFMG3017 o
grupos ' — | P. blainvilii
externos L UFMG3014

1,00/ 100 — UFMG3016
UFES284
UFMG2376
1,00/ 100k MmCNM1734
1,00 /100 ~ FS0643
L Fs1230
1,00/100 — UFMG2487
L— UFMG2489
MNRJ62392 | P. lundi
EEB751| Phyllomys sp. 5
B723
NSV160599
B304
CIT1344
FURB12073
FURB12108
MCNU844
MCNU828 | P dasythrix

100799 | P. lamarum

1,00/ 100

1,00/ 89 c.>

| P. brasiliensis

| Phyllomys sp. 3

| Phyllomys sp. 1

| P. nigrispinus
1,00/ 92

1,00 /100 | P sulinus

1,00/ 100
|Phy/lomys sp. 6

1,00/ 100

Figura I. Arvore de inferéncia bayesiana de espécies de Phyllomys, construida com sequéncias de
CitB, COI, GHR, RAG1 e vWF. Clados estdo identificados por letras, de acordo com a Figura 1.
Valores indicam probabilidade posterior bayesiana (PPB) / bootstrap da maxima verossimilhanca.

86



Capitulo 2 - Phyllomys A.C. Loss, 2014

1,00/100 T BAR28 (36)

MCNMZ2027 (47) | Phyll _
I—|—_|: MCNM2709 (48) ‘ yllomys sp. 4
MCNM2153 (45

MNRJ62393 554% P. mantiqueirensis

1,00/93 P. pattoni (n=49)

grupos 1,00/ 100 d FS0643 57
L

externos % FS1203 (7

5)‘

6)| Phyllomys sp. 3
F51230 (76) P
MNRJ62392 (53) P. lundi
UFPB5922 (4)

PHA355 (8)

PHA356 (8)

1,00/ 100 DAM1775 éS) Phyllomys sp. 2

098/- WNRJAZETD (37)
4(') 1.0071% L UEMG3017 (17) ‘ P. blainvilii
UF

¢
UFMG3016 (40)
MCNM2275 (39)
MCNM2704 (38
MCNM2707 (38
MCNM2706 (38)
MCNM2705 (38,
T
MCNM1734 (42)| P. brasiliensis
UFMG2486 543g

1,00/92

P. lamarum

1,00/79
1,00/ 91

S

1,00 /100

1,00/100 UFMG2487 (43
LGV3é6 (43) Phyllomys sp. 1
UFMG2488 543
b
o Lo r= Ees751 67) ‘ Phyllomys sp. 5

L— Psp51(89)

1,00/77 m

P. nigrispinus (n=21)
-/88 P. sulinus (n=20)

Phyllomys sp. 6 (n=12)

1,00/ 100 (’

1,00/ 98
/ MCNU844 (152) ,
————1 NiENUB28 (124)| P. dasythrix

Figura Il. Arvore de inferéncia bayesiana de espécies de Phyllomys, construida com sequéncias
de CitB. Letras dentro dos circulos cinza se referem aos clados identificados na Figura 1. Valores
nos ramos indicam probabilidade posterior bayesiana (PPB) / bootstrap da maéxima
verossimilhanga. NUmeros entre parénteses apds cada téxon terminal indica a localidade de
coleta de acordo com Apéndice 8. Para detalhamento do né M ver Figura Ill e para detalhamento
de P. pattoni ver Figura IV.
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1,00/ 100
1,00/89

=

1,00/ 98
1,00/ 89
0,99 /97 ]«
0,99 / 95
-m 0,99 /85
1,00/ 98
1,00/ 99 ‘Ii
1,00/ 100
1,00 / 100
-/88 QD
n6 @
1,00/ 100
1,00/ 98
-/100
-/83
b

1,00/ 100}1,00/ 95
1,00 / 100;

1,00/ 98
1,00/ 100

L

BS307 (104)
B304 (104)
BS1066 (103)
B407 (111)
AB490 (116)
B554 (99)

BS814 (109)

B641 (104)
BOCA291 (82)
UFSC4214 (143)
MCNUS833 (146)
FURB5521 (136)
FURB6064 (136)
FURB5193 (136)
CIT1346 (146)
MCNU837 (146)
MCNU826 (146)
FURB6503 (136)
FURB18732 (139)
AC632 (147)
FURB12073 (135)
FURB12367 (134)
FURB12370 (134)
FURB12377 (134)
FURB12436 (134)
FURB12108 (135)
FURB12362 (134)
FURB12430 (134)
FURB12418 (134)
FURB12413 (134)
FURB12376 (134)
FURB12437 (134)
BS921 (109)
B697 (110)

B48 (97)

B374 (106)

SS87 (98)

B435 (110)

B539 (100)
TAP1739

SS51 (101)
AB527 (117)
B733 (115)

B50 (106)

B723 (112)
UFSC4849 (137)
UFSC4915 (142)
FURB6257 (136)
BOCA299 (82)
BOCA364 (82)
BOCAZ335 (83)
NSV160599 (90)
RG1969 (118)

P sulinus

Phyllomys sp. 6

P. nigrispinus

Figura lll. Arvore de inferéncia bayesiana de espécies de Phyllomys construida com sequéncias

de CitB. Valores nos ramos indicam probabilidade posterior bayesiana (PPB) / bootstrap da

méxima verossimilhanga. Taxons e valores de suporte em negrito sdo referentes as anélises

utilizando os marcadores moleculares CitB, COl e vVWF concatenados. Nimeros entre parénteses

apos cada taxon terminal indica a localidade de coleta de acordo com Apéndice 8 Letras dentro

dos circulos cinza se referem aos nés identificados na Figura 1.
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1,00/ 93

1,00/ 100
0,99/92

100/95:

1,00/ 91

1,00/ 93

—

né

B/

0,99/76

-1 |1,00/- —

i

50 I re==

1,00/ 100

L

L1

1,00/ 88

DL19 (71)
FS1411 (72)
DL21 (71)

DL20 (71)
FS1152 (72)
e MICNM2156 (66)
CIT808 (26)
RM238 (19)
FU20 (73)
MVZ183139 (67)
HGB585 (81)
HGB36 (33)
UFES97 (34)
UFES120 (30)
UFMG2268 (55)
SLFO9 (34)
UFES620 (63)
UFES622 (63)
UFES623 (63)
UFES621 (63)
UFES909 (61)
UFES439 (63)
UFES43 (6
UFES32 (6
UFES440 (
UFES30 (6
UFES28 (6
UFES908 (
UFES31 (60
UFES2461 (58)
UFES624 (63)
UFES911 (61)
MBML2032 (61)
UFES33 (60)
UFES910 (61)
MBML2011 (61)
MBML2047 (61)
UFES42 (60)
UFES29 (60)
UFES98 (29)
USNM583932 (27)
YL200 (32)

YL201 (32)
UFES121 (31)
MZUSP31953 (32)
MVZ197621 (27)
MNRJ62391 (27)
UFES96 (28)
PHA628 (12)

6
6
6
6
6
0
0
6
0
0
6

3
3
3
1
3
)

)
3)
)

)
0)
)
5
3
1

Figura IV. Arvore de inferéncia bayesiana de Phyllomys pattoni construida com sequéncias de

CitB. Valores nos ramos indicam probabilidade posterior bayesiana (PPB) / bootstrap da maxima

verossimilhanga. NUmeros entre parénteses apds cada téxon terminal indica a localidade de

coleta de acordo com Apéndice 8. Letras dentro dos circulos cinza se referem aos nés

identificados na Figura 1.
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1,00/ 89 t‘,

grupos
externos

-/ 61

P mantiqueirensis

1,00/100 <] Phyllomys sp. 4 (n=4)

1,00/ 95

0,99/82

-/97

0,99 /92

P. pattoni (n=50)

1,00/ 100 <

1,00/ 100

1,00/ 99

—0

1,00/W004

0,98 /82 |

1,00/100 /]

1,00 /100
4

1,00/ 92 ua

1,00/ 100

0,99/71

1,00/ 86

P. blainvilii (n=4)
P. lamarum (n=5)

P. brasiliensis (n=2)

Phyllomys sp. 1 (n=4)
P lundi

Phyllomys sp. 2 (n=7)
Phyllomys sp. 3 (n=3)
Phyllomys sp. 5

P. sulinus (n=15)

P. nigrispinus (n=14)

Phyllomys sp. 6 (n=11)

P. dasythrix (n=2)

Figura V. Arvore de inferéncia bayesiana de espécies de Phyllomys, construida com sequéncias

de COI. Letras dentro dos circulos cinza se referem aos nds identificados na Figura 1. Valores nos

ramos indicam probabilidade posterior bayesiana (PPB) / bootstrap da maxima verossimilhanca.
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1,00/ 100

BAR28 - Phyllomys sp. 4
MCNM2709 - Phyllomys sp. 4

—

1,00/ 95 e

MCNM2027 - Phyllomys sp. 4

0,98 /68

MNRJ62393 - P. mantiqueirensis
UFPB5922 - Phyllomys sp. 2

PHA355 - Phyllomys sp. 2

E PHA358 - Phyllomys sp. 2

— UFMG2489 - Phyllomys sp. 1

L— MNRJ62392 - P. lundi

UFMG2487 - Phyllomys sp. 1

1,00/98 r— UFMG3014 - P. blainvilii

6

L— MVZ197568 - P. blainvilii
UFMG3017 - P. blainvilii
MNRJ43810 - P. blainvilii

0,97/

1,00/ 97

>4 UFMG2376 - P. brasiliensis

MCNM1734 - P. brasiliensis
MCNM2707 - P. lamarum
UFMG3016 - P lamarum
UFES284 - P. lamarum

— FS0643 - Phyllomys sp .3

0,957 65

1,00/ 86 ‘!

grupos
externos

1,00/ 88

L— FS1230 - Phyllomys sp .3

_: MNRJ62391 - P. pattoni
| UFES120 - P, pattoni
1,00/ 91[

-/ 67

FS1411- P. pattoni
PHA628 - P. pattoni

HGB585 - P. pattoni
1,00/ 96 — UFES620 - P. pattoni

0,99/70 E!

0,99 /85 | E

L— UFES43 - P, pattoni
FURB12073 - Phyllomys sp. 6
CIT1344 - P. sulinus
FURB12108 - Phyllomys sp. 6
UFSC4915 - P. nigrispinus
_E BOCA335 - P. nigrispinus
NSV160599 - P. nigrispinus
—— BOCA364 - P. nigrispinus
E MCNU828 - P. dasythrix
B304 - P. sulinus
EEB751 - Phyllomys sp. 5

FURB18732 - P. sulinus
BOCA291 - P. sulinus
B723 - P. nigrispinus
MCNU844 - P. dasythrix

—

Figura VI. Arvore de inferéncia bayesiana de espécies de Phyllomys, construida com sequéncias

de GHR. Letras dentro dos circulos cinza se referem aos nés identificados na Figura 1. Valores nos

ramos indicam probabilidade posterior bayesiana (PPB) / bootstrap da maxima verossimilhanca.
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I_|_|: FS1411 - P. pattoni
MNRJ62391 - P. pattoni
100798 UFES120 - P. patfoni
HGB585 - P. pattoni
: UFES620 - P. pattoni
UFES43 - P. pattoni
0,98/ 68 BAR28 - Phyllomys sp. 4
_| : MCNM2027 - Phyllomys sp. 4
MNRJ62393 - P. mantiqueirensis
— EEB751- Phyllomys sp. 5
FS1203 - Phyllomys sp. 3
I_I_: MCNM2709 - Phyllomys sp. 4
PHA628 - P. pattoni
MNRJ43810 - P. blainvilii

UFMG3014 - P. blainvilii
L UFMG3017- P. blainvilii

1,00/92 — UFMG2487 - Phyllomys sp.1
_0 L— UFMG2489 - Phyllomys sp.1
MNRJ62392 - P. lundi
UFPB5922 - Phyllomys sp. 2
M|_—|: PHA358 - Phyllomys sp. 2
100/76 PHA355 - Phyllomys sp. 2

