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RESUMO

Os estudos de filogeografia de pequenos mamiferos ndo voadores na Amazonia
comecaram a ser realizados na década de 1990 e desde entdo, apesar de vérias publicacGes
terem abordado tal tema, ainda é insipiente este tipo de trabalho, principalmente, para a regido
da Amazénia oriental. Com o intuito de realizar um estudo sobre a diversificacdo de pequenos
mamiferos ndo voadores, nos utilizamos quatro espécies, Marmosa murina, Hylaeamys
megacephalus, Oecomys paricola e Marmosops pinheiroi que apresentam distribuicdo na
Amazonia oriental. As analises foram baseadas em marcadores mitocondriais (Citocromo b e
Regi&o controle do DNA mitocondrial) e nucleares (intron 7 do Beta Fibrinogénio e Proteina
de ligacdo do Interfotoreceptor Retindide), além de dados de sequenciamento de nova geracao
(RADseq) para a espécie Oecomys paricola. Encontramos que Marmosa murina e Hylaeamys
megacephalus apresentam quatro linhagens que se diversificaram no Pleistoceno. Em relagéo
a Marmosops pinheiroi, identificamos seis linhagens que iniciaram sua diversificacdo no
Plioceno com a separacdo de dois grandes clados nas margens opostas do rio Xingu, e 0
surgimento de cada uma das linhagens somente no Pleistoceno. Para Oecomys paricola,
nossas analises baseadas em marcadores mitocondriais acusaram a existéncia de quatro
linhagens, enquanto os dados de RADseq apontaram a existéncia de trés linhagens com a
separacdo ocorrendo exclusivamente no Pleistoceno. Documentamos aqui a importancia dos
rios Amazonas, Tapajés, Xingu e Tocantins para a diversificacdo desse grupo de pequenos
mamiferos ndo voadores, com a histéria recuperada pelos marcadores moleculares nos
levando & conclusédo de que essa diversificacdo é complexa e produto de varios processos. Por
fim, com base nas 17 linhagens identificadas sugerimos que nove delas séo correspondentes a

especies para serem revalidadas ou descritas.

Palavras-Chave: Pequenos mamiferos ndo voadores, Diversifica¢do, Filogeografia, Rodentia,
Didelphidae.



ABSTRACT

Phylogeography studies of non-flying small mammals in the Amazon initiated in
the 1990s and since then, although several publications have addressed this theme, this type of
work is still insipient, especially for the region of eastern Amazon. In order to carry out a
study about the diversification of non-flying small mammals, we used four species, Marmosa
murina, Hylaeamys megacephalus, Oecomys paricola and Marmosops pinheiroi, with
distribution in the eastern Amazon. Analyzes were based on mitochondrial (cytochrome b and
mitochondrial DNA control region) and nuclear markers (Intron 7 Beta Fibrinogen and
Retinoid Interphotoreceptor Binding Protein), as well as new generation sequencing data
(RADseq) for Oecomys paricola species. We found that Marmosa murina and Hylaeamys
megacephalus present four lineages that have diversified in the Pleistocene. In relation to
Marmosops pinheiroi, we identified six lineages that began their diversification in the
Pliocene with the separation of two large clades on the opposite banks of the Xingu river, and
the emergence of each lineage only in the Pleistocene. For Oecomys paricola, our analysis
based on mitochondrial markers showed the existence of four lineages, while RADseq data
indicated the existence of three lineages with the separation occurring exclusively in the
Pleistocene. We have documented here the importance of the Amazonas, Tapajos, Xingu and
Tocantins rivers for the diversification of this group of non-flying small mammals, with the
history recovered by molecular markers leading us to the conclusion that this diversification is
complex and the product of several processes. Finally, based on the 17 lineages identified we

suggest that nine of them are corresponding for revalidation or description.

Keywords: Non-flying small mammals, Diversification, Phylogeography, Rodentia,
Didelphidae.



LISTADE FIGURAS

Capitulo 01 — Filogenia molecular e biogeografia de Marmosa murina e Hylaeamys
megacephalus: diversificacdo em pequenos mamiferos amplamente distribuidos................... 11
Figura 01 — Localidade das amostras utilizadas nas analises filogenéticas e biogeograficas. As
cores correspondem as linhagens identificadas na analise de Inferéncia Bayesiana baseada no
marcador cyt b. (A) Amostras de Marmosa murina das seguintes linhagens: BS (Escudo
Brasileiro), NA (Norte do rio Amazonas), AF (Floresta Atlantica) e “M. tobagi” (Ilhas de
Trinidad e Tobago). (B) Amostras de Hylaeamys megacephalus das seguintes linhagens: BL
(Belem), BS1 (Escudo Brasileiro 1), BS2 (Escudo Brasileiro 2) e NA (Norte do rio
F N E= V0] 4 1) OSSPSR 16
Figura 02 - Filogenia resultante da analise de Inferéncia Bayesiana com base nas sequéncias
do gene cyt b de Marmosa murina. As espécies M. rubra e T. canescens foram utilizadas
como grupo externo (ndo mostradas na imagem). Os valores proximos aos nos referem-se a
probabilidade posterior. As barras e as siglas ao lado da filogenia identificam as linhagens
estabelecidas, BS (Escudo Brasileiro), NA (Norte do rio Amazonas), AF (Floresta Atlantica) e
“M. tobagi” (Ilhas de Trinidad e Tobago). As barras em preto representam as espécies
identificadas pelos métodos de delimitacdo de espécies bPTP e bGMYC, respectivamente...21
Figura 03 - Filogenia resultante da analise de Inferéncia Bayesiana com base nas sequéncias
concatenadas dos marcadores cyt b, D-loop e IRBP de Marmosa murina. As espécies M.
rubra e T. canescens foram utilizadas como grupo externo (ndo mostradas na imagem). Os
valores préximos aos nos referem-se a probabilidade posterior. As barras e as siglas ao lado da
filogenia identificam as linhagens estabelecidas, BS (Escudo Brasileiro) e NA (Norte do rio
F AN V] 0T ) OO STPPR 22
Figura 04 - Resultados das analises populacionais baseadas no marcador cyt b de Marmosa
murina. A) Grupos bioldgicos identificados no programa BAPS, com k=5 (log Pr X|K = -
3381,443). Barras de uma mesma cor identificam um grupo biol6gico. As linhagens
identificadas nas analises filogenéticas (ver Figura 01) estdo indicadas logo abaixo dos grupos
populacionais. B) Rede de haplotipos. As cores representam as linhagens obtidas nas analises
FIlOgenEticas (VEr FIQUIA 0L).......coiiiiiiieieie ettt 24
Figura 05 - Filogenia resultante da analise de Inferéncia Bayesiana com base nas sequéncias
do gene cyt b de Hylaesamys megacephalus. As espécies Hylaeamys yunganus e Oecomys
paricola foram utilizadas como grupo externo (ndo mostradas na imagem). Os valores

préximos aos nos referem-se a probabilidade posterior. As barras e as siglas ao lado da



v

filogenia identificam as linhagens estabelecidas, BL (margem direita do rio Tocantins), BS1
(Escudo Brasileiro 1), BS2 (Escudo Brasileiro 2) e NA (Norte do rio Amazonas).................. 26
Figura 06 - Filogenia resultante da analise de Inferéncia Bayesiana com base nas sequéncias
concatenadas dos marcadores cyt b, D-loop e I7BFIB de Hylaeamys megacephalus. As
espécies Hylaeamys yunganus e Oecomys paricola foram utilizadas como grupo externo (ndo
mostradas na imagem). Os valores proximos aos nds referem-se a probabilidade posterior. As
barras e as siglas ao lado da filogenia identificam as linhagens estabelecidas, BL (margem
direita do rio Tocantins), BS1 (Escudo Brasileiro 1), BS2 (Escudo Brasileiro 2) e NA (Norte
0O F1O AMAZONES). ...tttk bbb bbb a bbbt b bt e st et e b e b bbbt enes 27
Figura 07 - Resultados das analises populacionais baseadas no marcador cyt b de Hylaeamys
megacephalus. A) Grupos bioldgicos identificados no programa BAPS, com k=4 (log Pr X|K
= -3329.427). Barras de uma mesma cor identificam um grupo bioldgico. As linhagens
identificadas nas andlises filogenéticas (ver Figura 04) estdo indicadas logo abaixo dos grupos
populacionais. B) Rede de haplotipos. As cores representam as linhagens obtidas nas analises
Filogenéticas (VEr FIQUIa 04).......c.ooeiiioie ettt sttt et sreeneenn e 28
Figura 08 - Arvore datada de Marmosa murina com a distribuicdo ancestral mais provavel
baseada no resultado do modelo DIVALIKE+] estimado no BioGeoBEARS. As cores dos
quadrados e circulos correspondem a distribuicdo atual dos tdxons e dos seus ancestrais,
respectivamente. Os valores acima dos nds se referem as datas de divergéncia estimadas em
milhGes de anos (Ma) pelo programa BEAST (as barras correspondem ao intervalo de
confianca de 95% das datas StIMAAAS). .......ccereririiiriiiee s 30
Figura 09 - Arvore datada de Hylaeamys megacephalus com a distribuicdo ancestral mais
provavel baseada no resultado do modelo DEC+J estimado no BioGeoBEARS. As cores dos
quadrados e circulos correspondem & distribuicdo atual dos tdxons e dos seus ancestrais,
respectivamente. Os valores acima dos nos se referem as datas de divergéncia estimadas em
milhdes de anos atras (Ma) pelo programa BEAST (as barras correspondem ao intervalo de
confianca de 95% das datas eStIMAAAS). .......cuererririeiie e e 31
Capitulo 02 — Filogeografia de Marmosops pinheiroi (Pine, 1981): Delimitacdo de espécie e
diversificagdo eSpagO-tEMPOTAl .........cccuiiiiiiriiiie s 57
Figura 01 — Localidade das amostras utilizadas nas analises filogenéticas e biogeograficas. As
cores correspondem as linhagens Belém (BL), InterflGvio Tocantins-Xingu (ITX), Marajé
(MA), leste dos rios Tapajés/Juruena e Xingu (ITJX), oeste do rio Tapajos/Juruena (METJ) e
Escudo das Guianas (NA), identificadas na analise de Inferéncia Bayesiana baseada no
o (o 0] 0/ B PSSRSO 61



\%

Figura 02 - Filogenia resultante da analise de Inferéncia Bayesiana com base nas sequéncias
do gene cyt b de Marmosops pinheiroi. Os valores proximos aos nos referem-se a
probabilidade posterior. As barras e as siglas ao lado da filogenia identificam as linhagens
estabelecidas, Escudo das Guianas (NA), Marajés (MA), Interflivio Tocantins-Xingu (ITX),
Belém (BL), oeste do rio Tapajés/Juruena (METJ) e leste dos rios Tapajos/Juruena e Xingu
(ITIX). As barras em preto representam as espécies identificadas pelos métodos bPTP, GMYC
(1- modelo coalescente com tamanho populacional constante, 2 - modelo coalescente com
tamanho populacional com crescimento exponencial, 3 - modelo yule), bGMYC e BPP,
respectivamente. Grupo externo ndo mostradas Na iMagem. ........cccovoverrreerienrieseesesreeseeneens 66
Figura 03 - Filogenia resultante da analise de Inferéncia Bayesiana com base nas sequéncias
concatenadas dos marcadores cyt b, D-loop e IRBP de Marmosops pinheiroi. Os valores
préximos aos nos referem-se a probabilidade posterior. As barras e as siglas ao lado da
filogenia identificam as linhagens estabelecidas, Escudo das Guianas (NA), Marajos (MA),
Interfldvio Tocantins-Xingu (ITX), Belém (BL), oeste do rio Tapajos/Juruena (MET]J) e leste
dos rios Tapajés/Juruena e Xingu (ITJX). Grupo externo ndo mostradas na imagem. ............ 67
Figura 04 — Historia demogréafica dos clados de Marmosops pinheiroi inferida atraves da
analise Bayesian Skyline Plot (BSP) para o marcador mitocondrial cyt b. O conjunto de dados
analisados foi separado conforme os maiores clados que foram recuperados na nossa analise
de delimitacdo de espécies, sendo estes:(A) Linhagens BL + MA + ITX, (B) linhagem NA,
(C) linhagem METJ e (D) linhagem ITJX. A linha preta a area em cinza representam a
mediana e o intervalo de confianga (95%), respectivamente. ..........c.ccooevvevreieneneneneneseeieas 68
Figura 05 - Arvore datada de Marmosops pinheiroi com a distribui¢io ancestral mais provavel
baseada no resultado do modelo DIVALIKE+] estimado no BioGeoBEARS. As cores dos
quadrados e circulos correspondem & distribuicdo atual dos tdxons e dos seus ancestrais,
respectivamente. Os valores acima dos nos se referem as datas de divergéncia estimadas em
milhdes de anos (Ma) pelo BEAST (as barras correspondem ao intervalo de confianga de 95%
das datas ESTIMATAS).......cirieirie ittt e e et e et e e e e e e be e aeana e 71
Capitulo 03 - Dados moleculares revelam linhagens cripticas em roedor do leste amazdnico
Oecomys paricola (Sigmodontinae, ROENTIA)...........coovriiiiiiiiiee s 90
Figura 1 - Distribuicdo geografica das amostras de Oecomys paricola. Circulos representam
as localidades com dados de mtDNA e RADseq, triangulos representam as localidades
somente com dados de MEIDINAL. ..ot snee e 95
Figura 2 - Resultados das analises realizadas para as matrizes de dados. (A) Arvore consenso

gerada pela andlise de Inferéncia Bayesiana baseada em um alinhamento com 801 pb e



Vi

resultado do BAPS com o k=5 (log Pr X|K = -2665,092) para a matriz de cyt b. (B) Arvore
consenso gerada pela analise de Inferéncia Bayesiana e resultado do BAPS com o k=4 (log Pr
X|K = -1262,147) para os dados concatenados de cyt b+D-loop com alinhamento de 1336 pb.
(C) Rede haplotipica baseada no alinhamento de cyt b. Os valores proximos aos nés sdo 0s
suportes obtidos pelas analises de IB e ML, respectivamente. Grupo externo ndo mostrado na
= o T oSSR 102
Figura 3 - Arvore datada de Oecomys paricola com a distribuicdo ancestral mais provavel
baseada no resultado do modelo DIVALIKE+J estimado no BioGeoBEARS. As cores dos
quadrados e circulos correspondem a distribuicdo atual dos taxons e dos seus ancestrais,
respectivamente. Os valores acima dos nos se referem as datas de divergéncia estimadas em
milhGes de anos (Ma) pelo BEAST (as barras correspondem ao intervalo de confianca de 95%
das datas ESTIMAGAS).......ccueiireieeie ettt e e st e et e s e e steeseeeneesreetens 103
Figura 4 - Resultados das analises realizadas para a matriz de dados de RADseq. Arvore
consenso gerada pela andlise de Inferéncia Bayesiana baseada em um alinhamento com
775569 pb e resultado do STRUCTURE com o k=3 (In Pr X|K = - 5131.2100). Os valores
préximos aos nos sdo os suportes obtidos pelas analises de IB e ML, respectivamente. Grupo
externo N0 MOSLrado NA IMAGEIM. .......cuiiiiiiiiie ettt eneas 105
Figura 5 - Andlise discriminante de componentes principais (DAPC) baseada nos dados de
RADseq de todos os individuos de O. paricola. (A) Agrupamentos obtidos pela funcao
find.cluster e (B) agrupamentos a priori (MDTO, ITOX e IXTA). Plotagem das duas
primeiras componentes principais no eixo X e 'Y, reSpectivamente. ........cccceoeverenererenennn 106
Figura 6 - Arvore de espécie obtida no programa Snapp para os SNPs e modelos de linhagens
testados na analise BFD*. As cores das barras indicam a qual agrupamento cada linhagem
pertence no modelo. Os valores de marginal likelihood obtidos para cada modelo sdo
apresentados aCima das DAITAS. .........cviiiriiiiieie e 107
Capitulo 04 - Marcadores SNPs para caracteriza¢ao de estrutura populacional e identificacao

de individuos de Oecomys paricola utilizando sequenciamento de nova geracdo baseado em

Figura 1 - Distribuicdo dos individuos das trés linhagens de Oecomys paricola previamente
identificadas para as quais foram desenvolvidos marcadores SNPS. ........c.cccccocvvieiiveie i, 133
Figura 2 - Analise discriminante de componente principal (DAPC) usando 63 loci de SNPs
para as trés linhagens de Oecomys paricola (L1, L2, L3). Os pontos representam 0s
T LAV T L1 OSSR 139