1,00/ 94 UFMG2376 - P. brasiliensis
1,00/ 98 1,00/ 90 MCNM1734 - P. brasiliensis
I_Q UFMG3016 - P. lamarum
UFES284 - P. lamarum

grupos MCNMZ2707 - P. lamarum

B304 - P. sulinus
externos AI__E BOCA291 - P. sulinus
BOCA364 - P. nigrispinus

UFSC4915 - P.nigrispinus

B723 - P. nigrispinus
| E CIT1344 - P. sulinus
FURB18732 - P. sulinus
—— NSV160599 - P. nigrispinus
1,00/ 96 — FS0643 - Phyllomys sp. 3
b—— FS1230 - Phyllomys sp. 3
1,00/97 — MCNU844 - P. dasythrix
- MCNU828 - P. dasythrix

— FURB12073 - Phyllomys sp. é
L—— FURB12108 - Phyllomys sp. 6

Figura VII. Arvore de inferéncia bayesiana de espécies de Phyllomys, construida com sequéncias
de RAGI1. Letras dentro dos circulos cinza se referem aos nés identificados na Figura 1. Valores
nos ramos indicam probabilidade posterior bayesiana (PPB) / bootstrap da maxima
verossimilhanca.
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1,00/100 g

1,00/85 ‘,

grupos
externos

1,00/95

—

1,00/90 t
1 1,00/100  —
—
1,00/ 100 |_|:E
1,00/93
-/83
1,00/ 90
1,00/92
s
1,00/ 97
-/ 64
1,00/ 96

455

—

e

=
—

—
1—

L

—T

MCNM2027
BAR28 ‘ Phyllomys sp. 4
MCNM2709 o
MNRJ62393 - P. mantiqueirensis
Fi2%0 |Ph I 3

1 omys sp.
FS$1203 4 Vs sp
PHA355
DAM175
PHA358
DAM179
PHA356
PHA357
MVZ197568
UFMG3014
UFMG3017
MNRJ43810
UFMG3016
UFES284
MCNM2275
MCNM2707
MCNM1734 | e .
UFMG2376 | P. brasiliensis
UFES96
UFES911
HGB585
LPC1238

Phyllomys sp. 2

P. blainvilii

P. lamarum

MNRJ62391
UFES97
UFES120
UFES620

P. pattoni

MZUSP31953
MVZ197621
UFES98
FS1411
SLF09
HGB36
PHA628 il s
EEB751 - omys sp.
rvczage Y P
UFMG2488
UFMG2487
UFMG2486
MNRJ62392 - P. lundi
NSV160599

Phyllomys sp.1

BOCA335 | P. nigrispinus
364

BOCA291 - P. sulinus

RG1969 - P. nigrispinus
FURB12367 | pp, 1| 6
FURB12376| yllomys sp.
FURB18732
FURB6064
FURB12108
FURB12073
FURB12436
FURB12437|
FURB6257 - P. nigrispinus
FURB5239

FURB6503 | P. sulinus
FURB5521

FURB12370

FURB12362

FURB12413 | Phyllomys sp. 6
FURB12418

FURB12430

FURBS193| b sulinus

B304

FURB12377 - Phyllomys sp. 6
AB527 - P. nigrispinus

AB490

CIT1357 .

CIT1344 | P sulinus
MCNU826

i,

McNUs2s | P dasythrix

‘P. sulinus

Phyllomys sp. 6

Figura VIII. Arvore de inferéncia bayesiana de espécies de Phyllomys, construida com sequéncias
de VWF. Letras dentro dos circulos cinza se referem aos nés identificados na Figura 1. Valores nos

ramos indicam probabilidade posterior bayesiana (PPB) / bootstrap da maxima verossimilhanca.
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Apéndice 6. Valores de suporte para as andlises bayesiana (B) e de méxima
verossimilhanga (MV) de Phyllomys para cada marcador e para a analise com
todos os marcadores. Os nds estdo identificados de acordo com a Figura 1. “x”
representa né recuperado, porém sem suporte, enquanto “-" indica que o né
ndo foi recuperado. O texto lista as principais diferencas encontradas entre as
analises com os diferentes marcadores e critérios de otimizac&o.

suporte

noé CitB COl GHR RAG1 vWF tudo

B MV B MV B MV B MV B MV B MV
A X - 1,00 89 1,00 86 1,00 98 1,00 85 1,00 97
B X - X 61 - - - - - - X -
C X - - - 1,00 95 - - - - X -
D 0,98 53 X - - - - - - - 1,00 89
E - - - - - - - - 1,00 93 1,00 60
F - - X 97 X 54 - - X 83 1,00 99
G 1,00 91 1,00 99 0,95 64 1,00 90 1,00 90 1,00 100
H - - - - - - - - - - X X
| - - - - - - - - 1,00 96 1,00 X
J - - - - - - X - X 64 1,00 X
K 1,00 77 1,00 92 0,99 70 - - - - 1,00 100
L 1,00 100 1,00 100 - - - - X X 1,00 100
M X 88 0,99 71 - - - - - - 1,00 92
N 0,99 95 - - - - - - - - X 80

A topologia inferida com sequéncias de CitB de 143 UTO's recuperou os
nés A, B, C, D, G, K, L, M e N, porém sem suporte estatistico bayesiano nem de
bootstrap para A, B e C (Apéndice 5, Figuras Il e Ill). As relagdes recuperadas
com suporte estatistico por esse marcador, que nao foram encontradas nas
analises com todos os marcadores foram: um clado formado por ((P. brasiliensis +
P. lamarum) + P. blainvilii + Phyllomys sp. 1), tanto nas analises bayesiana (PPB =
1,00) quanto de méaxima verossimilhanga (bootstrap = 92) e P. blainvilii irmao de
Phyllomys sp. 1 apenas na maxima verossimilhancga (bootstrap = 79).

A topologia inferida com sequéncias de COIl de 127 UTO's recuperou os
nés A, B, D, F, G, K, L e M, porém sem suporte estatistico bayesiano nem de
bootstrap para B e C (Apéndice 5, Figura V). As relagdes recuperadas com
suporte estatistico por esse marcador, tanto nas anélises bayesianas quanto de
maxima verossimilhanga, que ndo foram encontradas nas analises com todos os

marcadores juntos foram: um clado formado por (((P. brasiliensis + P. lamarum) P.
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blainvilii) Phyllomys sp. 1) (PPB = 0,99 e bootstrap = 92); P. lundi irmdo de
Phyllomys sp. 2 (PPB = 0,98 e bootstrap = 82); e um clado juntando esses dois
anteriormente citados (((P. brasiliensis + P. lamarum) P. blainvilii) Phyllomys sp. 1)
+ (P. lundi + Phyllomys sp. 2)) (PPB = 0,99 e bootstrap = 82).

A topologia inferida com sequéncias de GHR de 44 UTO’s recuperou os
nés A, C, F, G e K, porém sem suporte estatistico bayesiano nem de bootstrap
para F (Apéndice 5, Figura VI). O alinhamento das sequéncias utilizado para a
construgdo da filogenia apresenta (dados ndao mostrados) uma insercdo de 6
bases nitrogenadas (GGC ACA), que correspondem a dois aminoacidos (Glicina e
Treonina), em todos os individuos do clado K, em relagdo aos demais individuos.
Nenhuma relagdo foi recuperada com suporte estatistico por esse marcador que
ndo tivesse sido recuperada nas andlises com todos os marcadores juntos, no
entanto, esse foi o Unico marcador que recuperou com suporte o n6é C (Phyllomys
sp. 4 + P. mantiqueirensis) (PPB = 1,00 e bootstrap = 95).

A topologia inferida com sequéncias de RAG1 de 44 UTO's recuperou
apenas os nés A, J e G porém sem suporte estatistico bayesiano nem de
bootstrap para J (Apéndice 5, Figura VII). A anélise com esse marcador recuperou
com suporte (PPB = 1,00 e bootstrap = 76) a relagdo entre (Phyllomys sp. 2 (P.
brasiliensis + P. lamarum)), ndo encontrada nas analises com todos os marcadores
juntos.

A topologia inferida com sequéncias de VWF de 127 UTO'’s recuperou os
nés A, E, F, G, I, J e L, porém sem suporte estatistico bayesiano nem de
bootstrap para J e L (Apéndice 5, Figura VIlI). As relagdes recuperadas com
suporte estatistico por esse marcador, tanto nas anélises bayesianas quanto de
maxima verossimilhanga, que ndo foram encontradas nas analises com todos os
marcadores juntos foram: P. mantiqueirensis irmao de Phyllomys sp. 3 (PPB =
1,00 e bootstrap = 90); e Phyllomys sp. 4, externo a todas as outras espécies de

Phyllomys (PPB = 1,00 e bootstrap = 95).
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Apéndice 7. Valores de suporte para a monofilia das espécies de Phyllomys nas
andlises bayesiana (B) e de maéaxima verossimilhanga (MV) para marcadores
mitocondriais CitB e COIl e para todos os cinco marcadores juntos. As anélises
concatenadas de mtDNA (CitB e COIl) e VWF foram realizadas apenas para as

1 n

espécies do né M, de acordo com a Figura 1. “x” representa né recuperado,
porém sem suporte, enquanto “=" indica que o né ndo foi recuperado. “na'”
indica que o teste de monofilia ndo se aplica pois sé ha um individuo
representando a espécie. “na?” indica que o teste da monofilia ndo se aplica pois

a espécie nao foi incluida na anélise.

suporte

Espécie CitB COl tudo mtDNA+vWF

B MV B MV B MV B MV

Phyllomys sp. 4 1,00 100 1,00 100 1,00 100 na’ na’
P. pattoni 1,00 93 1,00 95 1,00 100 na? na?
Phyllomys sp. 2 1,00 100 1,00 100 1,00 100 na’ na’
P. blainvilii 1,00 100 1,00 100 1,00 100 na’ na’
P. lamarum 1,00 79 1,00 100 1,00 100 na? na?
P. brasiliensis 1,00 100 1,00 99 1,00 100 na? na?
Phyllomys sp. 3 1,00 100 1,00 100 1,00 100 na? na?
Phyllomys sp. 1 1,00 100 1,00 100 1,00 100 na’ na’
Phyllomys sp. 5 1,00 99 na'’ na’ na' na'’ na’ na’
P. nigrispinus 1,00 100 1,00 75 1,00 100 1,00 100
P. sulinus 1,00 89 X - X X 1,00 98
Phyllomys sp. 6 1,00 99 1,00 100 1,00 100 1,00 100
P. dasythrix 1,00 98 1,00 86 1,00 100 na? na?
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Apéndice 8. Mapa com as localidades de Phyllomys. Tabela mostra o nome de
cada localidade e as respectivas coordenadas geograficas. Siglas utilizadas para
as Unidades Federais (UF) sdo: Alagoas (AL), Bahia (BA), Ceard (CE), Distrito
Federal (DF), Espirito Santo (ES), Minas Gerais (MG), Parana (PR), Paraiba (PB),
Pernambuco (PE), Rio de Janeiro (RJ), Rio Grande do Sul (RS), Santa Catarina (SC),

Sergipe (SE) e Sao Paulo (SP).
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\\\Aﬁ & o":
e .4
} 4 \\7,/,‘%. -1
10°0'S tf / ; 10°0'S
DF
®
36
20°0'S 20°0'S
sp
® )
° ,‘gll.z ®3%3 %
115-127%7 5.
128 ;32“ 13012 2
133
137-138
140/145
RS 149 15 18 0147
30°0'S L) Qi57-154 0 250 500 km 30°0'S
[ e——
50°0'W 40°0'W
ID  Localidade UF  Longitude Latitude
1 Floresta da Lyondel Chemical Company, Mataraca PB  -34.9667 -6.5000
2 Camaratuba, Mamanguape PB -35.1167 -6.8333
3 Jodo Pessoa, proximo ao NUPPA PB  -34.8667 -7.1167
4 Campus |, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa PB  -34.8397 -7.1392
5 Crato CE -39.3833  -7.2333
6 Chapada do Araripe, 7 km SW Crato CE -39.4508  -7.2775
7 CIMNC (Campo de Instrugdo Marechalk Newton Cavalcanti), PE -35.1019 -7.8439
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Paudalho

Granja Maturi, Condominio Cha de Peroba, km 6 da estrada de
Aldeia, Aldeia, Camaragibe