VIl

LISTADE TABELAS

Capitulo 01 — Filogenia molecular e biogeografia de Marmosa murina e Hylaeamys
megacephalus: diversificacdo em pequenos mamiferos amplamente distribuidos................... 11
Tabela 01 - Lista dos primers utilizados nas amplificacdes de Marmosa murina e Hylaesamys
MEQACEPNAIUS. ...ttt ettt et e e st e et e e st e s te e beeneesraenteaneenraenres 17
Tabela 02 - Matriz de distancia genética p entre as linhagens de Marmosa murina baseada nas
sequéncias do gene cyt b. Os valores acima da diagonal se referem ao desvio padrdo obtidos
através de bootstrap (1000 pseudoréplicas). A distancia dentro das linhagens € mostrada pelos
nameros em negrito na diagonal. Todos os valores sdo mostrados em porcentagem............... 23
Tabela 03 - Matriz de distancia genética p entre as linhagens de Hylaeamys megacephalus
baseada nas sequéncias do gene cyt b. Os valores acima da diagonal se referem ao desvio
padrdo obtidos através de bootstrap (1000 pseudoréplicas). A distancia dentro das linhagens é
mostrada pelos numeros em negrito na diagonal. Todos os valores sdo mostrados em
QLT (o1=] 0] e=To =T o TSRS 25
Tabela 04 - Modelos estimados pela analise de area ancestral de Marmosa murina no
BioGeoBEARS. Os parametros dispersdo (d), extincdo (e), efeito fundador (j),
Verossimilhanga logaritimica (LnL) e Critério de informacdo de Akaike (AIC) sdo
apresentados para cada modelo. Os modelos com asterisco representam aqueles em que o
ancestral foi limitado @ dUAS Areas. .........cccevereiiiiiiciee e s 32
Tabela 05 - Modelos estimados pela analise de area ancestral de Hylaeamys megacephalus no
BioGeoBEARS. Os parametros dispersdo (d), extincdo (e), efeito fundador (j),
Verossimilhanga logaritimica (LnL) e Critério de informacdo de Akaike (AIC) sdo
apresentados para cada modelo. Os modelos com asterisco representam aqueles em que o
ancestral foi [imitado @ AUAS ArEaS. ........c.cvuveierieiiee e sae e 32
Capitulo 02 — Filogeografia de Marmosops pinheiroi (Pine, 1981): Delimitacdo de espécie e
diversificagao espagO-tEMPOIAL .........c.iiiiiiiiiiiieeee e e 57
Tabela 01 - Matriz de distancia genética p entre as linhagens de Marmosops pinheiroi baseada
nas sequéncias do gene cyt b. Os valores acima da diagonal se referem ao desvio padréo
obtidos através de bootstrap (1000 pseudoréplicas). A distancia dentro das linhagens é
mostrada pelos ndmeros em negrito na diagonal. Todos os valores sdo mostrados em
[oJoT(o1=] g1 r=To =] o o T TP UP PP 69
Tabela 02 - Modelos estimados pela andlise de area ancestral de Marmosops pinheiroi no

BioGeoBEARS. Os parametros dispersdo (d), extincdo (e), efeito fundador (j),



Vil

Verossimilhanca logaritimica (LnL) e Critério de informacdo de Akaike (AIC) sdo
apresentados para cada modelo. Os modelos com asterisco representam aqueles em que o
ancestral foi [imitado @ dUAS reas. .........cceririiiiiiiiiieie e 72
Tabela 03 - Resultado dos modelos implementados no programa BPP para Marmosops
pinheiroi. Os modelos testados diferiram nos valores dos parametros T (tempo de divergéncia
entre as espécies) e 0 (tamanho populacional ancestral). Os parametros o ¢ m foram mantidos
inalterados em todos os modelos. As espécies delimitadas sdo mostradas conforme as siglas
das linhagens estabelecidas anteriormente: Belém (BL), Interflavio Tocantins-Xingu (ITX),
Marajos (MA), Escudo das Guianas (NA), leste dos rios Tapajdés/Juruena e Xingu (ITJX),
oeste do rio Tapajos/Juruena (METJ). ..ot e 74
Capitulo 03 - Dados moleculares revelam linhagens cripticas em roedor do leste amazénico
Oecomys paricola (Sigmodontinae, ROAENtIA)...........cccceeieiiieiiiiiieiicse e 90
Tabela 1 - Estimativa de distancia média pareada baseada no modelo de Kimura 2-parametros
para os dados de cyt b e cyt b+D-loop dos filogrupos de Oecomys paricola. A distancia dentro
das linhagens é mostrada pelos nimeros em negrito na diagonal. Os valores do desvio padrao
estdo acima da diagonal. Todos os valores sao mostrados em porcentagem. .............ccccveenene 100
Tabela 2 - Modelos estimados pela andlise de area ancestral de Oecomys paricola no
BioGeoBEARS. Os parametros dispersdo (d), extincdo (e), efeito fundador (j),
Verossimilhanca logaritimica (LnL) e Critério de informacdo de Akaike (AIC) sdo
apresentados para cada modelo. Os modelos com asterisco representam aqueles em que o
ancestral foi limitado @ dUAS Areas. .........cceveierieiiiieieeese e eneas 104
Tabela 3 - Sumério dos modelos de linhagem testados pela analise de BFD* para os dados de
SN P, ettt ettt AR b e bR b et Rt be st e bR e be et e neebe et et nenre e 107
Capitulo 04 - Marcadores SNPs para caracterizacdo de estrutura populacional e identificacdo

de individuos de Oecomys paricola utilizando sequenciamento de nova geracdo baseado em

Tabela 1 — Marcadores SNPs Uteis na identificagdo e designacdo de individuos para as
linhagens de Oecomys paricola através do sequenciamento tradicional de Sanger ou método
baseado em PCR de tempo real. Os nomes dos primers em negrito representam aqueles

exclusivos para 0 sequenciamento pelo método de SaNQEr. ..........coovvvrerieieie e 134



SUMARIO

N 0 1=] 1o Lol TSP R USRI 120

INTRODUGAQO GERAL ..ot see ettt sass st nen st
OBUJIETIVOS ...ttt bttt ettt e e beste e ene et
REFERENCIAS. .....coouritiiiieiee ettt st

Capitulo 01 — Filogenia molecular e biogeografia de Marmosa murina e Hylaeamys

megacephalus: diversificacdo em pequenos mamiferos amplamente distribuidos..................
RESUMIO ...ttt e e na e e b e et e e e b e nne e nnis 12
L (00 [V oF- T TSRS 13
Material € MELOUOS .........ceiieieieeee ettt eneera e e 14
TS U] = o [ SRR 20
Dol U1 (o TSSO RRP 33
RETEIBNCIAS. ...ttt bbbttt bbb e b e 39
AAPBNTICES. ...ttt bbbttt n bbbt 47

Capitulo 02 — Filogeografia de Marmosops pinheiroi (Pine, 1981): Delimitacdo de espécie e

diversificacao espago-tEMPOIAL ...........ccveiiiiieiecie et
RESUMIO ...ttt b et et e s e et e et e e e b e e nneeenns 58
INEFOAUGED ... bbbttt 59
Material € MELOUOS ........ocveieieicece ettt sneera e e e e 60
RESUITATOS ...ttt ettt e et sbesbe et e ereene e e e neas 65
Dol U1 To ST SSRRT 72
T 1=] 1] 0o - TSP 78
AAPBNTICES. ...ttt bbb bttt n bbbt 84

Capitulo 03 - Dados moleculares revelam linhagens cripticas em roedor do leste amazénico

Oecomys paricola (Sigmodontinae, ROUENTIA)..........cccveiiiieiie i
RESUIMO ...ttt s sbb e e bb e e s be e e e be e e snneeennes 91
INEFOAUGED ... bbbttt bbbt 92
Material € MELOTOS ........eiviiierieieese ettt b e re e e 94
RESUITATOS ...t ne b b 99
DISCUSSAD ....vevvveueeetieiteesieeste st este e e st e s te et eereesteesteaseesseesteeseesseesseensesseesseenseaneeaseensenneennens 108
RETEIBNCIAS. ...ttt bbbttt b e bbb 113



Capitulo 04 - Marcadores SNPs para caracterizacdo de estrutura populacional e identificacdo

de individuos de Oecomys paricola utilizando sequenciamento de nova geracdo baseado em

AORAD ... ettt e e et et e et et e e e e e e e e ee e e e e a e ————aaaaaaaaan 129
[ TS [ 1 [ R 130
1\ [0] - F PR 131

Tabela 1 — Marcadores SNPs uteis na identificacdo e designacdo de individuos para as
linhagens de Oecomys paricola através do sequenciamento tradicional de Sanger ou método

baseado em PCR de tempo real. Os nomes dos primers em negrito representam aqueles

exclusivos para 0 sequenciamento pelo método de Sanger. ..........cccvvereieieieneinc e 134
T (=] 1] 0o - TSR RTPRPRRR 140
N o 1=] Lo Lol USSR PS 142

CONSIDERAGOES FINAIS .....ooiieieiete ettt 143



INTRODUCAO GERAL

A filogeografia, como uma subdisciplina da biogeografia, foi desenvolvida para
relacionar as linhagens genéticas ao arranjo geografico que ocupam (Avise et al., 1987).
Estudos com enfoque filogeograficos necessitam de grupos monofiléticos designados através
de anélises filogenéticas para as suas inferéncias evolutivas, tendo como uma das principais
vantagens frente a trabalhos de biogeografia histérica a possibilidade de utilizacdo de
filogenias com populacdes sem estruturacdo (Zink, 2002). A filogeografia também tem
revelado a existéncia de linhagens cripticas que ndo sdo contempladas pela taxonomia vigente
do tdxon em estudo (Patton e Smith, 1994), tornando-se uma ferramenta de grande auxilio
para a taxonomia.

A evolucdo dos taxdns estudados na filogeografia estd relacionada a processos
bem estabelecidos, tais como especiacdo, extingdo e dispersdo (Myers e Giller, 1998). Estes
processos podem estar intimamente ligados a eventos ambientais (movimentos tecténicos ou
mudancas climéticas, por exemplo) que ocasionaram eventos de vicariancia a partir de
ancestrais amplamente distribuidos (Avise, 1992). Também ¢é sustentado que preferéncias
ecologicas e capacidade de dispersdo possam influenciar nos padrdes de evolucdo das
linhagens tanto quanto mudancas ambientais e geoldgicas (Morris-Pocock et al., 2010;
Papadopoulou e Knowles, 2016).

O ramo da filogeografia comparada foi desenvolvido como uma éarea que busca
interpretar os padrdes de divergéncia evolutiva entre espécies e linhagens que sejam co-
distribuidas (Bermingham e Moritz, 1998), revelando a estabilidade histérica da comunidade
durante um periodo de tempo (Zink, 2002). Estes padrbes de estrutura filogeografica foram
estabelecidos por Avise et al. (1987), os quais designaram cinco categorias resultantes do
relacionamento das filogenias e das areas geograficas em que as espécies estudadas estdo
presentes. O primeiro padrdo é caracterizado pela presenca de grande divergéncia genética e
separacdo espacial entre as linhagens, enquanto no segundo padrdo existe a grande
divergéncia genética em linhagens simpatricas. Ja o terceiro e quarto padrdes apresentam em
comum a baixa divergéncia genética, diferenciando-se apenas na existéncia de separacao
geografica ou simpatia entre as linhagens estudadas, respectivamente. O ultimo padrdo
elaborado surge a partir de linhagens com pouca divergéncia genética e separacdo geografica

parcial, com linhagens amplamente distribuidas e outras com distribuicdes mais restritas.
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A busca por padrdes na biogeografia se tornou o principal objetivo, pois 0s
processos que levaram a evolucdo da biota podem ser apenas hipotetizados (Myers e Giller,
1998). Varias hipoteses biogeogréaficas tentam explicar a diversidade da fauna amazonica
através de processos historicos e ecoldgicos, dentre as quais estdo: hipdtese dos rios (Wallace,
1852; Ayres e Clutton-Brock, 1992), hipotese dos refugios (Haffer, 1969; Vanzolini e
Williams, 1970), hipotese dos gradientes ecologicos (Endler, 1977, 1982), hipbtese disturbio-
vicariancia (Bush, 1994; Colinvaux, 1998) e hipotese dos arcos estruturais (Patton e da Silva,
1998; Patton et al., 2000). Em decorréncia da complexidade da regido e dos resultados obtidos
em estudos filogeogréaficos dos mais variados grupos bioldgicos, € sugerido que os padrbes de
diversificacdo encontrados na Amazénia sejam decorrentes de varios eventos distintos e que
um simples modelo ndo possa explicar a historia evolutiva deste bioma (Antonelli et al.,
2010; Leite e Rogers, 2013).

Levando em consideracdo todos o0s aspectos citados podemos perceber a
importancia da utilizacdo varios grupos bioldgicos para o entendimento da evolucdo de uma
regido. Os estudos filogeograficos tiveram inicio na Amazonia através do trabalho realizado
por da Silva e Patton (1993), sendo seguido por varios outros trabalhos que testaram as
predi¢bes das hipdteses de diversificacdo para outros tetrdpodes (e. g. Gascon et al., 1996;
Aleixo, 2004; Vidal et al., 2005). Estes trabalhos tém registrado varios padrdes e processos de
diversificacdo na biota desta regido, concordando com predicdes relacionadas principalmente
a hipdtese de rios como barreiras e de refugios pleistocénicos (Antonelli et al., 2010).

Dentre os organismos que tem sido utilizados para o estudo da diversificagdo na
Amazobnia estdo os pequenos mamiferos ndo voadores. Este grupo é constituido por
marsupiais da familia Didelphidae e por roedores das familias Echimydae e Cricetidae. Estas
familias somam mais de 257 espécies (sensu Reis et al., 2006 e Bonvicino et al., 2008) e
estdo amplamente distribuidas pelo Brasil. Os estudos filogeograficos utilizando este grupo
ainda sdo insipientes, devido principalmente & falta de amostragem nos 6,5 x 10° km? que
formam o bioma Amazé6nia e a taxonomia confusa para muitos dos géneros (da Silva e
Patton, 1998).

Os estudos de filogeografia comparada com pequenos mamiferos ndo voadores na
Amazonia restringem-se aos realizados por Costa (2003), da Silva e Patton (1993, 1998),
Patton e Costa (2003), Steiner e Catzeflis (2004) e Rocha et al. (2014, 2015). Estes estudos
utilizaram em sua maioria somente marcadores mitocondriais para avaliar como ocorreu a

evolucéo dos pequenos mamiferos neste bioma.
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O primeiro destes estudos, realizado por da Silva e Patton (1993), inferiu a
filogeografia de cinco espécies de equimideos arboreos. Como houve grande limitagdo na
quantidade e na distribuicdo geografica das amostras, apenas as hipdteses de gradientes e dos
rios como barreiras puderam ser testadas. Os resultados obtidos ndo evidenciaram que
qualquer uma das hipoteses tenha influenciado na diversidade dos taxons utilizados. Primeiro
porque ndo ha gradiente capaz de gerar cladogénese na regido abordada e segundo porque
tanto o rio Jurua quanto o rio Amazonas apresentaram haplotipos compartilhados em ambas as
margens.

Para quatro dos géneros testados (Mesomys, Isothrix, Makalata e Dactylomys)
houve divisdo entre os haplotipos do oeste e leste amaz6nicos, com idade de separa¢do maior
gue um milhdo de anos para todos os casos. No entanto, os autores inferiram explicacédo
somente para 0s haplotipos do oeste amazonico, que apresentaram padrfes biogeograficos
compartilhados. A datacdo do tempo de separacao entre os haplotipos desta regido chegou até
quatro milhGes de anos atras, o que, segundo 0s autores, exclui a hip6tese de refugios como
explicacdo para os padrdes encontrados.

Por sua vez, da Silva e Patton (1998) utilizaram grande numero de espécies (35
espécies) para inferéncias biogeograficas na Amazonia e Floresta Atlantica. As espécies
utilizadas apresentaram em sua maioria valores de distancia acima de 6%, 0 que, segundo 0S
autores, teriam relacdo com idades de divergéncias que ocorreram durante o Mioceno e
Plioceno. Os resultados mais robustos foram relacionados a regido do rio Jurua, os quais
permitiram inferir que o evento responsavel pela diversidade nesta regido foi o surgimento do
arco de Iquitos (ou Jutai). Tal arco teria resultado em diferencas de solo e consequentemente
de vegetacdo, causando a divergéncia dos varios haplotipos do alto e baixo rio Jurua.

O rio Negro e o Solimdes - Amazonas também apresentaram haplétipos diferentes
entre as margens. A divergéncia média encontrada no rio Negro foi proxima a 10% enquanto
no rio Solimdes - Amazonas foi de aproximadamente 7,73% e 3,28% para as regides mais a
montante e a jusante, respectivamente. Estes resultados contrastam com a hip6tese de que 0s
rios sao mais efetivos como barreiras quanto mais proximo se esta da sua foz. Além disso, a
alta divergéncia presente no rio Negro e alto rio Solimdes - Amazonas pode estar relacionada
as atividades tectbnicas que causaram varias mudancas de curso e direcdo nos rios do oeste
amazonico.

Mais recentemente, Patton e Costa (2003) estudaram a estrutura filogeogréafica de

nove géneros de marsupiais (Didelphis, Philander, Metachirus, Gracilinanus, Marmosa,
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Marmosops, Micoureus, Monodelphis e Caluromys). As filogenias e os dados de divergéncia
molecular apontaram a existéncia de taxons ndo descritos ou ndo validos nos arranjos
taxondmicos vigentes até entdo (sensu Gardner, 1993 e Voss et al., 2001).

A inferéncia sobre as datas dos eventos de cladogénese utilizaram extrapolagdo do
tempo de divergéncia (2% a 4% por milhdo de ano), baseados na estimativa de evolucdo dos
dados moleculares fornecida por Brown (1985). Assim, as separacGes das linhagens
abrangeram de 2,5 até 4,9 milhdes de anos atras (Didelphis e Monodelphis, respectivamente)
e demonstram que as diversificaces avaliadas ndo estavam relacionadas ao evento de
flutuaces climaticas do Pleistoceno.

Por sua vez, Costa (2003) avaliou a relacdo entre as linhagens de onze espécies de
pequenos mamiferos ndo voadores da Amazonia e Floresta Atlantica, procurando também
verificar a importancia das formacdes florestais existentes entre estes dois biomas. Esta autora
recuperou que o parentesco entre as linhagens presentes nas sub-regides da Amazonia e
Floresta Atlantica sdo variaveis, com algumas linhagens sendo mais aparentadas com as
presentes na Caatinga e Cerrado do que com as presentes no mesmo bioma. Assim, é sugerido
que esta fauna tenha experimentado varios eventos distintos durante a sua diversificacéo.

Steiner e Catzflies (2004) abordaram a variagao genética e estruturacdo geografica
de cinco espécies de marsupiais da regido zoogeografica Guiana (sensu Cracraft, 1988). Neste
estudo, os autores identificaram o alto parentesco da fauna de marsupiais da regido Guiana
com o sudeste do Pard e Mata Atléntica, resultando em clados distintos do leste e oeste
amazoénico. Como conclusdo € levantada a hipotese de que a fauna do sudeste paraense teve
origem comum com a da regido Guiana e, posteriormente, 0 rio Amazonas separou as
populagdes destas duas regides.

Rocha et al. (2014) avaliaram a influéncia de caracteristicas ecoldgicas na
estruturacdo genetica de Oecomys roberti e Hylaeamys megacephalus. Estes autores
identificaram que o rio Tocantins ndo atua como barreira para as populacdes destas duas
espécies, sendo a diversidade genética altamente relacionada a preferéncia de habitats e
capacidade de locomocdo. Isso deixa claro a importadncia de fatores ecoldgicos no
entendimento da evolugédo de populagdes amazonicas.

Mais recentemente, Rocha et al. (2015) abordaram o papel do rio Araguaia como
barreira geografica para seis espécies de marsupiais (Didelphis albiventris, Didelphis
marsupialis, Gracilinanus agilis, Marmosa demerarae, Marmosa murina e Philander

opossum). Os resultados obtidos apontaram a existéncia de padrdes geneticos diferentes entre
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as espécies. Somente Gracilinanus agilis, Marmosa demerarae e Marmosa murina,
apresentaram estrutura genética limitada pelo rio Araguaia, com as duas Ultimas espécies
possuindo datacdo molecular coincidente com o periodo de surgimento do referido rio. As
espécies com maiores tamanhos corporais Didelphis albiventris, Didelphis marsupialis e
Philander opossum apresentaram compartilhamento de hapl6tipos e por isso, Rocha et al.
(2015), sugeriram que a existéncia de fluxo génico entre as margens do rio Araguaia possa
estar relacionada as dimensdes corporais, habilidade para atravessar o rio e diferentes tipos de
habitats.



OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi realizar um estudo sobre a diversificacdo de
quatro espécies de pequenos mamiferos ndo voadores (Marmosa murina, Hylaeamys
megacephalus, Oecomys paricola e Marmosops pinheiroi) através de abordagem
filogeogréfica, inferindo as idades dos eventos cladogenéticos e 0s processos que atuaram no
estabelecimento das linhagens destas espécies, visando esclarecer os processos envolvidos na
diversificacdo de parte da fauna na Amazénia oriental. Os objetivos especificos deste estudo
foram:

e Obter filogenias moleculares com base em sequéncias de genes mitocondriais e

nucleares para cada espécie;

e Identificar linhagens filogeograficas nas espécies estudadas e estimar seus tempos de

divergéncias;

¢ Inferir as provaveis areas ancestrais de cada uma das espécies

e \frificar se as linhagens identificadas correspondem a possiveis espécies novas nos

taxons estudados e sugerir adequac@es taxonémicas.
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Hylaeamys megacephalus: diversificagdo em pequenos mamiferos

amplamente distribuidos
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RESUMO

A identificacdo dos processos evolutivos relacionados a diversificagdo da biota da
amazonica tem sido abordada em vérios estudos evolutivos. Os pequenos mamiferos nédo-
voadores, por apresentarem pouca vagilidade, séo ideais para o entendimento da evolugéo
espaco-temporal da Amazonia. Aqui nos inferimos as relacoes filogenéticas e biogeograficas
de duas espécies de pequenos mamiferos ndo voadores, Marmosa murina e Hylaeamys
megacephalus. Foram analisadas 90 amostras de M. murina e 88 amostras de H.
megacephalus com base em marcadores mitocondriais (Citocromo b e Regido controle do
DNA mitocondrial) e nucleares (intron 7 do Beta Fibrinogénio e Proteina de ligagdo do
Interfotoreceptor Retindide). As analises filogenéticas revelaram quatro linhagens em ambas
as espécies utilizadas, com as analises de delimitacdo de espécies apontando que trés
linhagens de M. murina e trés de H. megacephalus podem ser consideradas espécies
diferentes. Nossos dados sugerem que a diversificacdo das linhagens destas espécies ocorreu
durante Pleistoceno, sendo promovidas unicamente por eventos de dispersao. A reconstrucao
de area ancestral de M. murina apontou que as linhagens desta espécie se diversificaram a
partir de um ancestral distribuido ao norte do rio Amazonas que dispersou para a regido do
Escudo Brasileiro e posteriormente para a Floresta Atlantica, enquanto as linhagens de H.
megacephalus se diversificaram a partir de um ancestral distribuido na regido de Belém que
dispersou para o norte do rio Amazonas e posteriormente para toda a regido do Escudo
Brasileiro. Estes resultados confirmam a importancia do rio Amazonas para a diversificagéo

das linhagens destas duas espécies
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INTRODUCAO

Vaérias hipoteses de diversificagdo foram propostas para a biota amazoénica no
intuito de explicar a alta diversidade da regido, tais como rios como barreiras, (Wallace, 1852;
Ayres e Clutton-Brock, 1992), reflgio (Haffer, 1969, 1982), Disturbio-Vicariancia (Bush,
1994), gradientes ecoldgicos (Endler, 1977) e incursGes marinhas (Bates, 2001). No entanto,
ndo ha consenso se estas hipdteses sdo mutualmente excludentes e estudos tem apontado a
necessidade de varias delas para a explicacdo da evolucdo local (Patton e da Silva, 1998;
Aleixo, 2004).

A evolucéo geoldgica amazbnica € complexa, com eventos que datam desde o
Cretaceo no estabelecimento dos cratons do Escudo Brasileiro e Escudo da Guiana (lsacks,
1988; Hoorn et al., 2010) e de eventos bem mais recentes, que datam do Mioceno para as
mudancas ocorridas na paisagem do oeste da Amazonia (Figueiredo et al., 2009; Jaramillo et
al., 2017). Assim, toda essa dindmica da Amazénia é considerada a principal responsavel pela
diversificacdo local (Rull, 2013; Smith et al., 2014).

Recentemente, varios estudos tém apontado que algumas espécies de aves (Ribas
et al., 2012; Thom e Aleixo, 2015), anfibios (Fouquet et al., 2012) e mamiferos (Alfaro et al.,
2015; Pavan e Marroig, 2017), diversificaram-se durante o Mioceno e Pleistoceno, com
muitos destes eventos de especiacdo tendo relacdo direta com as flutuagBes climéticas que
ocorreram no Pleistoceno (Hoorn et al., 2010).

O uso da abordagem de filogeografia comparada (Hickerson et al., 2010) para o
estudo de espécies co-distribuidas tem se tornado uma ferramenta eficaz na comparacdo da
historia evolutiva e auxiliado no entendimento dos processos que permeiam a diversificacdo
da Amazbnia (Batalha-Filho et al., 2014). De fato, estudos que utilizam este tipo de
comparacao tem registrado diferentes eventos e processos na evolucéo da biota na Amazonia
(Smith et al., 2014), com téxons irmdos apresentando resultados que sugerem tanto
vicariancia quanto dispersdo como promotores da especiacdo (Pavan et al., 2016; Schultz et
al., 2017; Carneiro et al., 2018).

Os pequenos mamiferos ndo-voadores, que apresentam pouca vagilidade quando
comparados a especies de maior porte ou a organismos voadores, sdo ideais para O
entendimento da diversificacdo espaco-temporal na Amazoénia (Pavan et al., 2016). Este grupo
de mamiferos ja vem sendo utilizado neste tipo de abordagem, com resultados que apontam

varias causas para a sua diversidade, entre as quais: a existéncia dos arcos estruturais (Patton
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et al., 2000), rios como barreiras (Rocha et al., 2011) e caracteristicas ecoldgicas (Rocha et
al., 2014).

Aqui, nés examinamos duas espécies de pequenos mamiferos nao-voadores
amplamente distribuidas na Amazonia segundo Creighton e Gardner (2008) e Percequillo
(2015) - Marmosa murina e Hylaeamys megacephalus . A primeira € um pequeno marsupial
com habito arbdreo e noturno que geralmente esta associado as areas de florestas tropicais, até
mesmo areas de crescimento secundario (Emmons e Feer, 1997; Voss et al., 2001). Estudos
anteriores apontam que esta espécie € monotipica e apresenta grande variacdo genética
relacionada a sua ampla distribuicdo por varios tipos de formag6es florestais (Costa, 2003;
\oss et al., 2014). Por sua vez, H. megacephalus € um roedor terrestre, encontrado tanto em
areas de floresta priméaria quanto em areas degradadas (Emmons e Feer, 1997). No estudo
realizado por Costa (2003), sugere-se que as populacdes ao norte e sul do rio Amazonas
representam espécies diferentes e que o referido rio seja considerado o limite geografico entre
ambas.

Nos utilizamos sequéncias de DNA mitocondrial e nuclear para inferir as relacdes
filogenéticas e biogeograficas das populacbes de M. murina e H. megacephalus. As analises
foram realizadas a fim de verificar se as filogenias obtidas refletem a atual taxonomia destas
duas espécies, inferir sobre os possiveis processos de diversificacdo das populacBes
amostradas e verificar se estes processos apresentam relacdo com os modelos ja propostos

para a diversificacdo da biota amazonica.

MATERIAL E METODOS

Amostragem e tratamento dos dados

Para as analises de M. murina foram utilizadas 90 amostras de 57 localidades
(Fig. 01A) e para H. megacephalus 88 amostras de 33 localidades (Fig. 01B) (Lista disponivel
no Apéndice A). A lista de todas as amostras obtidas no GenBank é apresentada no Apéndice
B.

O DNA das amostras foi isolado através do protocolo de extracdo baseado em
brometo de cetrimonio (CTAB) descrito por Doyle e Doyle (1987). A digestdo do tecido foi
realizada em uma solugdo contendo 500 pl do tampdo CTAB e 15 pl de proteinase K em
banho maria com temperatura de 60 °C. Foram realizadas trés lavagens do contetdo apds a
digestdo, sendo a primeira com 300 pl de Cloroférmio-Alcool-Isoamilico (25:1), seguida por



15

outra com 500 pl de Isopropanol e por Gltimo uma com 500 pul de Etanol 70%. Apds todas as
lavagens o DNA foi ressuspenso em 50 pl de agua Milli-Q.

Foram amplificados os marcadores Citocromo b (cyt b), Regido controle do DNA
mitocondrial (D-loop), intron 7 do Beta Fibrinogénio (Fgb-7) e Proteina de ligacdo do
Interfotoreceptor retindide (IRBP) atraves de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (Tabela
01). As PCR foram realizadas em um volume de 20 pL, contendo 4 pL de dNTP (1.25mM),
2,5 pL de buffer (10x), 1 uL MgCl, (25 mM), 1 uL de cada primer (50 ng/uL) (ver Tabela 01
para a sequéncia dos primers), 1 pL de DNA (50 ng/pL), 0,2 puL de Tag DNA polimerase
(2U/uL) e agua bidestilada para completar 0 volume.
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Figura 01 — Localidade das amostras utilizadas nas analises filogenéticas e biogeogréaficas. As cores correspondem as linhagens identificadas na analise de Inferéncia
Bayesiana baseada no marcador cyt b. (A) Amostras de Marmosa murina das seguintes linhagens: BS (Escudo Brasileiro), NA (Norte do rio Amazonas), AF
(Floresta Atlantica) e “M. tobagi” (Ilhas de Trinidad e Tobago). (B) Amostras de Hylaesamys megacephalus das seguintes linhagens: BL (Belém), BS1 (Escudo
Brasileiro 1), BS2 (Escudo Brasileiro 2) e NA (Norte do rio Amazonas).
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As temperaturas de anelamento utilizadas nas PCR diferiram para cada marcador
e estdo descritas na Tabela 01. Os reagentes ndo incorporados foram eliminados através do
tratamento com ExoSap IT, com o protocolo consistindo na utilizacdo de 2 UL de ExoSap e 10
pL do produto de PCR que foram incubados a 37°C por 30 minutos e 80°C por 15 minutos. O
produto resultante da purificagéo foi sequenciado em ambas as dire¢des utilizando os primers
da amplificacdo e Dye-Terminator Chemistry no sequenciador automatico ABI 3500xI. As
sequéncias obtidas foram editadas no programa Geneious 7.1.3 (Kearse et al., 2012),
alinhadas com ClustalW (Thompson et al., 1994) e posteriormente verificadas manualmente

para a corre¢ao de qualquer erro durante a edigéo.

Tabela 01 - Lista dos primers utilizados nas amplificacdes de Marmosa murina e Hylaesamys
megacephalus. Parénteses apds o0 nomes dos primers indicam se este é Forward (F) ou Reverse (R).

Marcador Primer Sequéncia 5°-3’ Temp.de  Estudo
anelamento

Cytb MVZ05 (F) 5’ CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG3’ 48°C Smith & Patton, 1993
MVZ16 (R) 5S’AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT 3> 48°C Smith & Patton, 1993

D-loop L15999M (F) 5’ACCATCAACACCCAAAGCTGAY’ 59°C Fumagalli et al., 1997
H16498M (R) 5’CCTGAAGTAGCAACCAGTAGY’ 59°C Fumagalli et al., 1997
E3 (R) S’ATGACCCTGAAGAAASAACCAGS’ 59°C Huchon et al., 1999
LO (F) 5’CCCAAAGCTGAAATTCTACTTAAACTA3® 59°C Douzery e Randi, 1997

Fgb-7 BI7-mammL (F) 5’ACCCCAGTAGTATCTGCCGTTTGGATT 3’ 55°C Matocq et al,. 2007
Bfib-mammU (R) 5’CACAACGGCATGTTCTTCAGCAC3’ 55°C Matocq et al,. 2007

IRBP 477J (F) 5’AACATCTGGAAGAAGCTCATG3’ 54°C Jansa e Voss, 2000
T46E1 (F) 5’AGCCTACATCCTCAAGAAGATGCGS’ 54°C Jansa e Voss, 2000

1313D1 (R) 5’CATCATCAAACCGCAGATAGCCCA 3’ 54°C Jansa e Voss, 2000
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Anélise Filogenética e de estrutura populacional

As relacbes filogenéticas foram estimadas através da analise de Inferéncia
Bayesiana (IB) para dois bancos de dados diferentes, um somente com cyt b e outro com
todos os marcadores concatenados. A sele¢cdo do melhor modelo evolutivo foi realizado para
cada marcador através do programa Jmodeltest 2.1.10 (Darriba et al., 2012). A IB foi
realizada no programa MrBayes 3.2.2 (Ronquist et al., 2012) com duas corridas
independentes com 50 milhdes de geracOes de cadeias de Markov amostradas a cada 1000
geracOes e descartadas 25% como burn-in. Todas as andlises foram realizadas no portal Cipres
(Miller et al., 2010). Os valores de distancia genética intra e inter-linhagens foram estimados
através da distancia p ndo corrigida implementada no programa MEGA 7 (Kumar et al.,
2016).