Dois Irmaos, Recife

Sitio Cavaquinho, Garanhuns

Sitio Angelim, Vigosa

Fazenda Trapsa, Itaporanga D'Ajuda

Lamarao, ca. 70 milhas NW Salvador

Véarzea da Canabrava, Seabra

9 km SE Feira de Santana

S&do Gongalo, 30 km SW Feira de Santana
Fazenda Santa Rita, 8 km E Andarai

Rio Séo Francisco, Bom Jesus da Lapa

Parque Estadual Serra do Conduru (llhéus, Uruguca e Itacaré)
Aritagua-Urucutuca, Ilhéus

Fazenda Almada, Ilhéus

[tabuna

S&o Felipe

Fazenda Pirataquicé, Ilhéus

Mata Fortuna, ltabuna

Una, Ilhéus

Mangue do Caritoti, Caravelas

Chécara do Lulu, Caravelas

Fazenda Espada Ilha, Ilha da Cassumba, Caravelas
Ilha Salina, Caravelas

Fazenda Monte Castelo, Ilha da Cassumba, Caravelas
Fazenda Monte Castelo, Ilha da Cassumba, 7 km SW Caravelas
Helvécia, Nova Vicosa

Fazenda Elma, Nova Vicosa

Fazenda Jodo Guarda, Nova Vicosa

Fazenda Agua Limpa, Cérrego da Onga, Brasilia
Mocambinho, Jaiba

UHE Irapé

Aracuai

Estacdo Ecoldgica de Acaua, 17 km N Turmalina
Fazenda Santa Cruz, Felixlandia

UHE Retiro Baixo, Pompeu

Usina Hidrelétrica de Braunas, Bralnas
Sumidouro, ca. 12 km NW Lagoa Santa

Belo Horizonte

Fazenda Montes Claros, Caratinga

Santa Barbara

Catas Altas

Silvicultura, Vicosa

Mata Paraiso, Vigosa

Alto da Consulta, Pocos de Caldas

Fazenda S3o Geraldo, Além Paraiba

PE

PE
PE
AL
SE
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
DF
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG

-34.9878

-34.9000
-36.4833
-36.2333
-37.2300
-38.8817
-41.6500
-38.9500
-38.9667
-41.2614
-43.4167
-39.0682
-39.1253
-39.1903
-39.2667
-41.3833
-39.0833
-39.3200
-39.0667
-39.2597
-39.2561
-39.2550
-39.2281
-39.2639
-39.2636
-39.6636
-39.5647
-39.5672
-47.8290
-44.0500
-42.6717
-42.0700
-42.7667
-45.1428
-45.0267
-42.6653
-43.9411
-43.9128
-41.8333
-43.4150
-43.3981
-42.8833
-42.8589
-46.5667
-42.6833

-7.9636

-8.0500

-8.9000

-9.4000

-11.1700
-11.7936
-12.1667
-12.2500
-12.4167
-12.8017
-13.2500
-14.4125
-14.6578
-14.6600
-14.8000
-14.8167
-14.8300
-14.9500
-15.3000
-17.7250
-17.7278
-17.7533
-17.7581
-17.7944
-17.8017
-17.8083
-17.9756
-17.9789
-15.8622
-15.1000
-16.7886
-16.8500
-17.1333
-18.7706
-18.8603
-19.1153
-19.5411
-19.8222
-19.8333
-19.9589
-20.0742
-20.7500
-20.8050
-21.8000
-21.8667
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55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

66
67

68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
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Fazenda do Bené, 4 km SE Passa Vinte

Fazenda da Onga, 13 km SW Delfim Moreira

Fazenda Santa Terezinha, 33 km NE Linhares

Rio Sao José

Pancas

Fazenda Sapucaia, Bananal do Sul, Linhares

Povoacao, Linhares

Parque Estadual da Fonte Grande, Vitéria

Estacdo Bioldgica de Santa Licia, Santa Teresa

Manguezal de Vitéria, préoximo ao bairro Maria Ortiz, Vitéria
Reserva Bioldgia de Duas Bocas, Alto Alegre, Cariacica
Reserva Bioldgica de Duas Bocas, Cariacica

Hotel Fazenda Monte Verde, 24 km SE Venda Nova do
Imigrante

Campos dos Goytacazes

Fazenda S3o José da Serra, 6 km E e 9,2 kmm N Bonsucesso,
Sumidouro

Nova Friburgo

Fazenda Alpina, Teresépolis

Fazenda Comari, Teresopolis

Garrafdo

Fazenda Rosimery, Cachoeiras de Macacu

Fazenda Unido, Casimiro de Abreu

Reserva Bioldgica de Pogo das Antas, Silva Jardim

FS6, Cachoeiras de Macacu

FS12, Cachoeiras de Macacu

Santa Cruz, estrada Rio-Petrépolis

Monte S&o Francisco, Jacarepagud

Saco de S3o Francisco, Niterdi

Tijuca, Trapicheiro

Caxadago, llha Grande, Angra dos Reis

Parque Nacional da Serra da Bocaina - RJ-165, Paraty, area 1
Parque Nacional da Serra da Bocaina - RJ-165, Paraty, area 2
Vanuire

Teodoro Sampaio

Piquete

Estacdo Ecoldgica de Bananal, Bananal

Itatiba

Ndcleo Picinguaba, Trilha do Vietna, Ubatuba

Parque Estadual da Serra do Mar, Ndcleo Santa Virginia, 10 km

NW Ubatuba
Estacdo Experimental, Ubatuba

Floresta Nacional de Ipanema, 20 km NW Sorocaba
Sao Paulo

Itapetininga

Tabo3o da Serra

Estacdo Biologica de Borcéia, Salesépolis

Sitio Ruth, Reserva Florestal do Morro Grande, Cotia

MG
MG
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES

RJ
RJ

RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP

SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP

-44.2000
-45.3333
-39.9500
-40.2000
-40.7953
-39.9816
-39.8167
-40.3500
-40.5394
-40.3028
-40.5219
-40.4667
-41.1333

-41.2642
-42.7300

-42.5333
-42.8333
-42.9833
-42.9933
-42.8500
-42.2000
-42.2833
-42.8000
-42.7833
-43.2833
-43.3500
-43.1000
-43.2833
-44.2333
-44.8372
-44.8397
-50.3833
-52.1667
-45.1833
-44.3678
-46.8500
-44.8500
-45.1250

-45.0667
-47.6281
-46.6167
-48.0500
-46.7667
-45.9000
-46.9950

-22.2333
-22.6000
-19.1333
-19.1667
-19.2044
-19.5313
-19.6167
-20.3500
-19.9650
-20.2210
-20.2811
-20.2833
-20.3333

-21.7144
-22.2000

-22.2667
-22.4167
-22.4333
-22.4744
-22.4833
-22.4833
-22.5167
-22.5333
-22.5667
-22.6500
-22.9167
-22.9167
-22.9500
-23.1500
-23.1897
-23.1986
-21.7833
-22.5167
-22.6000
-22.8067
-23.0000
-23.3333
-23.3583

-23.4333
-23.4353
-23.5333
-23.5833
-23.6000
-23.6500
-23.6788
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98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137

138
139
140
141
142
143

Localidade B, Reserva Florestal do Morro Grande, Cotia
Sitio Psicética, Reserva Florestal do Morro Grande, Cotia
Sitio Caucaia, Reserva Florestal do Morro Grande, Cotia
Localidade C, Reserva Florestal do Morro Grande, Cotia
Interlagos

Lacerda, Ibidna

Pedroso, Ibitna

Rio Guaratuba, Bertioga

Sitio Cacador, Reserva Florestal do Morro Grande, Cotia

Sitio DilGvio, Reserva Florestal do Morro Grande, Cotia

Sitio Pseuddépode, Reserva Florestal do Morro Grande, Cotia

Quilombo, Cotia

Sitio Catedral, Reserva Florestal do Morro Grande, Cotia
Sitio Maritaca, Reserva Florestal do Morro Grande, Cotia
Sitio Palmito, Reserva Florestal do Morro Grande, Cotia
Ilhabela, Ilha de S3o Sebastiao

Ilha de S&o Sebastido

Sitio Pexe, Reserva Florestal do Morro Grande, Cotia
Sitio Baleia, Piedade

Sitio Jupara, Piedade

Sitio Moacir, Ribeirdo Grande

Primeiro Morro

Barra do Ribeirdo Onca Parda

Ribeirdo Fundo

Barra do Rio Juquia

Barra de Icapara

Ilha do Cardoso, Cananéia

Porto Camargo, Rio Parana

Rio Paracai

Salto Morato, Guaraquegaba

Parque Barigli, Bairro Mercés, Curitiba

Roca Nova, Serra do Mar

Guajuvira

Palmira

Represa de Foz do Areia, ca. 35 km S Pinhdo

Joinville

Pequena Central Hidrelétrica Ludesa, Sdo Domingos
Pequena Central Hidrelétrica Ludesa, Ipuagl

Usina Hidrelétrica de It3, Ita

Morro do Cagador, Vargem do Bom Jesus, llha de Santa
Catarina

Lagoa da Conceicédo, Freguesia, Florianépolis

Foz do Rio Caveiras, Abdom Batista

Florianépolis

Ilha de Santa Catarina

Fazenda Ressacada, UFSC, llha de Santa Catarina

Caldas da Imperatriz

SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
SC
SC
SC
SC
SC

SC
SC
SC
SC
SC
SC

-46.9567
-46.9548
-46.9949
-46.9456
-46.7000
-47.1178
-47.0744
-45.8911
-47.0014
-46.9971
-47.0027
-47.0047
-46.9988
-47.0048
-47.0011
-45.3400
-45.3000
-47.0063
-47.4598
-47.3826
-48.3666
-47.7333
-47.8500
-47.7500
-47.8167
-47.4667
-47.9667
-53.7167
-53.9500
-48.3500
-49.3008
-49.0139
-49.5333
-50.1500
-51.5000
-48.8333
-52.5004
-52.4697
-52.3691
-48.4264

-48.4500
-50.9344
-48.5300
-48.5000
-48.5441
-48.8014

-23.6958
-23.6960
-23.6966
-23.7150
-23.7167
-23.7303
-23.7358
-23.7408
-23.7438
-23.7448
-23.7471
-23.7558
-23.7630
-23.7699
-23.7711
-23.7833
-23.8333
-23.7907
-23.8890
-23.9604
-24.2235
-24.3000
-24.3167
-24.3333
-24.3667
-24.6833
-25.1333
-23.3500
-23.6833
-25.2633
-25.4156
-25.4719
-25.6000
-25.7000
-26.0000
-26.3000
-26.5757
-26.5832
-27.2815
-27.4633

-27.5500
-27.5761
-27.5833
-27.6000
-27.6851
-27.6856

100



Capitulo 2 - Phyllomys

A.C. Loss, 2014

144

145
146
147
148
149
150
151
152
153
154

Praia dos Agores préximo a Pantano do Sul, Ilha de Santa
Catarina

Serra do Tabuleiro

Usina Hidrelétrica de Ita, Aratiba

Parque Nacional dos Aparados da Serra, Cambara do Sul
S&o Francisco de Paula

Pinheiros, Candeléria

Banhado do Pontal, Triunfo

Porto Alegre

Bairro Agronomia, Porto Alegre

ltapua, Viamao

Parque Estadual de Itapud, Viamé&o

SC

SC
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS

-48.5000

-48.7833
-52.3167
-49.8333
-50.5833
-52.7333
-51.7167
-51.1250
-51.1247
-51.0167
-50.9667

-27.7667

-27.8333
-27.2667
-29.2500
-29.4500
-29.7833
-29.9333
-30.0792
-30.0792
-30.2667
-30.4000

101



Capitulo 2 - Phyllomys

A.C. Loss, 2014

Apéndice 9. Estimativa de tempo de divergéncia das linhagens de Phyllomys.