A verificacdo da existéncia de estrutura populacional nos dados do marcador cyt b
foi realizada através do programa BAPS 6 (Corander et al., 2008), o qual utiliza algoritmo de
Monte Carlo via cadeia de Markov (MCMC) para estimar o potencial nimero de
agrupamentos bioldgicos (K). Para essa estimativa, foi realizada uma série de dez corridas
independentes com quantidade de grupos variando de 1-10. Para a analise admixture nés
utilizamos 500 interagdes, com 200 individuos de referéncia e 10 interacBes para cada
individuo. A relagdo entre os hapl6tipos de cada espécie foi estabelecida através de rede de

hapl6tipos confeccionada no programa Haploviewer (Salzburger et al., 2011).

Datacédo Molecular

O tempo de divergéncia entre as populacfes foi obtido através do programa Beast
1.8.2 (Drummond et al., 2012) somente com o0s bancos de dados do marcador cyt b. Esta
abordagem foi tomada para que pudéssemos utilizar o banco de dados mais representativo da
nossa amostragem. NOs utilizamos o Birth-Death Incomplete Sampling (Stadler, 2009) e o
Reldgio Relaxado Lognormal ndo Correlacionado para a obtengdo das datas de cada no.
Foram realizadas duas corridas independentes com 100 milhdes de geragbes cada com o0s
pardmetros amostrados a cada 10.000 geracgdes e burn-in de 10%. Os resultados das analises
para as duas espécies foram visualizados no Tracer 1.7 (Rambaut et al., 2018) para verificar
se em ambas os valores de ESS estavam acima de 200. Posteriormente, n0s sumarizamos as
arvores no programa Treeannotator 1.8.2 (Rambaut e Drummond, 2015).

Para a calibracdo dos dados de M. murina nds utilizamos duas datas baseadas em

fosseis com distribuicdo lognormal: a primeira para a divergéncia entre Didelphis e Philander
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em 3,3 Ma (Milhdes de anos atras) (Schultz et al., 1998) e a segunda para a divergéncia entre
Marmosa e Monodelphis em 12.1 Ma (Flynn et al., 1997), todas com desvio padrdo de 1 Ma.
Também utilizamos a data estimada por Jansa et al. (2014) para o surgimento da sub-familia
Didelphinae, que foi implementada atraveés de uma distribuicdo normal com média de 19,9
Ma e desvio padrdo de 2 Ma. Ja para a calibragdo da filogenia de H. megacephalus, nés
utilizamos uma distribuicdo lognormal para as datas baseadas em fdsseis, sendo a primeira
para o surgimento do género Oligoryzomys em 0.8 Ma (Moglino e Pardifias, 2005) e a segunda
para 0 surgimento de Holochilus em 0.8 Ma (Pardifias et al., 2013). Adicionalmente,
utilizamos a data estimada por Parada et al. (2015) para o surgimento da familia Cricetidae
em 6.21 Ma através de uma distribuicdo normal. No6s utilizamos o desvio padrdo de 0.5 Ma

em todas as calibracdes desta espécie.

Delimitacao de espécies

Nos aplicamos as analises de bGMYC e bPTP para verificar se os clados
encontrados nas filogenias podem ser considerados como espécies diferentes. Para 0o bGMYC,
nos utilizamos arvores ultramétricas previamente obtidas no Beast 1.8.2 com o uso Reldgio
Relaxado Lognormal ndo Correlacionado e Yule Process (Gernhard, 2008) como priors.
Foram realizadas duas corridas independentes com 50 milhdes de geragdes cada amostradas a
cada 5000 geracGes e com burn-in de 5000. A analise de bGMYC foi conduzida no programa
R 3.4.3 (R Core Team 2017) através do pacote “bGMYC” (Reid e Carstens, 2012). Nos
utilizamos 100 arvores amostradas aleatoriamente dentre as obtidas no Beast como input, com
250.000 geracgdes e burn-in de 25.000. N6s consideramos que 0s grupos comparados podem
ser tratados como espécies diferentes quando a probabilidade obtida foi <0.05, conforme
sugerido por Reid and Carstens 2012. Ja a analise de bPTP (Zhang et al., 2013) foi realizada
no servidor da Exelixis Lab (http://species.h-its.org) com a utilizacdo da arvore obtida no

programa Mrbayes (ver acima) e corrida com 10 milhdes de geracdes amostradas a cada 1000

geracOes e burn-in de 25%.

Analise Biogeografica

A estimativa da area de distribuicdo ancestral foi realizada com o pacote
BioGeoBEARS (Matzke, 2014) do programa R 3.4.3 (R Core Team 2017). Este método
utiliza os modelos de Disperséo-Extin¢do-Cladogénese (DEC), o modelo de verossimilhanga

da Analise de dispersdo e vicariancia (DIVALIKE) e um modelo de verossimilhanca do


http://species.h-its.org/
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BayArea (BAYAREALIKE), além de incluir a especiagdo por efeito fundador (+J). Noés
consideramos quatro areas para M. murina: Escudo da Guiana, Ilhas de Trinidad e Tobago,
Mata Atlantica e Escudo Brasileiro. J& para H. megacephalus designamos as areas Escudo da
Guiana, Belém, leste do rio Tocantins/Araguaia e entre os rios Madeira e Tocantins/Araguaia.
Como existem areas ndo adjacentes na distribuicdo das duas espécies, nds criamos uma matriz
de adjacéncia para excluir a possibilidade de area ancestral com distribuicdo disjunta. Os
testes foram realizados com a arvore datada obtida no programa BEAST, incluindo todas as
espécies do subgénero Marmosa (Marmosa macrotarsus, Marmosa tyleriana e Marmosa
waterhousei) e do género Hylaeamys (Hylaeamys acritus, Hylaeamys laticeps, Hylaeamys
yunganus e Hylaeamys perenensis) que tiveram sequéncias de cyt b disponiveis.
Adicionalmente nds realizamos estas estimativas através de duas abordagens, a primeira
permitindo que o ancestral ocupasse todas as areas e a segunda com a distribui¢do ancestral

limitada para apenas duas areas.

RESULTADO

Filogenia e genética de populacao

Nossos resultados apontaram a existéncia de vérias linhagens bem definidas em
ambas as espécies. Foram observadas quatro linhagens para os dados de cyt b em M. murina
(Fig. 02 e 03), todas bem suportadas pela andlise de IB. As linhagens apresentaram limite
geografico claro entre elas, sendo distribuidas da seguinte forma: uma no Escudo da Guiana
(NA), uma restrita as ilhas de Trinidad e Tobago (“M. tobagi”), uma na Mata Atlantica (AF) e
a ultima distribuida no Escudo Brasileiro (BS). As linhagens NA e “M. tobagi” foram
recuperadas como linhagens irmds, assim como AF e BS. E possivel perceber clara
estruturagdo nas amostras da linhagem BS, coincidindo com os interflivios Xingu-Tapajos,
Araguaia-Tocantins e leste do rio Tocantins, porém ndo houve suporte aceitavel em nenhum
dos nos para estas relacdes. Com excecdo da linhagem AF que néo teve dados de D-loop e
IRBP disponivel para andlise, todas as outras linhagens foram recuperadas e as relagdes entre

elas também foram iguais na analise com os dados concatenados.
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Figura 02 - Filogenia resultante da analise de Inferéncia Bayesiana com base nas sequéncias do gene
cyt b de Marmosa murina. As espécies M. rubra e T. canescens foram utilizadas como grupo externo
(ndo mostradas na imagem). Os valores préximos aos nds referem-se a probabilidade posterior. As
barras e as siglas ao lado da filogenia identificam as linhagens estabelecidas, BS (Escudo Brasileiro),
NA (Norte do rio Amazonas), AF (Floresta Atlantica) e “M. tobagi” (Ilhas de Trinidad e Tobago). As
barras em preto representam as espécies identificadas pelos métodos de delimitacdo de espécies bPTP

e bGMYC, respectivamente.
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Figura 03 - Filogenia resultante da andlise de Inferéncia Bayesiana com base nas sequéncias
concatenadas dos marcadores cyt b, D-loop e IRBP de Marmosa murina. As espécies M. rubra e T.
canescens foram utilizadas como grupo externo (ndo mostradas na imagem). Os valores préximos aos
no6s referem-se a probabilidade posterior. As barras e as siglas ao lado da filogenia identificam as
linhagens estabelecidas, BS (Escudo Brasileiro) e NA (Norte do rio Amazonas).
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NOs encontramos altos valores de distancia genética entre as linhagens de M.
murina, com 0s maiores valores sendo encontrados entre as linhagens ao norte do rio
Amazonas e as demais (Tabela 02). A distancia genética entre “M. tobagi” e NA foi de apenas
2,9% (STD = 0,8%), enquanto as distancias de “M. tobagi” para BS e AF foram 4,4% (STD =
1,1%) e 4,2% (STD = 1,0%), respectivamente. A linhagem NA apresentou distancia de 4,2%
(STD = 1,0%) para AF, e um valor menor (3,4%, STD = 0,7%) para a linhagem BS. As
linhagens AF e “M. tobagi” apresentaram valores iguais de distancia intra-linhagem (0,1%
para sete amostras de seis localidades em AF e seis amostras de uma localidade em “M.
tobagi”), valores bem menores que os encontrados para as linhagens BS e NA (1,9% para 55

amostras de 29 localidades e 1,6% para 22 amostras de 18 localidades, respectivamente).

Tabela 02 - Matriz de distancia genética p entre as linhagens de Marmosa murina baseada nas
sequéncias do gene cyt b. Os valores acima da diagonal se referem ao desvio padrdo obtidos através de
bootstrap (1000 pseudoréplicas). A distancia dentro das linhagens ¢ mostrada pelos nimeros em
negrito na diagonal. Todos os valores s&o mostrados em porcentagem.

Linhaaens BS NA AF “M. tobagi”
BS 19% 0,7% 09% 1,0%
NA 34% 1,6% 1,0% 0,8%
AF 39% 4,2% 01% 1,1%

“M. tobagi” 42%  2,9% 44% 0,1%

A andlise realizada no programa BAPS apontou a existéncia de cinco grupos
bioldgicos k=5 (log Pr X|K = -3381,443), com um grupo populacional recuperado para as
linhagens AF, NA e “M. tobagi”, enquanto na linhagem BS foram recuperados dois grupos,
um deles coincidindo com as amostras do interflivio Xingu-Tapajés (Fig. 04). A rede
haplotipica também mostrou que a relacdo entre os haplotipos é similar ao recuperado nas

analises filogenéticas, com todas as linhagens sendo claramente distinguidas.
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Figura 04 - Resultados das analises populacionais baseadas no marcador cyt b de Marmosa murina. A)
Grupos bioldgicos identificados no programa BAPS, com k=5 (log Pr X|K = -3381,443). Barras de
uma mesma cor identificam um grupo bioldgico. As linhagens identificadas nas anélises filogenéticas
(ver Figura 01) estdo indicadas logo abaixo dos grupos populacionais. B) Rede de haplétipos. As cores
representam as linhagens obtidas nas analises filogenéticas (ver Figura 01).

Para H. megacephalus observamos a existéncia de quatro linhagens (Fig. 05 e 06),
com altos valores de suporte para todas, assim como para as relacbes entre elas. Estas
linhagens estdo assim distribuidas: uma ao norte do rio Amazonas (NA), uma presente na
regido de Belém (BL) e duas no Escudo Brasileiro (BS1 e BS2). Estas duas linhagens
presentes no Escudo Brasileiro estdo em simpatria em duas das localidades amostradas

(Maraba, estado do Para e Claudia, estado de Mato Grosso), sendo possivel perceber que BS1
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parece estar limitada a oeste dos rios Araguaia e Tocantins e BS2 a oeste do rio Teles Pires,
incluindo a ilha de Marajo.

As distancias geneticas entre as linhagens de H. megacephalus foram altas (Tabela
03), com os maiores valores encontrados entre a linhagem BL e as demais. A linhagem BL
apresentou distancia variando de 7,6% (STD = 1,2%) a 8,6% (STD = 1,3%) em relagdo as
linhagens do Escudo Brasileiro e 8,3% (STD = 1,2%) em relacdo a linhagem NA. As
distancias das linhagens do Escudo Brasileiro (BS1 e BS2) em relacédo a linhagem NA foram,
ambas, de 6,4% (STD = 1,0%). A distancia genética entre as linhagens BS1 e BS2, que estdo
em simpatria na regido entre os rios Araguaia e Teles Pires, foi de apenas 3,5% (STD = 0,7%).
A menor distancia genética intra-linhagem foi encontrada na linhagem BL (0,5%), enquanto
as linhagens BS2 e NA apresentaram valor de 1,1% e a linhagem BS1 apresentou valor de
1,5%.

Tabela 03 - Matriz de distancia genética p entre as linhagens de Hylaeamys megacephalus baseada nas
sequéncias do gene cyt b. Os valores acima da diagonal se referem ao desvio padrdo obtidos através de
bootstrap (1000 pseudoréplicas). A distancia dentro das linhagens é mostrada pelos nimeros em
negrito na diagonal. Todos os valores sdo mostrados em porcentagem.

Linhagens NA BL BS1 BS2

NA 11% 12% 1,0% 1,0%
BL 83% 05% 13% 12%
BS1 64% 86% 15% 0,7%

BS2 64% 76% 35% 11%
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Figura 05 - Filogenia resultante da analise de Inferéncia Bayesiana com base nas sequéncias do gene
cyt b de Hylaesamys megacephalus. As espécies Hylaesamys yunganus e Oecomys paricola foram
utilizadas como grupo externo (ndo mostradas na imagem). Os valores proximos aos nds referem-se a
probabilidade posterior. As barras e as siglas ao lado da filogenia identificam as linhagens
estabelecidas, BL (margem direita do rio Tocantins), BS1 (Escudo Brasileiro 1), BS2 (Escudo
Brasileiro 2) e NA (Norte do rio Amazonas).
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Figura 06 - Filogenia resultante da analise de Inferéncia Bayesiana com base nas sequéncias
concatenadas dos marcadores cyt b, D-loop e I7BFIB de Hylaesamys megacephalus. As espécies
Hylaeamys yunganus e Oecomys paricola foram utilizadas como grupo externo (ndo mostradas na
imagem). Os valores proximos aos nés referem-se a probabilidade posterior. As barras e as siglas ao
lado da filogenia identificam as linhagens estabelecidas, BL (margem direita do rio Tocantins), BS1
(Escudo Brasileiro 1), BS2 (Escudo Brasileiro 2) e NA (Norte do rio Amazonas).
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Foram recuperados quatro grupos populacionais no programa BAPS (Fig. 07A)
k=4 (log Pr X|K = -3329.427), que sdo coincidentes com as linhagens encontradas na arvore
filogenética. Um individuo da localidade Jatapu (Amazonas, Brasil), pertencente a linhagem
NA, apresentou mistura com todas as outras linhagens. A rede haplotipica também resultou
em uma clara separacdo para as linhagens recuperadas na andlise filogenética (Fig. 07B). A
menor quantidade de passos mutacionais esta presente entre as linhagens BS1 e BS2, por

outro lado, estas duas apresentam os maiores valores de passos mutacionais em relagcdo a

linhagem BL.
A
BS1
B
BS1
sz M [
na 0 5
s B

Figura 07 - Resultados das andlises populacionais baseadas no marcador cyt b de Hylaeamys
megacephalus. A) Grupos biolégicos identificados no programa BAPS, com k=4 (log Pr X|K = -
3329.427). Barras de uma mesma cor identificam um grupo bioldgico. As linhagens identificadas nas
andlises filogenéticas (ver Figura 04) estdo indicadas logo abaixo dos grupos populacionais. B) Rede
de hapl6tipos. As cores representam as linhagens obtidas nas analises filogenéticas (ver Figura 04).
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Delimitacao de espécies

As analises de bGMYC e bPTP foram concordantes em reconhecer trés linhagens
como espécies diferentes para M. murina (Fig. 02). Ambas as andlises recuperaram que as
linhagens AF e BS representam apenas uma tUnica espécie, enquanto as linhagens NA e “M.
tobagi” podem ser consideradas duas espécies validas.

Ja para H. megacephalus, encontramos que as linhagens BS, NA e BL podem ser
consideradas espécies distintas pelas duas analises realizadas (Fig. 05). Os dois clados
existentes na linhagem BS, que foram recuperados com alto valor de suporte pela IB nao

apresentaram valores significativos (>0.05) para serem consideradas espécies.

Datacdo molecular

A estimativa do tempo de divergéncia obtida com o gene cyt b sugere que a
diversificacdo dentro do subgénero Marmosa iniciou no Plioceno (Fig. 08), com a separacao
de M. tyleriana das demais espécies em 3,39 Ma (95% HPD = 1,96 - 5,03 Ma), e a separa¢ao
de M. waterhousei de M. macrotarsus + M. murina em 2,84 Ma (95% HPD = 1,49 - 4,24 Ma).
As espécies M. macrotarsus e M. murina divergiram no Pleistoceno Inferior em 2,31 Ma
(95% HPD = 1,28 — 3,57 Ma). As linhagens de M. murina diversificaram somente a partir de
1,18 Ma (95% HPD = 0,69 — 1,70 Ma) com separagdo entre NA + “M.tobagi” e AF + BS,
posteriormente AF separou de BS em 0,87 Ma (95% HPD = 0,47-1,29 Ma), enquanto NA
divergiu de “M.tobagi” em 0,84 Ma (95% HPD = 0,42 — 1,25 Ma).
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Figura 08 - Arvore datada de Marmosa murina com a distribuicao ancestral mais provéavel baseada no
resultado do modelo DIVALIKE+] estimado no BioGeoBEARS. As cores dos quadrados e circulos
correspondem a distribuicdo atual dos tdxons e dos seus ancestrais, respectivamente. Os valores acima
dos nos se referem as datas de divergéncia estimadas em milhGes de anos (Ma) pelo programa BEAST
(as barras correspondem ao intervalo de confianga de 95% das datas estimadas).

Encontramos que o género Hylaeamys iniciou sua diversificacdo ainda no
Plioceno (Fig. 09) (2,81 Ma, 95% HPD = 1,99 — 3,63 Ma), com a separacdo de H. yunganus
das demais espécies. O proximo evento de especiacdo ocorreu somente no Pleistoceno, com a
separacdo de H. perenensis das demais (H. megacephalus + H. laticeps + H.acritus) em 2,19
Ma (95% HPD = 1,48 — 2,90 Ma). Posteriormente houve a separacdo de H. megacephalus de
H. laticeps + H.acritus em 1,53 Ma (95% HPD = 1,04 — 2,02 Ma), com estas duas espécies
divergindo apenas em 1,05 Ma (95% HPD = 0,64 — 1,48 Ma). A separacdo inicial dentro de H.
megacephalus ocorreu entre a linhagem BL e as demais em 1,04 Ma (95% HPD = 0,70 — 1,44
Ma), com a posterior divisdo da linhagem NA em relacdo as linhagens presentes no Escudo
Brasileiro (BS1 e BS2) em 0,67 Ma (95% HPD = 0,43 — 0,93 Ma). Por fim, estas duas ultimas
linhagens divergiram em 0,36 Ma (95% HPD = 0,23 — 0,50 Ma).
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Figura 09 - Arvore datada de Hylaeamys megacephalus com a distribuicdo ancestral mais provavel
baseada no resultado do modelo DEC+J estimado no BioGeoBEARS. As cores dos quadrados e
circulos correspondem a distribuicdo atual dos tdxons e dos seus ancestrais, respectivamente. Os
valores acima dos nos se referem as datas de divergéncia estimadas em milhdes de anos atras (Ma)
pelo programa BEAST (as barras correspondem ao intervalo de confianca de 95% das datas
estimadas).

Distribuigdo ancestral estimada

Tanto em Marmosa quanto em Hylaeamys ndo houve diferenca na comparagéo
entre as analises realizadas com o ancestral distribuido em todas as areas designadas e as
analises com o ancestral limitado ao maximo de duas areas (Tabela 04 e 05). Também
encontramos que, para ambos 0s géneros, os modelos que incluiam o efeito fundador (J)

apresentaram sempre os maiores valores de verossimilhanca.
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Tabela 04 - Modelos estimados pela analise de area ancestral de Marmosa murina no BioGeoBEARS.
Os parametros dispersdo (d), extingdo (e), efeito fundador (j), Verossimilhanga logaritimica (LnL) e
Critério de informacdo de Akaike (AIC) sdo apresentados para cada modelo. Os modelos com
asterisco representam aqueles em que o ancestral foi limitado a duas areas.

Modelo LnL d e j AIC

DEC 2391  0.32 0.46 0 51.82
DEC* 2328  0.38 0.41 0 50.55
DEC+] -1071 107 10" 1.7 27.42
DEC+J* -10.72 10 10" 1.8 27.43
DIVALIKE 2245  0.25 0.24 0 48.9

DIVALIKE* 2311 017 0.40 0 50.21
DIVALIKE+] -10.63 107 10" 0.82 27.26
DIVALIKE+J* -10.67 107" 10" 0.95 27.33
BAYAREALIKE 2521 041 0.73 0 54.42
BAYAREALIKE* 2463 048 0.65 0 53.26
BAYAREALIKE+] -10.81 10 10" 0.90 27.61
BAYAREALIKE+] -10.81 29 2910 0.90 27.61

Tabela 05 - Modelos estimados pela analise de area ancestral de Hylaesamys megacephalus no
BioGeoBEARS. Os parédmetros dispersdo (d), extincdo (e), efeito fundador (j), Verossimilhanca
logaritimica (LnL) e Critério de informacdo de Akaike (AIC) sdo apresentados para cada modelo. Os
modelos com asterisco representam aqueles em que o ancestral foi limitado a duas areas.

Modelo LnL d e J AlC

DEC -31.64  0.27 0.18 0 66.15
DEC* -31.67  0.28 0.18 0 67.35
DEC+J -19.15  0.11 10" 2.19 42.35
DEC+J* -19.17 011 10" 2.21 44.35
DIVALIKE -29.32 042 0.38 0 62.64
DIVALIKE* 2311 017 0.40 0 50.21
DIVALIKE+] -19.19 011 10" 2 42.16
DIVALIKE+J* -19.23 012 10" 2 44.38
BAYAREALIKE -42.45  0.056 0.42 0 88.89
BAYAREALIKE* -42.45  0.056 0.42 0 88.89
BAYAREALIKE+] -19.25  0.11 10" 0.90 445

BAYAREALIKE+J -19.25 0.11 10 0.90 44.5
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Para o subgénero Marmosa 0 modelo que apresentou o maior valor de
verossimilhanca foi o DIVALIKE + J (Fig. 08). Este modelo sustenta que o ancestral comum
mais recente (MRCA) do grupo provavelmente possuia distribuicdo ao norte do rio
Amazonas, limitado ao leste pelo rio Negro, o que coincide com a distribuicdo atual da
espécie M. tyleriana. Este modelo também sugere que todos os outros eventos de origem de
M. macrotarsus, M. murina e M. waterhousei foram por dispersdo. O ancestral de M. murina
provavelmente habitava a regido ao norte do rio Amazonas, dispersando para o sul deste
mesmo rio e posteriormente para a Mata Atlantica, enquanto que na populacdo que continuou
na &rea de origem ainda houve mais um evento de dispersdo para as ilhas de Trinidad e
Tobago.

A estimativa biogeografica mais provavel para Hylaeamys foi obtida com o
modelo DEC + J, que apresentou valores muito similares de verossimilhanca em ambos 0s
testes realizados variando o limite de &reas permitidas para o ancestral. Este modelo apontou
toda a regido amazonica (a oeste do rio Tocantins) como a area do ancestral deste género.
Houve um evento vicariante que originou o ancestral de H. acritus, H. laticeps, H.
megacephalus e H. perenensis. Posteriormente, eventos de dispersdao deram origem a H.
acritus, H. laticeps e H. megacephalus. O ancestral de H. megacephalus provavelmente
estava presente na area de Belém (BL), dispersando inicialmente para o norte do rio

Amazonas (NA) e de |4 para a regido ao oeste do rio Tocantins e sul do rio Amazonas.

DISCUSSAO

Delimitacao das espécies

Embora a monofilia de Marmosa murina esteja bem estabelecida atualmente
(Voss et al., 2014), as nossas analises moleculares apontaram a existéncia de trés espécies
cripticas com limites geograficos bem definidos entre elas. Os nomes recuperados para as
especies aqui sugeridas com base nas localidades tipo e na regra da prioridade seriam:
Marmosa murina (Linnaeus, 1758) para a linhagem ao norte do rio Amazonas (linhagem
NA), Marmosa parata Thomas, 1911 para as linhagens ao sul do rio Amazonas e da Mata
Atlantica (linhagens BS e AF; veja Rossi, 2005) e Marmosa tobagi Tomas, 1911 para a
linhagem presente nas ilhas Trinidad e Tobago.

Estudos prévios com M. murina ja recuperaram a existéncia de linhagens ao norte
e sul do rio Amazonas (Costa, 2003; Gutiérrez et al., 2010; Faria et al., 2013; Voss et al.,

2014), com a distancia genetica entre estas linhagens variando de 2,8% a 5,8%. Os nossos
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dados também apontaram valores similares de distancia genética entre estas linhagens (3,5% a
4,2%) quando consideramos as distancias da linhagem presente na Mata Atlantica (linhagem
AF). Apesar das linhagens AF e BS apresentarem distancia genética entre si similar ou até
ligeiramente maior do que as distancias encontradas entre as outras linhagens obtidas neste
estudo, os testes de delimitacdo de espécie aqui utilizados ndo apontaram que AF e BS devam
ser consideradas espécies diferentes.

A linhagem presente nas ilhas de Trinidad e Tobago, ja foi reconhecida como
espécie distinta de M. murina anteriormente (Rossi, 2005; Rossi et al., 2010). Mais
recentemente, Voss et al. (2014) recuperaram individuos desta espécie formando um dentre
trés grupos monofiléticos que compdem M. murina, sendo o clado formado por M. tobagi
irmdo do clado formado por espécimes provenientes do norte do rio Amazonas (MVoss et al.,
2014). Devido a baixa divergéncia genética entre esses dois clados (2,8% em média), os
autores propuseram que M. tobagi se tornasse sinénimo junior de M. murina. Como as nossas
analises apontaram que as linhagens ao norte do rio Amazonas (NA) e “M. tobagi”
representam espécies distintas, ndo ha motivo para manter a sinonimizacao proposta por \oss
et al. (2014).

Em nossa andlise pudemos verificar que dentro da linhagem BS ha uma
estruturacdo, com as amostras proximas as nascentes do rio Tapajos sendo recuperadas como
um clado bem suportado na analise filogenética e nas analises populacionais. Apesar de Faria
et al. (2013) terem considerado amostras da regido das nascentes do rio Tapajoés como
pertencentes a um unico clado junto com as demais amostras ao sul do rio Amazonas, é
possivel verificar que nas arvores filogenéticas e na rede haplotipica fornecidas no referido
trabalho h& uma clara separacédo similar a encontrada neste estudo.

A espécie H. megacephalus também foi recuperada como grupo monofilético nas
nossas analises e confirmam estudos prévios que a designam como relacionada
filogeneticamente a H. acritus e H. laticeps (Costa, 2003; Miranda et al., 2007). A existéncia
de clados ao norte e sul do rio Amazonas para H. megacephalus ja foi amplamente registrada
na literatura (Patton et al., 2000; Costa, 2003; Miranda et al., 2007; Rocha et al., 2014), e 0s
nossos dados confirmam esta separacdo e adicionam um clado para a regido de Belém, ao
leste do rio Tocantins (linhagem BL).

As anélises de delimitacdo de espécies apontaram que os trés grandes clados
dentro de H. megacephalus devem ser tratados como espécies validas, com o nome H.

megacephalus designado por Fisher (1814) para um tipo procedente de Canindeyl no
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Paraguai, estando assim relacionado a espécie ao sul do rio Amazonas (linhagens BS1 e BS2).
Allen e Chapman (1893) descreveram Hylaeamys velutinus para a localidade Princes Town
em Tobago, portanto se estudos posteriores confirmarem que a populacdo destas ilhas
pertencem & mesma espécie da linhagem NA, tal nome devera ser revalidado e utilizado para
os individuos ao norte do rio Amazonas. Somente a espécie formada pela linhagem BL néo
apresenta nome disponivel.

As duas linhagens presentes no Escudo Brasileiro (BS1 e BS2) apresentaram
distancia genética de 3,5% entre elas. Miranda et al. (2007) também ja reportaram a existéncia
de dois clados para as amostras desta regido, porém nao forneceram dados referentes as suas
distancias genéticas. Apesar de haver uma clara separacdo destas duas linhagens na filogenia,
a rede haplotipica e os resultados fornecidos pelo BAPS, indicam que estas linhagens néo
devem ser tratadas como espécies distintas. A auséncia de limite geografico para estas duas
linhagens (as mesmas estdo em simpatria em duas localidades entre os rios Tocantins e
Tapajds, como reportado nos resultados) e a baixa distancia genética entre as mesmas quando
comparada as distancias entre as outras linhagens de H. megacephlaus, reforcam a hipétese de
que se tratam da mesma espécie.

Embora a tomada de decisdes taxondmicas baseadas em distancias genéticas de
marcadores mitocondriais ndo sejam totalmente corretas (Toews e Brelsford, 2012), a
caracterizacdo de distancias genéticas acima de 2,7% para roedores cricetidios indicam que 0s
grupos testados sejam tratados como espécies diferentes (Bradley e Baker, 2001; Baker e
Bradley, 2006). Estudos tém confirmado que percentuais acima de 2,7% sdo compativeis com
a distancia entre espécies irmas (Gonzéalez-Ittig et al., 2010, 2014). Costa (2003) e Miranda et
al. (2007) ja reportaram valores de distancia genética variando de 3,3% a 8,7% para clados de
H. megacephalus. Nossos resultados apontaram a existéncia de valores variando de 3,5% a
8,6% para as linhagens de H. megacephalus, com os maiores valores sendo encontrados entre
a linhagem BL e as demais. Considerando todos 0s nossos resultados e o fato das linhagens
apresentarem limites geogréficos entre si bem definidos (com excecdo das linhagens BS1 e

BS2, como referido acima), é plausivel que elas sejam tratadas como espécies diferentes.

Biogeografia
A diversificagdo dentro do subgénero Marmosa foi inferida como ocorrendo
durante o Plioceno, com data proxima a 3,39 Ma, enquanto o ancestral comum mais recente

(MRCA) das linhagens de M. murina surgiu durante o Pleistoceno, com data de 1,18 Ma, e
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provavelmente esteve distribuido na regido ao norte do rio Amazonas. Os resultados aqui
obtidos apontam que M. murina diversificou-se unicamente por eventos de disperséo,
colonizando primeiramente a area ao sul do rio Amazonas e posteriormente dispersando para
a Mata Atlantica. Assim como reportado por Costa (2003), os nossos resultados néo
permitiram identificar o local pelo qual houve a dispersdo dos espécimes de M. murina para a
Mata Atlantica.

As nossas analises filogenéticas apontaram sub-estruturacdo dentro da linhagem
BS de M. murina, com o0s grupos estando restritos aos interflivios formados pelos grandes
rios (Tapajos, Xingu, Araguaia e Tocantins) presentes no Escudo Brasileiro. Vale ressaltar que
ndo houve suporte aceitavel para inferir a relacdo entre os grupos separados pelos referidos
rios. Ademais, a andlise de agrupamentos biologicos realizada no BAPS apontou que 0s
individuos do interflavio Xingu-Tapajos (localidades 12, 14 e 16) representam um grupo
bioldgico independente dos outros pertencentes a linhagem BS. A existéncia de linhagens
separadas por estes rios ja € reconhecida para varias espécies de aves (Ribas et al., 2012;
Fernandes et al., 2013; Thom e Aleixo, 2015), nas quais 0s rios atuam como barreira entre
espécies irmds na regido do Escudo Brasileiro.

Rocha et al. (2015) apontou a existéncia de estruturacdo genética em M. murina
relacionada ao rio Araguaia, estimando o tempo de divergéncia entre as linhagens de ambas as
margens para 0,45 MA. Apesar de nossas analises ndo apontarem que as populacdes de ambas
as margens do rio Araguaia estejam em clados irméos, fica claro que este € limite geogréafico
para populagdes de M. murina e consequentemente atua na estruturacdo e diversidade
genética desta espécie.

O surgimento de M. tobagi a partir da linhagem NA, em 0,84 Ma, evidencia que
houve algum evento de colonizacdo das ilhas que compdem a atual distribuigdo dessa espécie.
A ilha de Trinidad teve origem durante o Paledgeno, em aproximadamente 50 Ma, com a
convergéncia da Placa Tectonica da América do Sul e da Placa Tectonica do Proto Caribe,
consolidando-se na conformacao atual a partir do Mioceno, entre 10,5 e 12 Ma (Pindell et al.,
2005; Kennan e Pindell, 2007). J4 a ilha de Tobago teve origem a partir de atividade vulcéanica
de aproximadamente 120 Ma (Snoke et al., 2001; Pindell et al., 2005).

Nossos resultados apontaram que o género Hylaeamys apresentou diversificacdo a
partir do Plioceno, com o0 MRCA estando presente no oeste amazonico. Somente o surgimento
da espécie H. perenensis foi recuperado como resultante de evento vicariante, enquanto o H.

acritus, H. laticeps e H. megacephalus sdo originarios de eventos de dispersdo que ocorreram
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a partir de 1,53 Ma. Hylaesamys megacephalus provavelmente surgiu da re-colonizacdo da
Amazonia a partir do ancestral presente na Mata Atlantica, com o MRCA apresentando data
estimada para 1,04 Ma.