Identificacdo dos nds de acordo com a Figura 1. IC 95 % representa o intervalo

de confianca de 95 % das estimativas.

data em milhdes de anos

nd odiana IC 95 % Epoca Geoldgica

A 5,65 3,97-7,46 Plioceno-Mioceno

B 5,29 3,67-7,02 Plioceno-Mioceno

C 4,35 2,79-6,07 Plioceno-Mioceno

D 4,87 3,40-6,48 Plioceno-Mioceno

E 3,28 2,21-4,52 Pleistoceno-Plioceno

F 2,49 1,58-3,52 Pleistoceno-Plioceno

G 0,95 0,51-1,57 Pleistoceno

H 4,28 2,98-5,81 Plioceno

| 3,22 2,23-4,44 Pleistoceno-Plioceno

J 2,33 1,43-3,43 Pleistoceno-Plioceno

K 2,33 1,53-3,31 Pleistoceno-Plioceno

L 1,41 0,90-2,04 Pleistoceno

M 1,06 0,65-1,54 Pleistoceno

N 0,79 0,43-1,22 Pleistoceno
Phyllomys/Echimys 10,44 7,63-13,14 Mioceno
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Apéndice 10. Tabela com distancias genéticas p ndo corrigida (%) intra e interespecificas de Phyllomys calculadas a partir de
sequéncias de CitB. Diagonal em negrito representam divergéncias intraespecificas. Para aquelas espécies representadas por sé um
individuo, o célculo da disténcia intraespecifica ndo se aplica (na). Abaixo da diagonal estdo os valores de distancia interespecifica e

acima o respectivo erro padréo.
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P. blainvilii 1.1 1.3 1.3 1.1 1.6 1.4 1.4 1.6 1.4 1.1 1.6 1.6 1.6 1.5 1.5 20 20
P. brasiliensis 7.2 0.0 1.4 09 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2 1.5 1.5 1.5 1.5 1.6 1.8 20
P. dasythrix 8.4 9.2 00 13 1.6 1.6 0.6 1.4 0.7 1.3 1.4 1.4 1.6 1.3 0.7 20 1.9
P. lamarum 5.8 3.0 85 05 1.5 1.5 1.4 1.5 1.4 1.0 1.3 1.5 1.5 1.3 1.4 1.8 1.9
P. lundi 10.4 8.9 95 90 na 1.6 1.5 1.6 1.6 1.5 1.6 1.5 1.6 1.8 1.6 20 20
P. mantiqueirensis 8.2 8.9 92 88 115 na 1.6 1.3 1.6 1.5 1.5 1.7 1.6 1.7 1.6 1.9 20
P. nigrispinus 9.1 106 15 94 9.7 10.0 0.6 1.5 0.7 1.3 1.4 1.5 1.7 1.3 0.8 20 1.9
P. pattoni 10.7 9.0 89 92 110 7.5 98 1.5 1.5 1.5 1.5 1.6 1.5 1.5 1.5 1.8 1.9
P. sulinus 9.6 109 20 96 109 101 24 104 0.4 1.3 1.5 1.5 1.7 1.4 0.7 20 1.9
Phyllomys sp. 1 5.1 5.8 7.6 4.2 9.3 9.6 8.5 9.7 8.8 0.2 14 1.4 1.6 1.5 1.4 1.9 1.9
Phyllomys sp. 2 10.3 8.6 83 67 106 82 8.8 9.3 9.7 79 05 1.4 1.4 1.5 1.4 20 1.9
Phyllomys sp. 3 9.9 8.4 8.8 80 94 107 95 108 100 89 7.8 0.2 1.5 1.7 1.5 20 1.9
Phyllomys sp. 4 1.2 105 110 99 123 107 120 92 124 108 96 100 2.6 1.6 1.7 1.8 1.9
Phyllomys sp. 5 10.2 9.3 79 75 123 1.6 84 102 87 95 90 115 125 0.6 1.4 20 1.9
Phyllomys sp. 6 9.7 11.1 22 98 108 100 25 9.7 1.9 90 93 102 126 8.1 0.1 20 1.9
Echimys 150 13.0 151 133 169 13.0 160 132 165 135 148 152 147 143 165  na 2.1

Makalata 16.8 154 157 148 166 175 164 157 169 153 159 159 156 171 168 178 na




CAPITULO 3

Distribuicdo geografica e variacdo genética de Euryzygomatomys

spinosus (Rodentia: Echimyidae)



Capitulo 3 - Euryzygomatomys A.C. Loss, 2014

Resumo

Euryzygomatomys spinosus é um roedor Echimyidae com habito semi-fossorial.
Tem ocorréncia registrada na Mata Atlantica, mas dados sobre distribuicdo
geogréfica sdo escassos. Sdo pouco coletados e pouco representados em
colegdes cientificas. A taxonomia atual reconhece E. spinosus como a Unica
espécie do género, no entanto, nenhum estudo de revisdo taxondmica ou
variagdo genética foi feito pra confirmar essa classificagdo, visto que outras duas
espécies ou subespécies j& foram sugeridas para o grupo. O objetivo do presente
trabalho foi utilizar dados da literatura, registros de museu e modelagem de
nicho ecolégico para avaliar a distribuicdo geogréfica atual e histérica da espécie
e caracterizar a variagdo genética ao longo dessa distribuicdo e suas implicagdes
sistematicas. Os resultados mostraram que E. spinosus apresenta distribuicdo em
areas de Mata Atlantica e adjacéncias ao sul do Rio Doce no Brasil, Paraguai e
Argentina, incluindo um registro confirmado no Cerrado. Sua distribuicdo
passada pode ter sido mais extensa, atingindo areas a cerca de mil quildmetros
ao norte da observada atualmente. A espécie ocupa habitats muito diversos e
pode ser considerada generalista. As populagbes de E. spinosus sdo
geneticamente estruturadas ao longo da sua distribuicdo, com evidéncias de
isolamento por distancia. A divergéncia genética mitocondrial encontrada ¢é
relativamente baixa, sugerindo uma estruturagdo recente, estimada para o final
do Pleistoceno ha cerca de 140 mil anos atrés. A populagdo estd subdivida em
dois grupos, um mais ao norte da distribuicdo e outro mais ao sul, a partir da
regido centro-leste do estado de Sao Paulo. Resultados genéticos corroboram a

taxonomia atual que considera apenas uma espécie no género: E. spinosus.

Palavras-chave: DNA mitocondrial; filogeografia; Mata Atlantica; modelagem de

nicho ecoldgico; taxonomia.
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1. Introducao

Euryzygomatomys spinosus (G. Fischer, 1814) é um roedor semi-fossorial
de pequeno porte da familia Echimyidae e a Unica espécie vivente reconhecida
atualmente no seu género. Ocorre ao longo da porcao sul da Mata Atlantica, ao
sul do Rio Doce, incluindo areas desse bioma na Argentina e Paraguai (Bonvicino
et al., 1997; Eisenberg & Redford, 2000; Chu et al., 2003; Pinto et al., 2009;
Cirignoli et al., 2011), mas pode ser registrado também nos Campos Sulinus
(Bonvicino et al., 2002). Alguns autores indicaram sua ocorréncia no Brasil Central
(Lacher & Alho, 2001; Santos-Filho et al., 2012), no entanto esses registros foram
baseados em espécimes de Carterodon erroneamente identificados como
Euryzygomatomys (Bezerra et al., 2011). Euryzygomatomys spinosus ¢é
caracterizado por um corpo fusiforme coberto por pelagem rigida marrom e
preta, orelhas e rabo curtos (Eisenberg & Redford, 2000; Bonvicino et al., 2008),
cranio robusto com arco zigomatico largo e bula auditiva inflada. O cariétipo foi
descrito com 2n = 46 com base em exemplares do estado de Sao Paulo
(Yonenaga, 1975; Vilela et al., 2009). Seu grupo irmdo é o género Clyomys,
também de habito semi-fossorial, com ocorréncia em &reas do Cerrado e
Pantanal (Galewski et al., 2005; Bonvicino et al., 2008).

Registros de E. spinosus em inventéarios de pequenos mamiferos sdo raros
e geralmente com base em um pequeno nimero de individuos (e.g. Bonvicino et
al., 1997; Geise et al., 2004; Scheibler & Christoff, 2007; Pinto et al., 2009; Abreu-
Junior, 2013), o que resulta em poucas localidades de ocorréncia confirmadas
com espécimes-testemunho. Como consequéncia, os limites de distribuicdo da
espécie sdo imprecisos e existem muitos hiatos de localidades. Os mapas de
distribuicdo da espécie disponiveis na literatura ndo apresentam localidades
especificas de ocorréncia, indicando apenas uma d&rea aproximada (vide

Bonvicino et al., 2008; Catzeflis et al., 2008). A caréncia de informacdes sobre
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distribuicdo refletem também no pouco que se sabe sobre essa espécie em
termos de comportamento, ecologia, morfologia e genética de uma forma geral.

Euryzygomatomys spinosus foi descrita com base no “rat épineux” de
Azara (ou “el spinoso” da versdo em espanhol). Apesar de atualmente ser a Unica
espécie reconhecida no género, com localidade tipo em Atyrd, Paraguai, existem
dois outros nomes considerados sinénimos-junior de E. spinosus:
Euryzygomatomys guiara (Brandt, 1835), com localidade-tipo em Ipanema, Sao
Paulo e Euryzygomatomys catellus Thomas, 1916, com localidade-tipo em
Joinville, Santa Catarina. Ellerman (1940) reconheceu E. guiara e E. spinosus
como espécies distintas, sendo que o Uultimo com duas subespécies: E. s.
spinosus e E. s. catellus. Moojen (1952) também tratou E. spinosus e E. guiara
como espécies distintas, mas ndo mencionou subespécies, nem citou E. catellus.
J&d Cabrera (1961) reconheceu cada um dos trés nomes disponiveis como
subespécies de E. spinosus, listando os téxons E. s. spinosus, E. s. guiara e E. s.
catellus. As compilagdes de espécies mais recentes reconhecem apenas E.
spinosus (Bonvicino et al., 2008; Paglia et al., 2012) sem mencionar subespécies,
mesmo sem nenhuma revisao taxondmica do grupo ou estudo de variagdo
genética que corrobore tal classificagao.

Levando em conta a caréncia de informagdes disponiveis na literatura
sobre E. spinosus de uma forma geral, os objetivos do presente trabalhos foram:
(1) avaliar a distribuicdo geografica da espécie e inferir modelos de
adequabilidade ambiental para sua distribuicdo; (2) caracterizar a variagao
genética ao longo da sua distribuicdo geogréfica e as implicagdes sistematicas

dos resultados encontrados.
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2. Material e Métodos

2.1. Localidades de ocorréncia

261 registros de ocorréncia de Euryzygomatomys foram obtidos de
trabalhos publicados, registros de museus e dos bancos de dados SpeciesLink

(http://splink.cria.org.br/) e Global Biodiversity Information Facility (GBIF -

http://www.gbif.org). Euryzygomatomys é o Unico Echimyidae semi-fossorial de

regides de Mata Atlantica e pode ser considerado de facil identificagdo nessas
areas, portanto os registros de regides de Mata Atlantica foram considerados
corretos. No entanto, ele pode ser confundido com Clyomys ou Carterodon em
areas de transicdo do Cerrado, principalmente nos estados de Minas e Gerais e
Sédo Paulo. A identidade taxonémica de registros nessas regides foi confirmada
por andlise do material testemunho ou comunicagdo com os coletores. Os
registros para os quais ndo foi possivel confirmar a identificagdo foram excluidos,
assim como aqueles sem localidade ou com localidade incerta. Todos os pontos
sem coordenadas geogréficas associadas foram georreferenciados no Google
Earth (Google), de acordo com a localidade especifica (quando disponivel) ou
municipio de ocorréncia. Apos a exclusdo dos registros duvidosos, foram obtidos
76 pontos de ocorréncia georrefenciados (Apéndice 1).

A fim de se verificar a adequabilidade ambiental para E. spinosus no
presente e no passado, foi realizada uma andlise de modelagem de nicho
ecolégico com base em todos os 76 pontos georreferenciados de ocorréncia
confirmada da espécie. Os valores das varidveis para cada ponto foram extraidos
a partir das camadas ambientais do presente (“BIO") com resolucdo de 2,5

minutos, disponibilizadas pelo WordClim (http://www.worldclim.org), acessadas

em novembro de 2013. As camadas mais informativas para explicar a distribuigéo
da espécie foram pré-selecionadas por anadlise de componentes principais,
seguida de teste de Mantel: BIO 2-4, 6, 11-13, 15, 18 e 19 (Apéndice 3). As
andlises de modelagem de nicho ecolégico foram conduzidas utilizando o
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algoritmo de méxima entropia implementado no programa Maxent 3.3.3 (Phillips
et al., 2006). Os valores das varidveis selecionadas foram extraidos das camadas
ambientais do presente e projetados nas camadas do presente, Ultimo maximo
glacial (21 mil anos atrds) e ultimo interglacial (120 mil anos atras). Para a
avaliacdo dos modelos gerados, foram observados os valores da area sob a curva

(AUC) calculados pelo Maxent com 10 replicagdes de bootstrap.

2.2. Espécimes e sequéncias de DNA

Para as andlises moleculares foram utilizadas amostras de figado e musculo
fixadas em etanol ou da pele de espécimes de museu. Foram sequenciados
genes de 31 individuos de E. spinosus, provenientes de 17 localidades ao longo
da distribuicdo geogréfica (Apéndice 1). O material genético dos tecidos fixados
em etanol foi isolado utilizando o protocolo de extragdo de DNA total com sal
(SDS/NaCl/Proteinase K) descrito por Bruford et al. (1992) e o material retirado
das peles foi isolado utilizando-se o kit de extragdo DNeasy Blood & Tissue
(Qiagen) de acordo com o protocolo descrito por Bi et al. (2013), com pequenas
modificagdes (ver Capitulo 2 para as modificagdes).

Foram sequenciados fragmentos dos marcadores mitocondriais do gene
citocromo b (CitB) e da regido controle (D-loop). Cada reagdo em cadeia de
polimerase (PCR) foi feita com volume final de 25 pL, sendo 2,5 pL de tampao
10x, 1,0 yL de MgCl; (50 mM), 0,5 pL de solucdo de dNTP (10 mM cada
nucleotideo), 0,3 pL de cada primer (10 pM), 3 unidades de Taq Platinum
(Invitrogen Corporation) e 1 pL de DNA. As PCR’s para amplificagdo dos
primeiros 801 pares de base (pb) do CitB do material extraido de tecido fixado
em etanol foram realizadas utilizando os primers MVZ05 e MVZ16 (Smith &
Patton, 1993). Para o material extraido de pele (trés amostras: AF177,
MCNM2265 e MLP16VII0211), foram sequenciados os primeiros 417 pb do CitB
com os primers MVZ05 e MVZ04 (Smith & Patton, 1993). O perfil utilizado na PCR

incluiu uma desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido por 39 ciclos e
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uma extensdo final a 72 °C por 7 minutos. Cada ciclo comegou com uma
desnaturacado a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 48 °C por 45 segundos e
extensdo a 72 °C por 45 segundos. Para amplificacdo de 396 pb do D-loop,
foram utilizados os primers LO e E3 (Douzery & Randi, 1993) com o seguinte perfil
de PCR: desnaturagdo inicial a 94 °C por 3 minutos, seguido por 35 ciclos e uma
extensdo final a 72 °C por 10 minutos. Cada ciclo comegou com uma
desnaturacado a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 52 °C por 30 segundos e
extensdo a 72 °C por 30 segundos. O produto amplificado foi purificado com as
enzimas ExoSAP (GE Healthcare Life Sciences) e a reagdo de sequenciamento foi
realizada com kit Big Dye v3.1 (Applied Biosystems) seguindo protocolo do
fabricante. Utilizando sequenciador automético ABI 3500, as amostras foram

sequenciadas nas duas diregdes, com os mesmos iniciadores utilizados na PCR.

2.3. Alinhamento e anélises dos dados moleculares

As sequéncias geradas foram alinhadas no Geneious 5.6 (Biomatters). Os
célculos dos valores de diversidade haplotipica (Hd) e diversidade nucleotidica ()
foram feitos no programa DNAsp 5.1 (Librado & Rozas, 2009) e as redes de
haplétipos foram construidas por median-joining (Bandelt et al., 1999) no
programa Network (http://www.fluxus-engineering.com) e editadas no programa
Inkscape (http://www.inkscape.org). Para a construcdo das redes de haplétipos
foram utilizados dois conjuntos de dados separadamente: 417 pb de CitB de 31
unidades taxondémicas operacionais (UTO's) e 396 pb de D-loop de 28 UTO's.

Os célculos de distancia genética, teste de Mantel, andlise de
coalescéncia, andlise de varidncia molecular (AMOVA) e anélise espacial da
variancia molecular (SAMOVA) foram feitos para 801 pb de CitB com 31 UTO’s e
396 pb de D-loop com 28 UTO's. A distdncia genética p ndo corrigida foi
calculada no MEGA 6 (Tamura et al., 2013). Para verificar a existéncia de
isolamento por distancia, foi realizado teste de Mantel na plataforma R 3.0.1

(http://www.R-project.org/) com o pacote ade4 (Dray & Dufour, 2007), utilizando
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correlagao de Pearson e 500 replicagbes, sendo considerados significativos testes
com p < 0,05. As andlises de coalescéncia foram realizada no BEAST 1.7.5
(Drummond et al., 2012), utilizando prior de coalescéncia, tamanho populacional
constante e modelos de evolugdo HKY (Hasegawa-Kishino-Yano) + G (gama) para
ambos os conjuntos de dados, calculados no jModelTest 2.1.6 (Darriba et al.,
2012) com o critério de informacgado bayesiano (BIC).

Para verificar a ocorréncia de estruturagdo populacional ao longo da
distribuicdo de E. spinosus, foram testados diferentes cenérios no programa
SAMOVA (Dupanloup et al., 2002) para cada marcador separadamente,
permitindo o agrupamento das localidades em 2 a 10 populag¢des (k). Os valores
de variancia entre os grupos de localidades (Fcr) encontrados na SAMOVA foram
comparados ao valor de Fsr (varidncia entre todas as localidades) encontrado na
AMOVA, realizada no programa Arlequin 3 (Excoffier et al., 2005) considerando
todas as localidades como uma populagéo.

Para a escolha do cenério mais adequado de estruturagao de acordo com
as andlises de AMOVA e SAMOVA, primeiro foi avaliado o valor de Fsr, quando
considerada apenas uma populagdo incluindo toda as localidades. Se o Fsr for
maior que 0,25 a varidncia é considerada muito elevada (Wright, 1978), sendo
portanto um indicativo que aquelas localidades devem estar estruturadas em
mais de uma populagdo. O préoximo passo foi verificar os valores de Fer, que
medem a variancia entre os grupos de populagdes construidos na SAMOVA. O
cendrio mais adequado é aquele que maximiza a variancia entre os grupos de
populagdes (maior Fcr), no entanto, foram descartados aqueles onde ha grupos
formados por apenas uma localidade. Como os dois marcadores moleculares
analisados (CitB e D-loop) estdo ligados no genoma mitocondrial e segregam
juntos, espera-se que ambos revelem uma estruturacdo semelhante, mesmo que
as localidades amostradas nao sejam exatamente as mesmas. Por isso, a escolha
da estrutura levou em conta ainda a concordancia entre os grupos de localidades
indicados na SAMOVA para os dois marcadores separadamente.
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Para o calculo da taxa de evolucdo do CitB, foi construida uma matriz com
21 sequéncias de CitB de Echimyidae e grupos externos, sendo um
representante de cada género amostrado (Apéndice 2). A datacao foi feita no
programa BEAST 2.1.3 com modelo de evolugdo GTR (general time reversible) +
G, calculdado no jModelTest 2.1.6, relégio relaxado com distribuicdo Lognormal
(relaxed clock Log Normal) e prior do modelo de Yule para construgao da arvore.
A topologia foi indicada forgando a monofilia em varios pontos da filogenia, de
acordo com informagdes disponiveis na literatura (Apéndice 2) (Upham &
Patterson, 2012; Fabre et al., 2013; Upham et al., 2013; Loss et al., 2014). O
relégio foi calibrado utilizando-se trés registros fésseis importantes para a
reconstrugdo da evolugdo dos Caviomorpha na América do Sul, sequindo Upham
et al. (2013). Os valores minimos da datacdo do fdssil foram utilizados como
limites inferiores da estimativa (offset), assegurando que as estimativas de
datagdes das linhagens sejam mais antigas que a datagdo do fossil
correspondente. Para todos os pontos de calibragdo do relégio foram utilizados
priors com distribuicdo Lognormal, média O e desvio padréo 1.

O primeiro ponto de calibragdo utilizado foi o ancestral comum mais
recente (ACMR) entre Chinchilloidea e Octodontoidea, representado pelo
Octodontoidae mais antigo, Draconomys verai (Vucetich et al., 2010; Antoine et
al., 2012), da Formacdo Sarmiento do Oligoceno inferior, em Gran Barranca
(Argentina), estimada entre 29,5 e 31,1 milhdes de anos (Ma) atrds. O né foi
calibrado com a idade minima de 29,5 Ma e intervalo de confianca (IC) de 95 % =
29,5-34,7 Ma. O segundo ponto de calibragédo foi o ACMR entre Octodontidae e
Ctenomyidae, representado por um ramo ancestral (“stem taxa”) da linhagem de
Ctenomys, o Xenodontomys simpsoni (Verzi, 2008; Verzi et al., 2013) da
Formagado Los Salitres do Mioceno tardio, em Laguna Chasicé (Argentina),
estimada entre 5,7 e 6,0 Ma (Verzi, 1999, 2008). O né foi calibrado com a idade
minima de 5,7 Ma (IC 95 % = 5,7-10,9 Ma). O terceiro ponto de calibragéo foi o
ACMR do clado Thrichomys-Myocastor-Callistomys-Proechimys (Loss et al., 2014),
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representado por um ramo ancestral da linhagem de Thrichomys, o Pampamys
emmonsae (Verzi et al., 1995, 2013; Olivares & Verzi, 2014), da Formacéo Cerro
Azul do Mioceno tardio, em Laguna Chillhué (Argentina), estimada entre 6,0 e 9,3
Ma (Verzi et al., 2008). O né foi calibrado com a idade minima de 6,0 Ma (IC 95 %
= 6,0-11,2 Ma).

A taxa de evolucdo encontrada para o CitB de Euryzygomatomys foi
aplicada nas andlises de coalescéncia do mesmo marcador, com relégio
molecular estrito, a fim de se estimar a idade do ancestral comum mais recente

(tacwr) das sequéncias analisadas.

3. Resultados

3.1. Distribui¢do geogréfica de Euryzygomatomys spinonus

Dos 76 pontos de ocorréncia de E. spinosus (Figura 1), 54 estdo associados
a espécimes de museu e/ou sequéncias de DNA que permitiram confirmagao da
identificacdo da espécie, os demais foram considerados corretos de acordo com
a distribuicdo em éareas de Mata Atlantica onde nao ha ocorréncia de outros
Echimyidae semi-fossoriais. Foram registradas ocorréncias em todos os estados
do sudeste e sul do Brasil, além da Argentina e Paraguai, nas regides de Mata
Atlantica e adjacéncias, inclusive um registro confirmado no Cerrado (Loss et al.,
submetido).

Todos os modelos de adequabilidade ambiental apresentaram valores de
AUC elevados (> 0,97), no entanto, a adequabilidade méxima foi baixa tanto para
o presente (0,47) quanto para 120 mil anos atréas (0,46) e elevada para 21 mil anos
atrads (0,81). As varidveis ambientais que mais influenciaram os modelos foram
isotermalidade (BIO3) e temperatura média do trimestre mais frio (BIO11). O
modelo para 21 mil anos atrds mostra uma adequabilidade maior em regides

bem mais ao norte da distribuicdo atual do género, abrangendo uma grande éarea
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onde ndo ha registro de ocorréncia atual da espécie (Figura 2). As regides de
adequabilidade no modelo de 120 mil anos atras, por outro lado, sdo similares as
do presente, exceto por uma area de maior adequabilidade na porgao nordeste

do litoral brasileiro (Figura 2).

—20°S
2
Paraguai

76 °

S 25°S
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30°S
400 km
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Figura 1. Distribuicdo geografica de Euryzgomatomys spinosus. Estrela representa localidade tipo
e pontos marcados em laranja representam localidades amostradas nas anélises genéticas. As
siglas dos estados e os pontos de ocorréncia estdo de acordo com as localidades listadas no

Apéndice 1.
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Figura 2. Modelos de adequabilidade ambiental no presente, hd 21 mil anos atras e ha 120 mil
anos atras para Euryzygomatomys spinosus mostrando drea média da distribuicdo estimada com
base em 10 replicacbes para cada periodo. Cores mais quentes representam maior
adequabilidade. Pontos no presente indicam localidades utilizadas para a modelagem. Quadrado

amarelo no mapa de 21 mil anos indica féssil coletado em Campo Formoso, Bahia.
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3.2. Variagdo genética e relagdo entre haplétipos

Os valores de diversidade haplotipica e nucleotidica encontrados, tanto
para o CitB quanto para o D-loop, foram elevados, enquanto as distancias
genéticas foram baixas (Tabela 1). Dentre os 31 individuos amostrados para o
CitB, foram identificados 17 haplétipos e dentre os 28 individuos do D-loop, 19
haplétipos distintos. Foi encontrada correlagdo significativa entre as distancias
geogréficas e genéticas, sugerindo isolamento por disténcia, tanto para as
sequéncias de CitB (r* = 0,65; p < 0,01), quanto de D-loop (r* = 0,75; p< 0,001)
(Tabela 1).