Alguns estudos ja mencionaram que linhagens de mamiferos da Mata Atlantica
podem ser consideradas as ancestrais das linhagens amazonicas (Galewski et al., 2005; Fabre
et al., 2013). Os nossos resultados apontaram que o ancestral das linhagens de H.
megacephalus provavelmente ocupava a regido da Mata Atlantica, area da atual distribuicéo
da espécie H. laticeps, e que teria se dispersado para a Amazonia durante o Pleistoceno (por
volta de 1,53 Ma). Esta mesma relacdo ja foi encontrada por Costa (2003) quando comparou
as possiveis rotas de conexdo entre a Amazoénia e a Mata Atlantica.

Também recuperamos que a dispersdo entre estes dois biomas ocorreu da Mata
Atlantica para a regido de Belém, a leste do rio Tocantins (area de distribuicdo atual da
linhagem BL). Tal rota de dispersdo é reconhecida para algumas espécies de aves e estaria
relacionada a areas com a presenca de brejos de altitude, presentes na regido costeira dos
estados do Maranhao, Piaui e Ceara (Batalha-filho et al., 2012; Thom e Aleixo, 2015). Estes
brejos de altitude seriam resquicios de areas florestais maiores e teriam sido mais estaveis
durante as flutuagdes climaticas ocorridas durante o Quaternario (Andrade-Lima, 1982), e por
isso permitiriam que espécies que dependem de formacBes vegetais, como as presentes na
Amazonia e Mata Atlantica, pudessem se dispersar.

A nossa estimativa de area ancestral sugeriu que o MRCA de H. megacephalus,
provavelmente transpds o rio Amazonas em dois momentos: o primeiro quando o ancestral
desta espécie, que estava presente somente na regido de Belém, se dispersou para o norte do
rio Amazonas em aproximadamente 1,04 Ma; e posteriormente quando estes individuos se
dispersaram para o sul do rio Amazonas por volta de 0,67 Ma. Os nossos resultados também
recuperaram que as linhagens do Escudo Brasileiro estdo se dispersando na direcdo leste,
provavelmente pela regido de cabeceira dos rios que estdo presentes na regido, e que estas
divergiram mais recentemente, em apenas 0,36 Ma.

O atual curso do rio Amazonas se estabeleceu somente durante as Epocas do
Plioceno e Pleistoceno (Hoorn et al., 2010; Latrubesse et al., 2010), e desta forma parece
improvavel que o surgimento das linhagens de H. megacephalus tenha ocorrido anteriormente
ao estabelecimento do curso deste rio. Como houve varias mudangas na drenagem do rio

Tocantins durante o Quaternario (Rossetti e Valeriano, 2007), é plausivel que a dispersdo
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desta espécie, da regido de Belém para o norte do rio Amazonas tenha ocorrido de forma
passiva através da reorganizacao das varias ilhas presentes na proximidade da ilha de Marajo.

Ja se sabe que o rio Araguaia ndo constitui barreira eficaz para o fluxo génico em
H. megacephalus (Rocha et al., 2014). No entanto, parece provavel que a confluéncia dos rios
Araguaia e Tocantins seja uma barreira efetiva para H. megacephalus, com os dados obtidos
nas analises populacionais apontando um claro isolamento das linhagens separadas pelo rio
Tocantins (linhagens BL e BS1 + BS2).

Em conclusdo, nossos resultados sugerirem a existéncia de duas espécies cripticas
tanto em M. murina quanto em H. megacephalus, deixando clara a necessidade de que estas
espécies amplamente distribuidas sejam taxonomicamente revisadas com a utilizacdo em
conjunto de dados morfologicos, moleculares e citogenéticos. Todas as datas de diversificacdo
encontradas para as vérias linhagens de M. murina e H. megacephalus, apontaram que a
diversificagdo nestas espécies ocorreram exclusivamente no Pleistoceno, mais precisamente a
partir de 1,5 Ma. Os dados apresentados aqui também sugerem que o rio Amazonas e 0sS
grandes rios presentes no Escudo Brasileiro (Tapajos, Xingu e Tocantins) apresentam grande
influéncia na promocdo da diversificacdo e isolamento das linhagens das duas espécies. Por
outro lado, o relacionamento entre a Mata Atlantica e Amazonia baseado no parentesco entre
o0s tdxons aqui analisados, foram contrastantes nas duas espécies analisadas, pois M. murina
colonizou a Mata Atlantica em menos de 1 Ma e H. megacephalus se originou de um ancestral

gue ja estava na Mata Atlantica e colonizou a Amazénia a partir de 1,53 Ma.
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APENDICES

Apéndice A - Lista das amostras utilizadas nas anélises das espécies Marmosa murina e Hylaeamys megacephalus.

Espécies Amostra Localidade
Marmosa murina 01SEG28 Brasil, Maranh&o, Bacabeira
Marmosa murina 06SEG29 Brasil, Maranhao, Miranda do Norte
Marmosa murina 14SEG29 Brasil, Maranhdo, Miranda do Norte
Marmosa murina 20SEG28 Brasil, Maranh&o, Bacabeira
Marmosa murina 22 _SISJAT Brasil, Amazonas, Tabatinga, rio Jatapu
Marmosa murina 40_SISJAT Brasil, Amazonas, Tabatinga, rio Jatapu
Marmosa murina 41 SISJAT Brasil, Amazonas, Tabatinga, rio Jatapu
Marmosa murina AGPM21 Brasil, Para, Acara
Marmosa murina AGPM48 Brasil, Para, Acara
Marmosa murina AGPM75 Brasil, Para, Acara
Marmosa murina ALPAT8 Brasil, Para, Breu Branco
Marmosa murina APS29 Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Marmosa murina CN144 Brasil, Para, Alenquer, ESEC Grdo-Para
Marmosa murina CN283 Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Marmosa murina CN289 Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Marmosa murina CN94 Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Marmosa murina PSA05 Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
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Espécies

Amostra

Localidade

Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina

PSA08
PSA1l
PSA115
PSA12
PSA142
PSA233
SINO7
SINO9
SIN13
SIN17
TC65
TC66
TC68
TC70
TC71
TC74
TC76
TS04
TS16
TS33
TS34

Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Brasil, Para, Primavera

Brasil, Para, Primavera

Brasil, Para, Primavera

Brasil, Para, Primavera

Brasil, Para, Primavera

Brasil, Para, Primavera

Brasil, Para, Primavera

Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
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Espécies Amostra Localidade
Marmosa murina TS51 Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Marmosa murina TS61 Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Marmosa murina UAEE17 Brasil, Mato Grosso, Barra do Garcas, Fazenda Eldorado
Marmosa murina UAEE19 Brasil, Mato Grosso, Barra do Garcas, Fazenda Eldorado
Marmosa murina UAEE21 Brasil, Mato Grosso, Barra do Garcas, Fazenda Eldorado
Hylaeamys yunganus 3381 Brasil, Amazonas
Hylaeamys megacephalus AGPM22 Brasil, Para, Acara
Hylaeamys megacephalus AGPM23 Brasil, Para, Acara
Hylaeamys megacephalus AGPM29 Brasil, Para, Acara
Hylaeamys megacephalus AGPM31 Brasil, Para, Acara
Hylaeamys megacephalus AGPM43 Brasil, Para, Acara
Hylaeamys megacephalus AGPM50 Brasil, Para, Acara
Hylaeamys megacephalus AGPM52 Brasil, Para, Acara
Hylaeamys megacephalus AGPM53 Brasil, Para, Acara
Hylaeamys megacephalus AGPM55 Brasil, Para, Acara
Hylaeamys megacephalus AGPM62 Brasil, Para, Acara
Hylaeamys megacephalus AGPM67 Brasil, Para, Acara
Hylaeamys megacephalus AGPM68 Brasil, Para, Acara
Hylaeamys megacephalus PAB25 Brasil, Para, Belem, Parque Ambiental de Belém
Hylaeamys megacephalus 43 SISJIAT Brasil, Amazonas, Sdo Sebastido do Uatumg, Jatapu
Hylaeamys megacephalus 46_SISIAT Brasil, Amazonas, Sdo Sebastido do Uatuma, Jatapu
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Espécies Amostra Localidade
Hylaeamys megacephalus 49 SISJAT Brasil, Amazonas, Séo Sebastido do Uatuma, Jatapu
Hylaeamys megacephalus 637_SISTRO Brasil, Para, Porto Trombetas, Trombetas, FLONA Saraca-

Taquera

Hylaeamys megacephalus CN126 Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Hylaeamys megacephalus CN20 Brasil, Para, Faro, FLOTA de Faro, rio Nhamunda
Hylaeamys megacephalus CN219 Brasil, Para, Oriximina, ESEC Gréo-Para, por¢do norte
Hylaeamys megacephalus CN252 Brasil, Para, Almerim, FLOTA Paru, rio Paru de Leste
Hylaeamys megacephalus CN280 Brasil, Para, Almerim, FLOTA Paru, rio Paru de Leste
Hylaeamys megacephalus CN302 Brasil, Para, Obidos, ESEC Gréo-Para
Hylaeamys megacephalus CN51 Brasil, Para, Faro, FLOTA de Faro, rio Nhamunda
Hylaeamys megacephalus CN90 Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Hylaeamys megacephalus MAJ24 Brasil, Para, Chaves, Ilha de Marajé
Hylaeamys megacephalus PSA02 Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
Hylaeamys megacephalus PSA14 Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
Hylaeamys megacephalus PSA150 Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
Hylaeamys megacephalus PSA208 Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
Hylaeamys megacephalus TS13 Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Hylaeamys megacephalus UAEE11 Brasil, Mato Grosso, Barra do Garcas, Fazenda Eldorado
Hylaeamys megacephalus APS31 Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Hylaeamys megacephalus JAO7 Brasil, Para, Itaituba, Jatoba, rio Tapajds
Hylaeamys megacephalus JA43 Brasil, Para, Itaituba, Jatoba, rio Tapajds




Espécies

Amostra

Localidade

Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus

JC13
JHO1
JHO8
JH10
MSNO1
MSNO09
MSN18
PSA10
PSA171
PSA180
PSA56
PSA86
SIN16
TAPG64
TS05
TS22
TS25
TS32
UTP1002
UTP1009
UTP105

Brasil, Para, Itaituba, Penedo, rio Tapajos

Brasil, Para, Jacareacanga, rio Tapajos

Brasil, Para, Jacareacanga, rio Tapajos

Brasil, Para, Jacareacanga, rio Tapajos

Brasil, Mato Grosso, Cotriguagu, Fazenda S&o Nicolau
Brasil, Mato Grosso, Cotriguacu, Fazenda S&o Nicolau
Brasil, Mato Grosso, Cotriguagu, Fazenda S&o Nicolau
Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri

Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri

Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri

Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri

Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri

Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Brasil, Para, Itaituba, rio Tapajés

Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho

Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho

Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
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Espécies

Amostra

Localidade

Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus

UTP122
UTP123
UTP125
UTP131
UTP133
UTP148
UTP157
UTP199
UTP30
UTPS3
UTP61
UTP64
UTP665
UTP670
UTP678
UTP78
UTP93
UTP97
UTP99

Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
Brasil, Mato Grosso, Paranaita, Jodo Carvalho
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Apéndice B - Lista das amostras obtidas no Genbank e utilizadas nas analises das espécies Marmosa murina e Hylaeamys megacephalus.

Espécie

Numero do GenBank

Espécie

NUmero do GenBank

Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina

Marmosa murina
Marmosa murina

AJ486980
AJ486986
AJ486987
AJ486991
AJ486992
AJ486993
AJ486994
AJ486998
AJ487001
GU112893
GU112894
GU112895
GU112896
GU112898
GU112899
HM106387

HM106388
HM106389

Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina

Marmosa murina
Marmosa tobagi

JF281044
JF281045
JF281047
JF281048
JF281049
JF281051
JF281055
JF281060
JF281062
JF281066
KF619568
KF619569
KF619570
KF619571
KF619575
KF619576

KF619577
KM819042
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Espécie

NuUmero do GenBank

Espécie

NUmero do GenBank

Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Marmosa murina
Tlacuatzin canecens
Philander opossum
Philander frenatus
Monodelphis domestica
Metachirus nudicaudatus
Lutreolina crassicaudata
Gracilinanus microtarsus
Didelphis marsupialis
Didelphis albiventris
Chironectes minimus
Thylamys pallidior
Lestodelphis halli
Monodelphis brevicaudata

Marmosops bishopi

HM106391
HM106392
HM106393
HM106394
HQ622146
KT437773
HM106340
KJ129894
GU112942
KM071437
GU112914
KF684317
KF313982
JF281000
KMO071410
GU112878
HM583409
HM583364
KM071471
KT437863

Marmosa tobagi
Marmosa tobagi
Marmosa tobagi
Marmosa tobagi
Marmosa tobagi
Marmosa lepida
Marmosa andersoni
Marmosa mexicana
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus

Hylaeamys megacephalus

KM819043
KM819047
KM819044
KM819045
KM819046
HM106377
KM819040
HM106360
EF455026
EF455027
EF455029
EF455032
EUS579499
KF815441
KP027738
KP122250
KP778220
KP778256
KP778286
KP778322




Espécie

NuUmero do GenBank

Espécie

NUmero do GenBank

Marmosa macrotarsus
Marmosa robinsoni
Micoureus regina
Micoureus demerarae
Marmosa xerophila
Marmosa tyleriana
Marmosa rubra
Marmosa waterhousei
Marmosa zeledonil
Oreoryzomys balneator
Oligoryzomys stramineus
Oligoryzomys rupestris
Oligoryzomys nigripes
Oligoryzomys microtis
Oligoryzomys fulvescens
Oligoryzomys fornesi
Oligoryzomys flavescens
Oligoryzomys destructor
Oligoryzomys andinus
Nesoryzomys fernandinae

HM106397
HM106364
EF587310
GU112918
HM106348
HM106380
HM106366
HM106386
HM106361
EU579510
JQ013747
JQ013763
GQ259906
EU258549
EU294252
HQ890935
JQ013746
EU258544
GU393999
EU579506

Hylaeamys megacephalus
Scolomys juruaense
Zygodontomys microtinus
Transandinomys talamancae
Sigmodontomys aphrastus
Sooretamys angouya
Holochilus vulpinus
Sigmodontomys alfari
Oryzomys azuerensis
Pseudoryzomys simplex
Holochilus sciureus
Holochilus chacarius
Holochilus brasiliensis
Handleyomys melanotis
Euryoryzomys russatus
Eremoryzomys polius
Drymoreomys albimaculatus
Cerradomys akroai
Amphinectomys savamis
Aegialomys galapogensis

KR190459
AF527420
EU652766
KP778208
JF693877

EU579512
KP970141
EU340016
EU074669
EUS579517
KP970151
KP970167
EU579496
KP778462
EU579486
GU126540
GU126516
KP122218
EU579480
EUS579478




Espécie

NuUmero do GenBank

Espécie

NUmero do GenBank

Nephelomys albigularis
Nectomys squamipes
Neacomys dubosti
Microryzomys minutus
Melanomys idoneus
Lundomys molitor

KP778461
EU340012
FM210781
EU258535
EU340024
KP970126

Euryoryzomys macconnelli
Hylaeamysyunganus
Oecomys auyantepui
Hylaeamys laticeps
Hylaeamys perenensis
Hylaeamys acritus

EUS579484
3381
AJ496305
EU579498
KY754003
AY940625
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Capitulo 02 - Filogeografia de Marmosops pinheiroi

Delimitacao de espécie e diversificacdo espaco-temporal

(Pine,

57

1981):
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RESUMO

Os estudos filogeograficos tém proporcionado um importante meio de verificar
como a biota da Amazoénia evoluiu, servindo também para a descoberta de linhagens cripticas
ndo identificadas por dados morfologicos. Aqui, nds reconstruimos as relagdes filogenéticas
das linhagens de Marmosops pinheiroi, inferindo sobre sua evolugdo espago-temporal e
testando se tais linhagens constituem taxons ndo reconhecidos pela taxonomia atual.
Utilizamos sequéncias dos marcadores mitocondriais Citocromo b e regido controle do DNA
mitocondrial, além do marcador nuclear Proteina de Ligacdo do Interfotoreceptor Retindide
de 76 amostras. As analises apontaram a existéncia de seis linhagens que estdo separadas pelo
rio Amazonas e 0s outros principais rios do leste da Amazonia. Observamos dois grandes
clados que divergiram a mais de trés milhdes de anos e estdo separados geograficamente pelos
rios Amazonas e Xingu. Também delimitamos quatro espécies, com duas destas nao
possuindo nomes disponiveis na literatura. Nossos dados sugerem que a diversificagdo de M.
pinheiroi foi mediada por eventos de vicariancia e dispersdo que ocorreram no Plioceno e
Pleistoceno. Estes resultados confirmam a importancia dos rios para a diversificacdo de
pequenos mamiferos ndo-voadores na AmazoOnia, hipdtese ja suportada por outros

vertebrados.