Tabela 1. Diversidades haplotipica (Hd) e nucleotidica (m), distdncia genética (p nédo corrigida)
média e maxima, coeficiente de determinacéo (r?) e valor de significancia (p) do teste de Mantel

calculados para sequéncias de CitB e D-loop de Euryzygomatomys spinosus.

distancia genética (%) Teste de Mantel
marcador Hd T
média maxima r? P
CitB 0,9312 0,01243 1,2+0,2 2,2+0,5 0,65 0,001996
D-loop 0,9656 0,02028 20x04 45+0,9 0,75 0,0001

As redes de haplétipos de CitB e D-loop (Figura 3) mostraram relagdes
semelhantes. Para o CitB, quatro haplétipos foram compartilhados entre
diferentes localidades (Hc2, Hc9, Hc10 e Hc11) e os haplétipos mais frequentes
foram Hc9, Hc10 e Hc11, cada um deles registrado 5 vezes. Para o D-loop dois
haplétipos foram compartilhados entre diferentes localidades (Hd7 e Hd15) e o

haplétipo mais frequentes foi Hd15, registrado 4 vezes.
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Tabela 2. Lista de haplétipos de Euryzygomatomys spinosus de CitB e D-loop, por localidade,
indicando o nimero de individuos amostrados em cada localidade (n), identificagdo do haplétipo
(H) e o voucher correspondente. As localidades estdo identificadas de acordo com a Figura 1.
Nomes com astericos (*) indicam amostras das quais o material foi extraido da pele e estdo

disponiveis apenas 417 pb de CitB para comparagéo.

D loc. CitB D-loop
n H voucher n H voucher
5 1 Hc2 CMUFV 2209 1 Hd4 CMUFV 2209
6 1 Hc3 MCNM 2265* - - -
8 2 Hc1 UFMG 1948, 1949 2 Hd1 UFMG 1948, 1949
9 1 Hc2 MDIA 078 - - -
12 1 Hcd UFES 835* - - -
17 1 Hc7 SU 73 1 Hd3 SU73
24 2 Hc5 UNIBAN 2592 1 Hd2 UNIBAN 2592
Hcé UNIBAN 2639 - - -
28 1 Hc8 ITM 287 1 Hd16
43 1 Hc13 JC 2894 1 Hd18
47 1 Hc14 UFSC 4840 - - -
50 6 Hc9 FURB 751, 5205 1 Hd15 FURB 5205
Hc10 FURB 6455, 6504 1 Hd14 FURB 751
Hc11 FURB 5238, 6555 1 Hd13 FURB 798
2 Hd9 FURB 6455, 6504
2 Hdé6 FURB 5238, 6555
51 2 Hc10 FURB 12348, 18160 1 Hd8 FURB 12348
1 Hd12 FURB 18160
FURB 9241, 9300, FURB 9251, 9300, 9301
>2 8 He? 9301 3 Hd15
Hc10 FURB 9249 2 Hd10 FURB 9248, 9249
Hc11 FURB 9321, 9295 2 Hd7 FURB 9295, 9231
1 Hd11 FURB 9325
54 2 Hc11 AUC 5186 1 Hd7 AUC 5186
Hc12 AUC 5183 1 Hd5 AUC 5183
55 1 Hc15 LCEM 129 1 Hd19 LCEM 129
64 1 Hc17 MLP 16VII0211* - - -
73 1 Hc16 TK 66002 1 Hd17 TK 66002

Os valores de Fsr foram 0,72 para o CitB e 0,42 para o D-loop (p < 0,0001),
indicando uma grande diferenciagdo genética entre as populagdes,
principalmente de CitB. A subdivisdo das localidades de coleta em 2 populacées,
uma ao sul e outra ao norte (Figuras 3 e 4) foi o cenario 6timo levando em conta
a concordancia entre as estruturas resultantes para os dois marcadores e a

formagdo de grupamentos com mais de uma localidade (ver detalhes das analises
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no Apéndice 4). Os valores de Fcr calculados para a subdivisdo sugerida foi 0,45
para o CitB e 0,48 para o D-loop (p < 0,0001). Para o cendrio com duas
subpopulagdes, 45 % da variancia total encontrada para o CitB estd entre as
subpopulagdes, 34 % entre localidades dentro das subpopulacdes e os 21%
restantes dentro das localidades. Para o D-loop, 48 % estd entre as
subpopulagdes, 12 % entre localidades dentro das subpopulagdes e os 40 %

restantes dentro das localidades.
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Figura 3. Redes de haplétipos de CitB de Euryzygomatomys spinosus, cada circulo representa um
haplétipo diferente e seu tamanho é proporcional a frequéncia amostrada. Cada cor representa
uma localidade de coleta, de acordo com o mapa e Tabela 2. O mapa mostra a distribuicdo das

localidades de coleta em duas subpopulagdes (N = norte e S = sul).
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Figura 4. Arvores de coalescéncia geradas para amostras de CitB e D-loop de Euryzygomatomys

spinosus. Linhas pontilhada indica divisdo em subpopulagdes de acordo com SAMOVA, sendo N
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As arvores de coalescéncia dos dois marcadores apresentaram a mesma
topologia e concordantes com a estruturagdo em duas subpopulagdes (Figura 4).
A mediana da taxa de evolugdo calculada para o CitB foi 0,08 mutagdes por sitio
por milhdo de anos (Apéndice 2). O tempo médio de coalescéncia calculados
entre todas os haplétipos de CitB foi 138 mil anos com intervalo de confianca de
95 % (IC 95 %) entre 96 e 184 mil anos. Para os haplétipos da subpopulagdo do
norte, o tempo de coalescéncia foi estimado em 120 mil anos (IC 95 % = 77-164

mil anos) e para o sul 125 mil anos (IC 95 % = 86-169 mil anos).

4. Discussao

4.1. Distribuicdo geografica e ocupacao de habitat

Animais que vivem embaixo da terra ou utilizam este substrato como
abrigo estdo mais protegidos de predadores, mudancas climaticas extremas e
estresses de temperatura e umidade (Nevo, 2011). Euryzygomatomys spinosus
tem ocorréncia predominante em éreas florestadas da Mata Atlantica (Bonvicino
et al., 2008), mas também foi registrado em outros biomas e habitats, inclusive
com ocorréncia registrada em areas de Cerrado (localidade 9, Figura 1; Loss et
al., submetido). Euryzygomatomys spinosus ocupa também um extenso gradiente
altitudinal ao longo da sua distribuicdo, sendo registrado tanto em terras baixas
proximas ao litoral, como nos municipios de Mangaratiba, Rio de Janeiro
(localidade 20, Figura 1) e Tapes, Rio Grande do Sul (localidade 56, Figura 1) até
elevadas altitudes, como a 2.300 m na Serra do Caparad, Minas Gerais
(localidade 1, Figura 1) e 1.400 m no ltatiaia, Rio de Janeiro (localidade 22, Figura
1).

A espécie ocupa ainda diferentes habitats, sendo registrada em plantagdes

de Pinus (Goncgalves et al., 2007), floresta montana (Bonvicino et al., 1997; Geise
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et al., 2004), floresta sub-montana (Bueno, 2008; Abreu-Junior, 2013), capoeiras
(Lessa et al., 1999; Scheibler & Christoff, 2007), capdo de mata em campo
rupestre (Loss et al., submetido), brejos (Stallings, 1989) e proxima a cultivos
agricolas (D'Andrea et al., 2007; Pinto et al., 2009). O héabito semi-fossorial pode
favorecer a ocupacgdo de diferentes ambientes pela espécie, que portanto pode
ser considerada generalista na ocupacao do habitat.

Com excecgédo da localidade Salto do Pirapora, estado de Sao Paulo (Figura
1, localidade 30), onde foram registrados 44 exemplares de E. spinosus, todos os
demais registros foram de no méaximo 8 individuos por localidade, sendo que em
pelo menos 33 localidades apenas um individuo foi registado. No entanto, nao é
possivel determinar se esses valores refletem um baixo nimero populacional ou
métodos pouco eficientes de captura por se tratar de uma espécie semi-fossorial.

As anélises de modelagem de nicho sugerem que ha 21 mil anos as areas
mais adequadas para E. spinosus estariam deslocadas cerca de 1.500 km ao
norte. No entanto, os valores de adequabilidades dos modelos, principalmente
no presente e hd 120 mil anos atrds sdo baixos, indicando que as varidveis
ambientais utilizadas na modelagem ndo sdo eficientes para predizer a
distribuicdo da espécie. Em se tratando de uma espécie semi-fossorial, que esta
de certa forma tamponada em relagdo as mudangas ambientais (incluindo as
climaticas) devido ao seu habito de vida, é esperado que as varidveis climaticas
influenciem menos a sua ocorréncia e consequentemente, sejam pouco
informativas na construcdo dos modelos de nicho ecoldgico. A distribuicdo de
roedores fossoriais estd fortemente associada a distribuicdo de solos adequados
(Steinberg & Patton, 2000), que podem influenciar ndo apenas a distribuicdo de
espécies com esse habito mas também a capacidade de dispersdo para acessar
novas areas adequadas (Stockman et al., 2006; Encarnacion-Luévano et al., 2013).
Varidveis relacionadas a estrutura do solo podem ser mais informativas para
predizer a distribuicdo de espécies associadas a tipos especificos de terrenos do
que as climaticas (e.g., Edwards et al., 2012).

121



Capitulo 3 - Euryzygomatomys A.C. Loss, 2014

Devido a baixa adequabilidade dos modelos é temeréria a associagdo de
mudangas climaticas passadas a estrutura genética observada e possiveis
mudancas demogréficas. No entanto, fésseis de Euryzygomatomys sp. foram
registrados na Toca da Boa Vista (Figura 2), municipio de Campo Formoso, na
Bahia (Dutra, 2012). Os fdsseis ndo foram datados, mas estudos de datacdes com
séries de Urdnio na mesma regido sugerem que os depodsitos da Toca da Boa
Vista variem entre 255 e 20 mil anos atras (Auler et al., 2006). Essa localidade esta
proxima da area adequada estimada para ocorréncia de E. spinosus no modelo
de 21 mil anos atras e se encontra a cerca de mil quildbmetros a norte do extremo
norte da distribuicdo atual da espécie.

Winge (1888) descreveu a espécie fossil Euryzygomatomys mordax de
Lagoa Santa, no estado de Minas Gerais, e os depdsitos dessa regido variam
entre 10 e 360 mil anos (Auler et al., 2006). Hadler et al. (2008) registraram a
mesma espécie no sitio de Garivaldino, estado do Rio Grande do Sul, no
Holoceno, entre 7 e 9 mil anos atrds. Levando em conta também o fdssil
registrado na Bahia, é possivel que o género Euryzygomatomys tenha tido uma
distribuicdo muito mais ampla no passado, ocupando uma area desde a Bahia até
o Rio Grande do Sul, sugerindo que mudancas climaticas registradas no
Pleistoceno podem ter tido um efeito menor na distribuicdo do género devido
aos habitos semifossoriais e generalistas quando comparado a espécies
arboricolas e dependentes de florestas, como Callistomys e Phyllomys (Capitulos
1e?2).

Marshall & Sempere (1991) citaram o féssil Euryzygomatomys hoffstetteri,
para o Pleistoceno do sitio de Tarija, na Bolivia, mas como esse nome s aparece
em listas de fauna e a espécie nunca foi descrita formalmente, este pode ser
considerado um nomem nudum. Diego Verzi (com. pess.) analisou o material de
Tarija e acredita que ndo se trata de um Euryzygomatomys. Trés exemplares
tombados na Fundacién Miguel Lillo, Tucuman, Argentina (FML 1400, 1401,
1402) provenientes do departamento de Beni, na Bolivia, estdo identificados
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como Euryzygomatomys, no entanto, M. Diaz (com. pess.) analisou o material e
acredita se tratar de exemplares de Proechimys, portanto ndo héa registro
confirmado do género na Bolivia, nem no registro féssil, nem para ocorréncia

atual.

4.2. Variacdo genética e sistematica molecular

Devido a baixa capacidade de dispersdo, roedores subterraneos
geralmente estao distribuidos em muitas populagdes relativamente pequenas ao
invés de populacdes grandes e panmiticas com distribuigdo continua (Steinberg
& Patton, 2000). Essa tendéncia leva a forte estruturacdo geografica, logo uma
porcdo substancial da variagdo dos caracteres, sejam eles morfolégicos,
cromossémicos ou genéticos, estd distribuida entre populagdes ao invés de se
apresentar polimérfica dentro delas (e.g. Gongalves & Freitas, 2009; Mora et al.,
2013). Foi possivel detectar uma elevada diversidade haplotipica e nucleotidica
(Tabela 1) tanto para o CitB quanto para o D-loop, mesmo com um ndmero
limitado de individuos e localidades amostradas. A estruturacdo geografica é
substancial (Figura 2) e grande parte da divergéncia genética entre os haplétipos
pode ser explicada pela distancia geogréfica, como esperado para roedores
fossoriais e semi-fossoriais (Steinberg & Patton, 2000).

A inclusdo nas anélises genéticas de amostras distribuidas ao longo da
ocorréncia de Euryzygomatomys e em regides préximas as localidades tipo da
espécie (Atyra, Paraguai), assim como dos outros dois homes associados ao
género, E. cattelus (Joinville, Santa Catarina) e E. guiara (Ilpanema, Sdo Paulo),
permite testar a classificacdo atual. Apesar da estruturagdo entre as localidades,
a divergéncia genética entre os haplotipos é baixa e ha isolamento por distancia,
corroborando a classificagdo atual da existéncia de apenas uma espécies vivente
no género, Euryzygomatomys spinosus.

A baixa divergéncia genética entre os haplétipos indica um processo de
estruturagdo recente. A estimativa média do tempo de coalescéncia para todos

123



Capitulo 3 - Euryzygomatomys A.C. Loss, 2014

os haplétipos do marcador mitocondrial CitB foi 140 mil anos, sugerindo que as
linhagens viventes se diversificaram no final do Pleistoceno. Euryzygomatomys
spinosus esta estruturado em duas subpopulagdes, uma ao norte e outra ao sul,
que se aproximam no nordeste do estado de Sdo Paulo (Figura 2). A inclusado de
mais amostras e localidades nas andlises, principalmente proximas a regido de
encontro das duas subpopulagdes no estado de Sdo Paulo, podera auxiliar no

refinamento da estruturacdo genética encontrada.

5. Conclusoées

Euryzygomatomys spinosus apresenta distribuicdo em éareas de Mata
Atlantica e adjacéncias ao sul do Rio Doce, no Brasil, Paraguai e Argentina,
incluindo um registro confirmado no Cerrado. Ocorréncias equivocadas foram
registradas no Mato Grosso, Brasil e Beni, Bolivia, no entanto esses registros se
referem respectivamente a Carterodon e Proechimys. Sua distribuicdo passada
pode ter sido mais extensa, atingindo areas cerca de mil quildbmetros a norte da
observada atualmente. A espécie ocupa habitats muito diversos e pode ser
considerada generalista.

As populagdes de Euryzygomatomys spinosus sdo geneticamente
estruturadas ao longo da sua distribuicdo com evidéncias de isolamento por
distancia. A divergéncia genética mitocondrial encontrada é relativamente baixa,
sugerindo uma estruturagao recente, estimada para o final do Pleistoceno (cerca
de 140 mil anos atrés). A populagdo estd subdivida em dois grupos, um mais ao
norte da distribui¢cdo e outro mais ao sul, a partir da regiao centro-leste do estado
de Sdo Paulo. Resultados genéticos corroboram a taxonomia atual que considera

apenas uma espeécie, E. spinonus, para o género.
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Apéndice 1. Espécimes utilizados para confec¢do dos mapas de distribuicdo de Euryzygomatomys spinosus e analises moleculares
com os marcadores CitB e D-loop. Loc é abreviacdo para localidades de ocorréncia. Asterisco (*) indica espécime utilizadas nas
andlises de relégio molecular, e cdédigo entre chaves correspondem ao nimero de acesso do GenBank. Dois astericos (**) indicam
espécimens em que o material extraido para andlises moleculares foi proveniente de pele.

oy Estado/
Irlx: @ localidade especifica Departamento/ Pais Latitude Longitude Voucher / Referéncia
’ Provincia
1 Terreirdo, Alto Caparad Minas Gerais Brasil -20.4225 -41.8125 Bonvicino et al., 1997
2 Reserva Particular do Patriménio Natural Mata Minas Gerais Brasil -20.0719 -42.0694 UFMG 2246
do Sossego, Simonésia
3 Caratinga Minas Gerais Brasil -19.7897 -42.1392 UFMG 986; MN 24147, 24149
4 Dionisio Minas Gerais Brasil -19.7828 -42.6425 Stallings, 1989
5 Mata do Paraiso, Vicosa Minas Gerais Brasil -20.7500 -42.8833 CMUFRV 2209* / Lessa et al., 1999
6 Catas Altas Minas Gerais Brasil -20.0742 -43.3981 MCNM 2265**
7 Boca da Mata, Concei¢do do Mato Dentro Minas Gerais Brasil -19.0599 -43.4100 MNRJ 13363, 13371, 13419, 1894
8 Parque Nacional do Caraga, Santa Barbara Minas Gerais Brasil -20.0700 -43.5000 UFMG 1948 [JF297804]*, 1949*
9 PARNA Sempre Vivas, Buenépolis Minas Gerais Brasil -17.9140 -43.7924 MDIA 078 [KM514670]*, 086 / Loss et al., submetido
10 Itabirito Minas Gerais Brasil -20.2592 -43.8333 MCNM 117
11 Passos Minas Gerais Brasil -20.8331 -46.6383 MNRJ 31557
12 Coacas, Viana Espirito Santo Brasil -20.3592 -40.4728 UFES 835** / Pinto et al., 2009
13 Santa Teresa Espirito Santo Brasil -19.9292 -40.6067 MNRJ 31531, 31558, 4029, 6235
14 Serra do Caparad, luna Espirito Santo Brasil -20.3522 -41.8346 AMNH 61834
15 Parque Estadual do Desengano, Campos de Rio de Janeiro Brasil -21.8340 -41.8118 Modesto et al., 2008
Goytacazes
16 ReBio Poco das Antas, Silva Jardim Rio de Janeiro Brasil -22.5439 -42.2781 MNRJ 6779, 29409, 29411
17 Sumidouro Rio de Janeiro Brasil -22.0333 -42.6500 SU 73 [U34858]* / D'Andrea et al., 2007
18 Fazenda Boa Fé, Teresoépolis Rio de Janeiro Brasil -22.3843 -42.8723 MNRJ 4237, 6777, 6778, FMNH 26636, 26637, 26869
19 Cidade das Meninas, Duque de Caxias Rio de Janeiro Brasil -22.7405 -43.3001 MNRJ 49539, 29423
20 Mangaratiba Rio de Janeiro Brasil -22.9530 -44.1120 MNRJ 50721, 4027
21 Angra dos Reis Rio de Janeiro Brasil -22.9310 -44.4060 MZUSP 6148
22 Maromba, Itatiaia Rio de Janeiro Brasil -22.3281 -44.6033 MZUSP 8078 / Geise et al., 2004
23 Casa Grande, Salesépolis S&o Paulo Brasil -23.6667 -45.9167 UFMG 143; MNRJ 24152, 24153, 24154, MZUSP 25877




24

25
26

27
28
29
30

31
33
34

35
36
37
38
39
40
41

42

43
44
45
46
47
48

49
50
51

Casa Grande, Biritiba Mirim

Condominio Transurb, Itapevi

td

Limeira

Piedade
Aracoiaba da Serra
Salto de Pirapora

Fazenda Primeiro Morro, Sete Barras
ltapetininga
Fazenda Paraiso, Ribeirdao Grande

Boracéia

Adrianépolis

Bacia do rio Tibagi, Telémaco Borba
KABLIN, Telémaco Borba

Serra da Prata, Guaratuba

Anhangava, Quatro Barras

UHE Salto Caxias, Flor da Serra, Boa Vista da
Aparecida

Parque Estadual Serra do Tabuleiro, Caldas da
Imperatriz, Santo Amaro da Imperatriz

Alto da Boa Vista, Rancho Queimado
Corupa

Rio dos Cedros

Timbé

SC 450, Praia Grande

Seiva Reflorestadora de Pinus, Ponte Alta do
Norte

PCH Passos Maia, rio Chapeco, Passos Maia
Usina Hidrelétrica de It4, It4
PCH Ludesa, Sdo Domingos

S30 Paulo

S30 Paulo

S30 Paulo

S&o Paulo
S&o Paulo
S&o Paulo
S&o Paulo

S3o Paulo
S3o Paulo
S3o Paulo

S3o Paulo
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana

Santa Catarina

Santa Catarina
Santa Catarina
Santa Catarina
Santa Catarina
Santa Catarina
Santa Catarina

Santa Catarina
Santa Catarina
Santa Catarina

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil
Brasil
Brasil

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil
Brasil
Brasil

-23.5725

-23.5848
-23.2712

-22.5700
-23.7200
-23.5000
-23.7200

-24.3333
-23.5800
-24.2277

-22.1257
-24.7954
-24.6389
-24.3207
-25.7903
-25.3883
-25.4838

-27.6881

-27.7042
-26.4253
-26.7383
-26.8087
-29.1850
-27.1672

-26.6764
-27.2815
-26.5757

-46.0386

-46.9626
-47.2397

-47.4000
-47.4200
-47.6200
-47.6200

-47.8167
-48.0500
-48.3880

-48.7793
-48.8389
-50.2147
-50.5946
-48.8069
-49.0022
-53.3826

-48.7786

-49.1525
-49.2431
-49.2742
-49.2910
-49.9946
-50.4503

-52.0222
-52.3691
-52.5004

UNIBAN2592*, 2639 [EU544667]*, 2599 / Vilela et al.,

2009

MHNCI 3601, 3604, 4919, 4921, 4922, 4928, 4929
MHNCI 3211

MZUSP 6382

ITM 287* / presente estudo

MZUSP 10199

MZUSP 10755, 25877, 26482, 26556-80, 26580,
26583-85, 26625-38, 26704.

FMNH 94353-57
MNRJ 31560, 24150
AB 406 / R. Pardini (com. pers.)