59

INTRODUCAO

A América do Sul abriga uma das maiores diversidades do planeta (Jenkins et al.,
2013), com vérias propostas sendo realizadas para explicar quais 0s motivos de tamanha
diversidade nesta regido (ver Haffer, 2008; Leite e Rogers, 2013). Entre as hip6teses mais
testadas e utilizadas para explicar essa diversidade estdo a atuagdo de rios como barreiras
(Wallace, 1852; Ayres e Clutton-Brock, 1992) e a teoria dos reflgios pleistocénicos (Haffer,
1969, 1982).

A utilizagdo de marcadores moleculares, principalmente os relacionados ao DNA
mitocondrial, tem sido eficaz na revelacdo da diversidade criptica e na elucidacdo das relacdes
biogeograficas de varios grupos de vertebrados existentes na América do Sul (LOpez-
Fernandez et al., 2010; Fouquet et al., 2012; Smith et al., 2014). Estas ferramentas
moleculares sdo reconhecidamente eficientes em estudos envolvendo roedores e marsupiais
(e. g. de Andrade Costa et al., 2011; Giarla et al., 2014; Gutiérrez et al., 2014; Suéarez-Villota
et al., 2017; da Cruz e Weksler, 2018), auxiliando na tomada de decisdes sistematicas e
taxonémicas destes grupos.

Dentre os mamiferos, 0s marsupiais da familia Didelphidae tém recebido bastante
atencdo em estudos moleculares que tentam entender como a diversidade deste grupo evoluiu
na Ameérica do Sul, com varios destes estudos registrando a existéncia de estruturacdo
genética e identificando linhagens cripticas (e. g. Patton e da Silva, 1998; Pavan et al., 2014).
Dentro desta familia se encontra 0 género Marmosops, composto por espécies amplamente
distribuidas e que tem recebido atencdo em estudos moleculares recentes (Voss et al., 2013;
Diaz-Nieto et al., 2016). Este género é composto por pelo menos 17 espécies reconhecidas,
quatro delas descritas nesta década (Voss et al., 2013; Garcia et al., 2014; Diaz-Nieto e \Voss,
2016). Recentemente, com base em dados moleculares, Diaz-Nieto et al. (2016) identificaram
uma dicotomia basal dentro do género, levando a sua divisdo em dois subgéneros. Alem disso
testes de delimitagdo de espécies realizados pelos autores permitiram identificar a existéncia
de provaveis 37 linhagens dentro do género (M. juninensis excluso), das quais 18
correspondem a provaveis espéecies ainda ndo descritas..

Entre as espécies para as quais foram registradas incertezas taxonémicas,
encontra-se M. pinheiroi. Descrita por Pine (1981) como subespécie de M. parvidens e tendo

como localidade tipo 0 municipio de Serra do Navio, Amapa, Brasil. M. pinheiroi passou a ser
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considerada espécie ap6s Voss et al. (2001) demonstrarem que as subespécies de M. parvidens
deveriam ser tratadas como espécies distintas.

Marmosops pinheiroi apresenta ampla distribuicdo geografica, compreendendo as
regides de Floresta Amazonica (no norte do rio Amazonas e no sul deste mesmo rio, tendo
como limite oeste o rio Madeira) e &reas de transicéo entre Floresta Amazonica e Cerrado no
estado do Maranhdo, Brasil (Gardner e Creighton, 2008; Nascimento et al., 2015). Esta
espécie é noturna, com habitos terrestres, mas ocasionalmente encontrada em cip6s no sub-
bosque (Voss et al., 2001).

Neste estudo nés apresentamos a filogeografia de M. pinheiroi, baseada na analise
de sequéncias de DNA de marcadores mitocondriais (Citocromo b e regido controle do DNA
mitocondrial) e de um marcador nuclear (Proteina de Ligacédo do Interfotoreceptor Retindide),
representando a maior amostragem ja utilizada para esta espécie. Este trabalho foi realizado
com o0 objetivo de responder as seguintes questdes: (1) quantas linhagens podem ser
reconhecidas em M. pinheiroi a partir de amostras distribuidas por toda a sua area de
ocorréncia? (2) os dados genéticos refletem a atual taxonomia proposta para a espécie? e (3) o
padrdo de diversificacdo das linhagens de M. pinheiroi é concordante com alguma hipotese de

diversificacdo proposta para o leste da Amazonia?

MATERIAL E METODOS

Dados moleculares

As amostras utilizadas estavam preservadas em etanol 100% e foram provenientes
das colecOes de tecidos da Universidade Federal de Mato Grosso, Universidade Federal do
Pard e Universidade Federal do Amazonas. O conjunto de dados inclui 76 amostras de 27
localidades (Figura 01, Apéndice A) que correspondem a distribuicdo reconhecida para M.
pinheiroi. As sequéncias dos grupos interno e externo obtidas no Genbank estdo listadas no
Apéndice B. O DNA foi isolado através do protocolo de CTAB descrito por Doyle e Doyle
(1987).
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Figura 01 — Localidade das amostras utilizadas nas analises filogenéticas e biogeograficas. As cores
correspondem as linhagens Belém (BL), Interflivio Tocantins-Xingu (ITX), Marajé (MA), leste dos
rios Tapajos/Juruena e Xingu (ITJX), oeste do rio Tapajos/Juruena (METJ) e Escudo das Guianas
(NA), identificadas na analise de Inferéncia Bayesiana baseada no marcador cyt b.

NOs obtivemos sequéncias do marcador Citocromo b (cyt b), 890 pb, que foi
amplificado via PCR usando os primers MVZ05 (5°CGAAGCTTGATA
TGAAAAACCATCGTTG3’) e MVZ16 (5°’AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT3’),
com 35 ciclos de 94°C de desnaturacdo por 60 segundos, 48°C de anelamento por 60
segundos, e extensdo em 72°C por 90 segundos. A regido controle do DNA mitocondrial (D-
loop), 471 pb, foi amplificada com os primers L15999M (5’ACCATCAACACCC
AAAGCTGA3’) e H16498M (5’CCTGAAGTAGCAACCAGTAG3’), obedecendo ao
seguinte esquema de amplificagdo: 28 ciclos com 94°C de desnatura¢do por 30 segundos,
60°C de anelamento por 90 segundos, e extensdo em 72°C por 60 segundos. A amplificacao
do marcador Proteina de Ligacdo do Interfotoreceptor Retindide (IRBP), 826 pb, foi realizada
através de duas séries de ciclos com os primers 477] (5’AACATCTGGA
AGAAGCTCATG3’) e 1313D1 (5’CATCATCAAACCGCAGATAGC CCA 3’°). A primeira
série da PCR foi constituida por 10 ciclos de 94°C de desnaturacao por 30 segundos, 64°C de
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anelamento por 20 segundos, e extensdao em 72°C por 30 segundos, e a segunda série foi
realizada com 30 ciclos de 94°C de desnaturacéo por 40 segundos, 54°C de anelamento por 30
segundos e 72°C de extensdo por 30 segundos. Em todas as PCRs foram utilizadas pre-
desnaturacéo a 94°C por trés minutos e uma extensdo final a 72°C por 10 minutos.

Os produtos e PCR foram purificados com ExoSap IT e a reacdo de
sequenciamento foi realizada com Dye-Terminator Chemistry, seguindo o protocolo do
fabricante. O sequenciamento foi realizado no ABI 3500x!| utilizando os mesmos primers da
amplificacdo. Todas as sequéncias obtidas foram verificadas e alinhadas no programa
Geneious 7.1.3 (Kearse et al., 2012).

Analises filogenéticas e populacionais

Todas as analises foram realizadas com a utilizacdo de uma espécie de cada
género pertencente a sub-familia Didelphinae como grupo externo, seguindo a classificacdo
proposta por Jansa et al. (2014). A anélise bayesiana foi realizada no programa MrBayes 3.2.2
(Ronquist et al., 2012). Nés realizamos quatro corridas independentes de 100 milhdes de
geracOes cada, amostradas a cada 10.000 geracGes. Retiramos as primeiras 25% gerac6es
como burn-in. Os parametros resultantes foram visualizados no programa Tracer 1.7
(Rambaut et al., 2018) para verificar se os valores de tamanho amostral efetivo (ESS) estavam
acima de 200. As distancias-p (Nei, 1987) intra e inter-linhagens foram calculadas somente
para 0 marcador cyt b atraves do programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013). Para a verificacao
de mudangas demograficas, nés realizamos a analise Bayesiana Skyline Plot (BSP) no
programa Beast 2.4.7 (Bouckaert et al., 2014). Utilizamos a taxa de mutacdo de 0,0373 por
milh&o de anos (0,0123 — 0,0667), descrita por Leite et al. (2016), para a calibracéo do relogio
molecular estrito. A analise de BSP foi realizada em duas corridas independentes com 50
milhGes de geracOes amostradas a cada 5000 geragOes, com convergéncia dos dados
verificadas no programa Tracer 1.7 (Rambaut et al., 2018).

Datacédo molecular

Para obtermos o tempo de divergéncia entre as populacdes de M. pinheiroi, nos
utilizamos o programa Beast 1.8.4 (Drummond et al., 2012) com o banco de dados do
marcador cyt b. A utilizacdo do banco de dados de somente um dos marcadores foi feita a fim
de que pudéssemos utilizar o banco de dados mais representativo da nossa amostragem. Nés

utilizamos como tree prior o modelo Birth-Death Incomplete Sampling (Stadler, 2009)
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acompanhado do Rel6gio Relaxado Lognormal ndo Correlacionado para a obtencéo das datas
de cada n6. Foram realizadas duas corridas independentes com 100 milhdes de geracdes cada
com o0s parametros amostrados a cada 10.000 geracGes e burn-in de 10%. Os resultados das
analises para as duas especies foram visualizados no Tracer 1.7 (Rambaut et al., 2018) e
foram aceitos, pois apresentavam valores de ESS acima de 200. N6és sumarizamos as arvores
no programa Treeannotator 1.8.4 (Rambaut e Drummond, 2015).

A calibracdo da matriz de dados de M. pinheiroi foi realizada com duas datas
baseadas em fdsseis, a primeira para a divergéncia entre Didelphis e Philander em 3,3 Ma
(Milhdes de anos atras) (Schultz et al., 1998) e a segunda para a divergéncia entre Marmosa e
Monodelphis em 12.1 Ma (Flynn et al., 1997). Todas foram configuradas com distribuigéo
lognormal e com desvio padrdo de 1 Ma. Também utilizamos a data estimada por Jansa et al.
(2014) para o surgimento da sub-familia Didelphinae, que foi implementada através de uma

distribuicdo normal com média de 19,9 Ma e desvio padréo de 2 Ma.

Delimitacdo de espécies

No intuito de verificar a existéncia de espécies cripticas dentro de M. pinheiroi,
nés utilizamos varios métodos de delimitacdo de espécies que se baseiam em dados
moleculares. Esta abordagem foi realizada a fim de aumentar a confianca das sugestoes
taxonémicas, seguindo o proposto por Carstens et al. (2013), que afirmam que a utilizacdo de
maultiplos métodos para a delimitacdo de espécies deve ser realizada para que sejam levadas
em conta as hipdteses que estejam sendo violadas em cada um dos testes.

Utilizamos o Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC) proposto por Pons et
al. (2006), que utiliza arvores ultramétricas datadas para delimitar as espécies. Este método
busca encontrar 0 momento de separacdo entre eventos vicariantes e de coalescéncia a partir
dos comprimentos de ramos das arvores inseridas na analise. Para este método de delimitagéo,
nos realizamos trés andlises utilizando os priors: modelo coalescente com tamanho
populacional constante (Kingman, 1982), modelo coalescente com tamanho populacional com
crescimento exponencial (Griffiths e Tavare, 1994), e modelo yule (Yule, 1925). As arvores
foram obtidas no programa Beast 1.8.4 (Drummond et al., 2012), com o uso do relogio log-
normal relaxado. Em todas as analises nos utilizamos somente uma sequéncia por haplotipo,
ja que o GMYC ndo aceita arvores com comprimentos de ramos iguais a zero (Fujisawa e
Barraclough, 2013). As datas inseridas foram as mesmas utilizadas na datacdo molecular,

como descrito no topico anterior. Nés realizamos quatro corridas independentes de 50 milhdes
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de geracBes para cada prior, com as arvores sendo amostradas a cada 2500 geracdes. A
convergéncia de todas as andlises foi verificada no programa Tracer e aceitas quando estas
apresentavam todos os valores de ESS acima de 200. O programa LogCombiner 1.8.4
(Rambaut e Drummond, 2015), foi utilizado para unir as arvores de cada corrida. A
sumarizacdo das arvores obtidas foi realizada no programa Treeannotator 1.8.4 (Rambaut e
Drummond, 2015), descartando 25% das arvores iniciais como burn-in. Os testes do GMYC
foram realizados com o pacote Splits (Ezard et al., 2009), implementado no programa R 3.4.3
(R Core Team, 2017). Todas os ramos dos grupos externos foram retirados antes da realizacdo
da analise.

O metodo bPTP (Zhang et al., 2013) foi implementado utilizando a arvore obtida
na analise realizada no programa MrBayes. A andlise foi realizada através do servidor do

bPTP disponivel na internet (http://species.h-its.org/), com a configuracdo de um milhdo de

geracdes de MCMC, amostrados a cada 1000 geragdes e burn-in de 25%. Também colocamos
0s nomes do grupo externo para serem excluidos das andlises, como permitido pelo servidor.

Também utilizamos a analise de bGMYC (Reid e Carstens, 2012) na delimitacéo
de espécie. Este método é bem similar ao implementado pelo GMYC, porém tem como input
mais de uma arvore ultramétrica, o que permite incluir a incerteza da relacdo filogenética
entre as amostras nas varias arvores amostradas. Esta analise foi realizada com o pacote
“bGMYC” disponivel para o programa R 3.4.3 (R Core Team, 2017). Noés utilizamos o
arquivo de arvores gerado no programa Beast, conforme o exposto no tépico de datacdo
molecular. Inicialmente, n6s amostramos 1000 arvores, que foram submetidas a uma corrida
com 100 mil geracdes de MCMC amostradas a cada 100 geragdes, com burn-in de 10 mil.
NOs consideramos que probabilidades abaixo de 0.05 representam grupos que constituem
espécies diferentes, assim como sugerido por Reid e Carstens (2012).

O dltimo método de delimitagdo realizado foi o Bayesian Phylogenetics and
Phylogeography (BPP), o qual implementa um modelo de coalescéncia utilizando uma matriz
de dados de multi loci. Para esta analise nds utilizamos os trés marcadores sequenciados (cyt
b, dloop e IRBP), que foram inseridos no programa BPP 3.3 (Yang e Rannala, 2010). Esta
analise leva em consideragdo os parametros de tempo de divergéncia entre as espécies (t) €
tamanho populacional ancestral (0), os quais influenciam nas probabilidades de delimitagdo
das espécies (Yang e Rannala, 2010). Por isso, utilizamos quatro abordagens para as nossas
analises, sendo elas: tamanho populacional ancestral e tempo de divergéncia pequenos (6 =2,

2000 e T = 2,2000); tamanho populacional ancestral grande e tempo de divergéncia pequeno
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(6 =1, 10 et =2,2000); tamanho populacional ancestral pequeno e tempo de divergéncia
grande (0 =2, 2000 e T =1, 10) e tamanho populacional ancestral e tempo de divergéncia
grandes (06 =1, 10 e T = 1, 10). Nos rodamos as analises com um milhdo de geragdes de
reversible-jump MCMC, amostrados a cada cinco geragdes e com burn-in de 50 mil geracdes.
A topologia obtida na andlise filogenética dos dados concatenados foi inserida como arvore

guia.

Filogeografia espago-temporal

NOs estimamos a area de distribuicdo ancestral através do pacote BioGeoBEARS
(Matzke, 2014) do programa R 3.4.3 (R Core Team, 2017). Este pacote permite a comparacao
de véarios modelos de evolucdo biogeografica com base em uma abordagem de Maxima
\erossimilhanca. Os modelos testados foram os seguintes: Dispersdo-Extincdo Cladogénese
(DEC), modelo de verossimilhancga da Analise de Disperséo e Vicariancia (DIVALIKE) e um
modelo de verossimilhanca do BayArea (BAYAREALIKE). Também foi incluida a
especiacdo por efeito fundador (+J) em todos os modelos acima citados. Nés consideramos
seis areas para M. pinheiroi: Escudo da Guiana, interflivio Tapajos-Madeira, interflavio
Xingu-Tapajos, interflivio Tocantins-Xingu, Belém (leste do rio Tocantins) e Ilha de Marajo.
Como existem areas ndo adjacentes na distribuicdo das duas espécies, n6s criamos uma matriz
de adjacéncia para excluir a possibilidade de area ancestral com distribuicdo disjunta. Os
testes foram realizados com a arvore datada obtida no programa BEAST, incluindo todas as
espécies do subgénero Sciophanes que tiveram sequéncias de cyt b disponiveis, ou seja,
Marmosops handleyi, M. invictus, M. fuscatus, M. carri, M. bishopi, M. ojastii, M.
magdalenae, M. chucha, M. pakaraimae e M. parvidens. Adicionalmente nos realizamos estas
estimativas através de duas abordagens, a primeira permitindo que o ancestral ocupasse todas

as areas e a segunda com a distribuicdo ancestral limitada a apenas duas areas.