MZUSP 9803, 10036, 25876, 24875, 10821, 10755
MZUSP 27887

Peracchi et al., 2002

MHNCI 3758, 1267, 1268

MHNCI 2422

MHNCI 5318

MHNCI 4496, 4643, 4834

UFSC 2779 / Cherem et al., 2011

JC 2894* / presente estudo
MZUSP 585

UFSC 941 / Cherem 2004
UFSC 4367

UFSC 4840*

MHNCI 4402, 4403, 4987, 4988

UFSC 4839

FURB 751%*, 798*, 5205*, 5238%*, 6455*, 6504*, 6555*

FURB 12348%*, 18160*




52 UHEQQ (Usina Hidrelétrica Quebra Queixo, UHE  Santa Catarina Brasil -26.6521 -52.5470 FURB 9231%*, 9241%*, 9248%*, 9249*, 9295*, 9300%,

Quebra Queixo), Sdo Domingos 9301*, 9395*
53 ltapiranga Santa Catarina Brasil -27.1694 -53.7122 UFSC 073 / Cherem 2004
54 Usina Hidrelétrica de It4, Aratiba Rio Grande do Brasil -27.3502 -52.3052 AUC 5183*, AUC 5186* / Leite et al., 2008
55 Cambara do Sul Rio Grande do Brasil -29.1667 -50.0833 LCEM 129* / Gongalves et al., 2007
56 Tapes Rio Grande do Brasil -30.6728 -51.4200 FZB-MCN 2364
57 Cotipora Rio Grande do Brasil -29.0507 -51.6811 Betat et al., 2011
58 Venancio Aires Rio Grande do Brasil -29.5833 -52.2000 Scheibler & Christoff 2007
59 Lajeado Grande, Alpestre Rio Grande do Brasil -27.2508 -52.9727 UFSC 4005
60 Reserva Biosfera Yaboti, Guarani Misiones Argentina -27.0763 -54.0253 Chebez, 1996
61 Parque Nacional Iguazu, Iguazu Misiones Argentina -25.7041 -54.3281 MACN-Ma 23656
62 Montecarlo Misiones Argentina -26.6480 -54.7420 Chebez, 1996
63 Cainguas Misiones Argentina  -27.1562 -54.8577 Chebez, 1996
64 Misiones Misiones Argentina -27.0881 -54.9525 MLP 16.VI1.02.11**
65 Misiones Misiones Argentina -27.1072 -54.9839 CNP 791 / Cirignoli et al 2011
66 San Javier Misiones Argentina -27.8400 -55.1273 Chebez, 1996
67 Obera Misiones Argentina -27.4793 -55.1470 Chebez, 1996
68 Guarani Misiones Argentina -27.5190 -55.1589 CFA 05302, 05802, 06065 / Robles et al., 2012
69 Leandro N. Alem Misiones Argentina -27.5920 -55.3048 Chebez, 1996
70 Candelaria Misiones Argentina -27.4838 -55.4781 MACN-Ma 18103
71 San Ignacio Misiones Argentina  -27.2431 -55.5432 Chebez, 1996
73 ltapua ltapua Paraguai -26.5369 -54.8456 TK 66002* / Chu et al., 2003
74 ltapua ltapua Paraguai -26.7589 -55.8731 TK 60949
75 Villarrica Guaira Paraguai -25.7500 -56.4333 AMNH 66785
76 Atyra Cordillera Paraguai -25.3053 -57.1383 Localidade tipo

Siglas das coleg¢es:

AMNH = American Museum of Natural History, Nova lorque, EUA; CNP = Centro Nacional Patagdnico, Puerto Madryn, Argentina; CMUFV = Universidade
Federal de Vicosa, Vicosa, Brasil; FMNH = Field Museum of Natural History, Chicago, EUA; FURB = Colecdo Zooldgica, Fundacdo Universidade Regional de
Blumenau, Blumenau, Santa Catarina, Brasil, MACN-Ma = Coleccién Nacional de Mastozoologia, Museo Argentino de Ciencias Naturales "Bernardino
Rivadavia", Buenos Aires, Argentina; MCN-FZB = Museu de Ciéncias Naturais, Fundagdo Zooboténica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil; MCNM =
Museu de Ciéncias Naturais, Pontificia Universidade Catélica de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brasil; MDIA = Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha
e Mucuri, Diamantina, Brasil;, MHNCI = Museu de Histéria Natural Capdo da Imbuia, Curitiba, Brasil; MLP = Museo de La Plata, La Plata, Argentina; MNRJ =
Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil; MZUSP = Museu de Zoologia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil,



TK = The Museum, Texas Tech University, Lubbock, EUA; UFES = Colecdo de Mamiferos, Universidade Federal do Espirito Santo, Vltéria, Brasil; UFMG =

Colecdo de Mamiferos do Departamento de Zoologia, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brasil; UFSC = Colecdo Cientifica de Mamiferos,
Universidade Federal de Santa Catariana, Florianépolis, Brasil.

Material ndo tombado, inicias e nimeros de campo referente aos seguintes coletores:

R. Pardini (AB); A. Christoff (AUC); E. Massoia (CFA); J.Cherem (JC); P. D'Andrea (SU); G. Gongalves e T.R.O. Freitas (LCEM); Y. Yonenaga-Yassuda (ITM e
UNIBAN).
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Apéndice 2. Taxas de evolugdo em mutagdo por sitio por milhdo de ano
calculadas para o Citocromo b de géneros de Echimyidae. Cédigos na frente das
espécies correspondem ao acesso do GenBank. Nés utilizados na calibragdo do
relégio molecular estdo indicados por C1-C3 e nés em que a monofilia foi
forcada para indicar a topologia estdo indicados por M1-M8. Numeros entre
parénteses indicam referéncias utilizadas para posicdo do né, que estdo listadas
abaixo da figura.

0,09
Abracoma bennetti - AF244387
0.8 0,09
008 r : Ctenomys coyhaiquensis - AF119112
e c2
N7 0,08 o
23 Octodontomys gliroides - AF370706
0,11 . )
009 Callistomys pictus - KJ742659
0,09
0,09 Myocastor coypus - EU544663
0,08
—(ii} A 0,09
Octodontoidea I (1) O'Og.jt3\\ Proechimys simonsi - EU313249
h I @34 0,08
Thrichomys apereoides - EU544668
0,09 o
Capromys pilorides - AF422915
Clyomys laticeps - AF422918
0,09
Echimyidae . Euryzygomatomys spinosus - EU544667

Trinomys iheringi - EU544664

0,08

Dactylomys boliviensis - L23339

0,08
C

Dactylomyinae

Kannabateomys amblyonyx - AF422916
Echimys chrysurus - 123341

Phyllomys blainvilii - EF608180
0,08

Makalata didelphoides - EU302692

0.08 o0 Lonchothrix emiliae - EU313229
0,08 - 0,08
2:3:4) Mesomys hispidus - L23385
2 Isothrix bistriata - 123355
0,07 o .
Chinchilla lanigera - AF464760
0,08
Cavia porcellus - HM447150
40

'"Upham N.S. & Patterson B.D. (2012) Diversification and biogeography of the Neotropical
caviomorph lineage Octodontoidea (Rodentia: Hystricognathi). Molecular Phylogenetics and
Evolution, 63, 417-29.

2Upham N.S., Ojala-Barbour R., Brito M J., Velazco P.M., & Patterson B.D. (2013) Transitions
between Andean and Amazonian centers of endemism in the radiation of some arboreal
rodents. BMC Evolutionary Biology, 13, 1-24.

*Fabre P.-H., Galewski T., Tilak M., & Douzery E.J.P. (2013) Diversification of South American spiny
rats (Echimyidae): a multigene phylogenetic approach. Zoologica Scripta, 42, 117-134.

*Loss A.C., Moura R.T., & Leite Y.L.R. (2014) Unexpected phylogenetic relationships of the painted
tree rat Callistomys pictus (Rodentia: Echimyidae). Natureza on Line, 12, 132-136.
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Apéndice 3. Descricdo das camadas ambientais “BIO” disponiveis no WorldClim
(http://www.worldclim.org) em novembro de 2013.

BIO1 = Temperatura média anual.

BIO2 = Variagao média diurna (média da temperatura mensal (temp. méax — temp.
min)).

BIO3 = Isotermalidade (bio2 / bio7) x 100.

BIO4 = Sazonalidade da temperatura (desvio padrao x 100).
BIOS5 = Temperatura méaxima no més mais quente.

BIO6 = Temperatura minima no més mais frio.

BIO7 = Variagdo da temperatura média anual.

BIO8 = Temperatura média do trimestre mais imido.

BIO9 = Temperatura média do trimestre mais seco.

BIO10 = Temperatura média do trimestre mais quente.

BIO11 = Temperatura média do trimestre mais frio.

BIO12 = Precipitagdo média anual.

BIO13 = Precipitagdo média do més mais Umido.

BIO14 = Precipitacdo média do més mais seco.

BIO15 = Sazonalidade da precipitagdo (coeficiente de variagdo).
BIO16 = Precipitagdo média do trimestre mais imido.

BIO17 = Precipitagdo média do trimestre mais seco.

BIO18 = Precipitagdo média do trimestre mais quente.

BIO19 = Precipitagdo média do trimestre mais frio.
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Apéndice 4. Valores de varidncia entre localidades dentro de populagao,
considerando apenas uma populagao (n = 1) calculado por AMOVA (Fs1) e valores
de variancia entre populagdes calculados por SAMOVA (Fcr) para os marcadores
mitocondriais CitB e D-loop para Euryzygomatomys spinosus. Estruturas
propostas pela SAMOVA para os dois marcadores para n igual a 2 e 3 estdo
listadas abaixo.

variancia entre grupos

n gripos CitB D-loop
1 0,72 0,42
2 0,45 0,48
3 0,53 0,53
4 0,63 0,56
5 0,68 0,55
6 0,66 0,55
7 0,70 0,57
8 0,73 0,58
9 0,68 0,55
10 0,78 0,53

CitB

2 populacées

Grupo1={"loc28"; "loc43"; "loc47"; "loc50"; "loc51"; "loc52"; "loc54"; "loc55"; "locé4";
"loc73"}

Grupo2={"loc5"; "loc6"; "loc8"; "loc9"; "loc12"; "loc17"; "loc24"}

3 populacées

Grupo1={"loc28"; "loc43"; "loc50"; "loc51"; "loc52"; "loc54"; "locé4"; "loc73"}
Grupo2={"loc5"; "loc6"; "loc8"; "loc9"; "loc12"; "loc17"; "loc24"}
Grupo3={"loc47";"loc55"}

D-loop

2 populacées

Grupo1={"loc28"; "loc43"; "loc50"; "loc51"; "loc52"; "loc54"; "loc55"; "loc73"}
Grupo2={"loc5"; "loc8"; "loc17"; "loc24"}

3 populacées

Grupo1={"loc28"; "loc43"; "loc50"; "loc51"; "loc52"; "loc54"; "loc55"; "loc73"}
Grupo2={"loc5"; "loc8"; "loc24"}

Grupo3={"loc17"}

A estrutura com 3 grupos ndo é concordante entre os marcadores e portanto o
cendrio escolhido foi aquele com 2 populagdes (n = 2).
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados no presente trabalho reforcam a importancia
de uma abordagem multidisciplinar para estudos de taxonomia e evolugao de
organismos antigos e diversos, como os Echimyidae. As sequéncias de DNA se
mostram especialmente Uteis como uma fonte priméria de informagédo em casos
onde a amostragem disponivel é muito pequena e, portanto, insuficiente para
permitir comparagdes morfoldgicas tradicionais, que geralmente necessitam de
uma grande quantidade de espécimes, como na identificagdo de espécies novas
de Phyllomys, discutidas no Capitulo 2 ou na avaliagao do status taxonémico de
Euryzygomatomys spinosus, apresentado no Capitulo 3. A utilizacdo de dados
moleculares permite ainda confrontar caracteres genéticos e morfolégicos,
auxiliando a identificacdo de estados ancestrais e derivados, servindo de alicerces
para elaboragdo de hipdteses sobre a evolugdo de caracteristicas morfolégicas,
ecoldgicas e comportamentais. Como visto no Capitulo 1, que mostra Callistomys
como uma linhagem evolutiva distinta dos demais Echimyidae arboricolas,
sugerindo que esse habito evolui mais de uma vez na histéria do grupo. Tais
dados também auxiliam no estabelecimento de limites entre variagbes intra e
interespecifica, norteando investigagdes sobre questdes como origem da
diversidade e da convergéncia evolutiva. No entanto, essas conclusdes s sao
possiveis quando os dados moleculares sdo associadas a informagdes de variagao
morfoldgica, distribuicdo geografica e outras caracteristicas da biologia das
espécies, reforcando a necessidade e importancia da pratica de uma taxonomia
integrativa. Como pode ser evidenciado pela discussdo no Capitulo 2 do status
taxonoémico de Phyllomys sp. 6, P. sulinus e P. nigrispinus.

Outra observagdo interessante dos resultados aqui apresentados advém
da natureza dindmica da distribuicdo das espécies ao longo do tempo. Tal
dinamismo representa um desafio na reconstituicdo de cenarios evolutivos para a

biogeografia histérica uma vez que sugere que as distribuicdes atuais nao
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necessariamente refletem a distribuicdo passada das linhagens. Como observado
no Capitulo 1 em relagdo a linhagens irmas de Callistomys que ocupam habitats
bem distintos atualmente. Nesse contexto, a integracdo de informagdes de
fosseis podem ser essenciais para auxiliar na reconstituicdo do passado evolutivo,
reforcando ainda mais a necessidade de uma abordagem multidisciplinar nos
estudos de evolugdo, como evidenciado no Capitulo 3, pelo registro de um féssil
de Euryzygomatomys em é&reas em que ndo ha ocorréncia atual registrada para o

género.
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