RESULTADOS

Filogenia

Foi recuperada a monofilia de M. pinheiroi nas nossas analises baseadas nas
matrizes de cyt b e de marcadores concatenados (Fig 02 e 03). Estdo presentes dois clados
principais bem suportados (clados A e B), o primeiro composto pelas amostras do norte do rio
Amazonas e amostras ao leste do rio Xingu, sul do rio Amazonas (clado A, PP = 1). O

segundo clado é composto pelas amostras a oeste do rio Xingu (clado B, PP =0,99).
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Figura 02 - Filogenia resultante da analise de Inferéncia Bayesiana com base nas sequéncias do gene
cyt b de Marmosops pinheiroi. Os valores proximos aos nos referem-se a probabilidade posterior. As
barras e as siglas ao lado da filogenia identificam as linhagens estabelecidas, Escudo das Guianas
(NA), Marajos (MA), Interflavio Tocantins-Xingu (ITX), Belém (BL), oeste do rio Tapajos/Juruena
(MET)J) e leste dos rios Tapajés/Juruena e Xingu (ITJX). As barras em preto representam as espécies
identificadas pelos métodos bPTP, GMYC (1- modelo coalescente com tamanho populacional
constante, 2 - modelo coalescente com tamanho populacional com crescimento exponencial, 3 -
modelo yule), bGMYC e BPP, respectivamente. Grupo externo ndo mostradas na imagem.



67

PABO4_PA: Belém (2)

PAB39_PA: Belém (2)

PAB30_PA: Belém (2)

PAB27_PA: Belém (2)

’ BL
AGPM109_PA: Acara (1)

AGPM152_PA: Acara (1)

TC134_PA: Primavera (4)

PAB13_PA: Belém (2) -
PSA219_PA: Marabé (7,
1 _L PSA225_PA: Marab4 (7)I ITX
PSA226_PA: Maraba (7)
Clado A 1 [ MAJ05_PA: Chaves (9) . i
MAJ08_PA: Chaves (9)
CN101_PA: Obidos (21)
1 r{_cmm PA: Obidos (21) I NA
L CN119_PA: Obidos (21)
APS03_MT: Claudia (10)
1 L APS16_MT: Claudia (10)
APS02_MT: Claudia (10)
UTP613_MT: Paranaita (17) —
0.86 BML1209_PA: Vitéria do Xingu (11)
JH23_PA: Jacareacanga (13)

ARAP18_PA: Aveiro (18)

Clado B 1

ARAP16_PA: Aveiro (18)

ARAP11_PA: Aveiro (18)

ARAPO3_PA: Aveiro (18)

JGO8_AM: Maués (19) METJ

MSN86_MT: Cotriguagu (20)
MSN26_MT: Cotriguagu (20)
MSN20_MT: Cotriguacu (20)

0.02

Figura 03 - Filogenia resultante da analise de Inferéncia Bayesiana com base nas sequéncias
concatenadas dos marcadores cyt b, D-loop e IRBP de Marmosops pinheiroi. Os valores proximos aos
no6s referem-se a probabilidade posterior. As barras e as siglas ao lado da filogenia identificam as
linhagens estabelecidas, Escudo das Guianas (NA), Marajos (MA), Interflivio Tocantins-Xingu (ITX),
Belém (BL), oeste do rio Tapajds/Juruena (METJ) e leste dos rios Tapajés/Juruena e Xingu (ITJX).
Grupo externo ndo mostradas na imagem.

O primeiro clado principal apresenta quatro linhagens: Escudo das Guianas (NA),
Marajo (MA), interflGvio Tocantins-Xingu (ITX) e Belém (BL). No outro clado principal
estdo presentes duas linhagens, sendo uma a oeste dos rios Tapajos/Juruena (METJ) e a outra
entre os rios Tapajos/Juruena e Xingu (ITJX). Todas as linhagens recuperadas estdo bem
suportadas, apresentando valores de suporte acima de 0,95. A analise de BSP demonstrou que
somente a linhagem NA (Fig. 04B) apresentou um rapido crescimento do tamanho
populacional a partir de 100 mil anos atras, todos os outros clados testados ndo apresentaram

expansdo populacional (Fig. 042, Ce D).
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Figura 04 — Histéria demografica dos clados de Marmosops pinheiroi inferida através da analise
Bayesian Skyline Plot (BSP) para o marcador mitocondrial cyt b. O conjunto de dados analisados foi
separado conforme os maiores clados que foram recuperados na nossa analise de delimitacdo de
espécies, sendo estes:(A) Linhagens BL + MA + ITX, (B) linhagem NA, (C) linhagem METJ e (D)
linhagem ITJX. A linha preta a area em cinza representam a mediana e o intervalo de confianga (95%),
respectivamente.

Foram encontrados valores de distancia genética média acima de 10% (Tabela 01)
entre as duas linhagens a oeste do rio Xingu (ITJX e METJ) e as demais, com a distancia
entre estas duas linhagens sendo de 6,6% (STD = 0,7%). A menor distancia entre linhagens
foi encontrada entre MA e as linhagens BL e ITX, com valor de 3,6% (STD de 0,62% e
0,63%, respectivamente), enquanto que as distancias médias da linhagem NA em relagéo as
linhagens BL, ITX e MA variaram de 6,14% a 6,43%. Houve grande diferenca entre o maior e
o menor valor de distancia intra-linhagem, variando de apenas 0,04% na linhagem MA com
sete amostras de uma localidade até 2,99% na linhagem ITJX com 12 amostras de oito

localidades.
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Tabela 01 - Matriz de distancia genética p entre as linhagens de Marmosops pinheiroi baseada nas
sequéncias do gene cyt b. Os valores acima da diagonal se referem ao desvio padrdo obtidos através de
bootstrap (1000 pseudoréplicas). A distancia dentro das linhagens é mostrada pelos nimeros em
negrito na diagonal. Todos os valores s&o mostrados em porcentagem.

Linhagem BL NA ITIX METJ ITX MA
BL 0,97 0,78 1,05 0,98 0,67 0,62
NA 6,43 1,21 1,04 1,04 0,83 0,78
ITIX 10,99 11,29 2,99 0,72 1,06 1,09
METJ 10,80 11,30 6,64 1,02 1,03 1,01
ITX 4,34 6,25 11,21 11,01 0,58 0,63
MA 3,61 6,14 11,18 10,83 3,57 0,04

Delimitacao de espécie

Os resultados das andlises de delimitacdo de espécies estdo sumarizados na Figura
02. Todas as analises apontaram a existéncia de mais de uma espécie em M. pinheiroi, com
uma ou mais espécies dentro da dicotomia principal formada pelos clados A e B. As analises
do GMYC utilizando priors de coalescéncia (tamanho populacional constante e tamanho
populacional com crescimento exponencial) apontaram que as linhagens ITIX + METJ, NA e
MA + ITX + BL podem ser consideradas espécies, enquanto que a analise utilizando o prior
de especiacgdo yule apontou a existéncia de cinco espécies, com as linhagens MA e ITX sendo
consideradas como pertencentes a uma espécie e as demais linhagens representando espécies
distintas. A analise bGMYC apresentou resultado igual ao obtido nas anélises de GMYC
realizadas com modelos de coalescéncia.

A andlise do bPTP apontou a existéncia de 11 provaveis espécies, com as
linhagens BL, MA, ITX e NA recuperadas como especies distintas. Dentro da linhagem
METJ foram recuperadas duas espécies que coincidem com os subclados principais
recuperados dentro desta linhagem, dos quais um é formado pelas amostras mais ao norte da
distribuicéo (localidades Aveiro e Itaituba, estado do Pard) e o outro pelas amostras proximas
ao rio Juruena (localidade Cotrigragu, estado de Mato Grosso). O maior nimero de espécies
foi encontrado na linhagem ITJX (cinco provaveis espécies), sendo elas representadas pelos
individuos de cada uma das localidades utilizadas neste estudo (Parque Nacional Serra do
Pardo, Bom Jardim, ltaituba, estado do Para; Claudia e Paranaita, no estado de Mato Grosso).
Todas as comparagBes de variacdo dos pardmetros Tau e Theta realizadas na andlise

multigénica BPP apontaram a existéncia de seis espécies com alto valor de suporte (PP = 1).
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Estas espécies recuperadas sdo formadas por cada uma das linhagens ja mencionadas para M.

pinheiroi.

Diversificacao espaco-temporal

A nossa anélise de tempo de divergéncia (Fig. 05) apontou que M. pinheiroi se
divergiu de M. parvidens + M. pakaraimae ainda durante o0 Mioceno, em aproximadamente
4,10 Ma (95% HPD = 3,18 - 5,01 Ma). Os dois clados principais de M. pinheiroi divergiram
no Plioceno, em 3,06 Ma (95% HPD = 2,22 — 3,91 Ma), com a proxima separacdo ocorrendo
no Pleistoceno, entre as linhagens ITJIX e METJ em 1,56 Ma (95% HPD = 1,06 - 2,15 Ma). O
outro clado principal iniciou sua diversificagdo em 1,50 Ma (95% HPD = 0,99 - 2,02 Ma),
com a separacao da linhagem NA das demais linhagens (MA, ITX e BL). Posteriormente BL
se separou de ITX + MA em 0,90 Ma (95% HPD = 0,58 - 1,25 Ma), e finalmente a separacédo
entre 1TX e MA ocorreu em 0,66 Ma (95% HPD = 0,38 - 0,95 Ma).

Recuperamos 0 modelo DIVALIKE + J (LnL = -38.53) como o mais provavel
para a reconstrucdo de area ancestral (Tabela 02). Segundo este modelo, 0 MRCA (ancestral
comum mais recente) de M. pinheiroi estaria distribuido entre os rios Xingu e Tapajos, tendo
sido originado por evento de dispersdo do ancestral de M. parvidens + M. pakaraimae + M.
pinheiroi que estaria distribuido ao norte do rio Amazonas. O primeiro evento de disperséo
para 0 MRCA de M. pinheiroi ocorreu da area ancestral para o sul do rio Amazonas.
Posteriormente houve a dispersdo do ancestral de ITIX + METJ para o oeste do rio
Tapajds/Juruena, separando as linhagens ITIX e METJ. O ancestral que estava ao norte do rio
Amazonas deu origem as linhagens MA, ITX e BL a partir de outros trés eventos de
dispersdo, o primeiro para a regido de Belém (linhagem BL), outro para o interfllvio

Tocantins — Xingu (linhagem ITX) e o ultimo para a ilha do Marajo6 (linhagem MA).
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Figura 05 - Arvore datada de Marmosops pinheiroi com a distribuicao ancestral mais provavel baseada
no resultado do modelo DIVALIKE+] estimado no BioGeoBEARS. As cores dos quadrados e circulos
correspondem a distribuicdo atual dos tdxons e dos seus ancestrais, respectivamente. Os valores acima
dos nos se referem as datas de divergéncia estimadas em milhdes de anos (Ma) pelo BEAST (as barras
correspondem ao intervalo de confianca de 95% das datas estimadas).
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Tabela 02 - Modelos estimados pela anélise de &rea ancestral de Marmosops pinheiroi no
BioGeoBEARS. Os parametros dispersdo (d), extin¢do (e), efeito fundador (j), Verossimilhanca
logaritimica (LnL) e Critério de informacdo de Akaike (AIC) sdo apresentados para cada modelo. Os
modelos com asterisco representam aqueles em que o ancestral foi limitado a duas areas.

Modelo LnL d e j AIC
DEC -62.52 0.17 0.23 0 129.05
DEC* -61.94 0.25 0.26 0 128.8
DEC+J -38.58 10" 10" 1.47 83.17
DEC+J* -38.60 10™ 10™ 1.61 85.19
DIVALIKE -57.91 0.10 0.09 0 119.83
DIVALIKE* -58.52 0.16 0.13 0 122
DIVALIKE+J -38.53 10" 10" 0.81 83.06
DIVALIKE+J* -38.56 10" 10" 0.96 85.13
BAYAREALIKE -66.39 0.19 0.45 0 136.79
BAYAREALIKE* -66.35 0.32 0.27 0 137.6
BAYAREALIKE+] -38.69 10™ 10™ 0.89 83.38
BAYAREALIKE+J* -38.69 10™ 10™ 0.90 85.39
DISCUSSAO

Estrutura filogeogréafica

Nos identificamos seis linhagens em M. pinheiroi, as quais apresentam
distribuicdo alopétrica e inferimos que as principais barreiras para a distribuicdo destas
linhagens sdo os rios Amazonas e 0s grandes rios do escudo Brasileiro (notadamente o0s rios
Tapajds, Xingu e Tocantins-Araguaia).

Tanto a filogenia baseada nos dados do marcador cyt b quanto a baseada em todos
0s marcadores concatenados permitiram identificar que as linhagens de M. pinheiroi estdo
incluidas em dois clados principais (clado A e clado B, Fig. 02 e 03), com as amostras destes
clados sendo separadas em parte pelo rio Amazonas e em parte pelo rio Xingu. Estes mesmos
clados apresentam distancia genética de 11,1% entre si.

Somente a estruturacdo presente dentro do clado A foi encontrada em estudos
anteriores de M. pinheiroi. Nascimento et al. (2015) apontou a existéncia de dois clados, um
com amostras do norte do rio Amazonas e outro com amostras do sul do referido rio. As
amostras do sul do rio Amazonas também apresentaram separacdo entre as que estavam
localizadas no municipio de Inhamum, Maranhdo, Brasil e uma amostra da localidade

Altamira, Pard, Brasil. Esta estrutura apontada por Nascimento et al. (2015) foi recuperada em
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nosso trabalho, sendo elas representadas pelas nossas linhagens NA, BL e ITX,
respectivamente. Estes mesmos autores registraram distancia genética de 4,2% entre as
populacdes separadas pelo rio Tocantins e distancia genética variando de 5,5% a 6,3% destas
duas populacBes em relacdo aquelas presentes no norte do rio Amazonas. Também obtivemos
distancias genéticas similares ao encontrado por eles, com valores variando de 3,57% a 4,34%
para as linhagens no sul do rio Amazonas quando consideramos a linhagem MA, e distancia
acima de 6% entre as linhagens no norte e do sul do rio Amazonas.

A existéncia de estruturacdo genética em M. pinheiroi também ja foi apontada por
Diaz-Nieto et al. (2016), o qual reconheceu dois clados dentro da espécie, um no norte e outro
no sul do rio Amazonas, este ultimo associado ao taxon nominal M. woodalli Pine, 1981.
Estes autores encontraram distancia genética de 3,9% entre os dois clados, valor que esta bem
abaixo do registrado no trabalho de Nascimento et al. (2015) (acima de 5,5%) e do obtido no

presente estudo (acima de 6%).

Delimitacdo de espécies

As andlises de delimitacdo de espécies realizadas foram concordantes em
considerar que M. pinheiroi é constituido por mais de uma espécie. Os nossos resultados com
0s varios priors utilizados na anélise de GMYC apontaram delimitacdes diferentes para M.
pinheiroi, com as analises baseadas em priors de coalescéncia (crescimento populacional
constante e exponencial) recuperando trés espécies, enquanto a analise de yule recuperou
cinco espécies. Drummond e Bouckaert (2015) afirmam que o uso de priors diferentes para a
delimitacdo de espécie pelo GMYC, tais como modelos de coalescéncia e yule, ddo mais
confianca & quantidade e composicao das espécies delimitadas, pois permitem a insercdo de
incerteza relacionada a utilizacdo de populagdes da mesma espécie ou de espécies diferentes.

A anélise baseada em multiplas arvores bayesianas, realizada pelo teste bGMYC,
também foi capaz de distinguir somente trés espécies. Ambas as analises de GMYC e
bGMYC séo capazes de ter resultados consistentes quando sédo baseadas em marcadores bem
informativos para a separagdo das espécies, com resultados concordantes mesmo em grupo de
espécies para os quais tenham havido altas taxas de especiacdo (Reid e Carstens, 2012). A
analise bPTP foi a que delimitou a maior quantidade de taxons (11), muito acima das outras
anélises que delimitaram no maximo seis espécies.

Em relacdo a andlise de BPP, Zhang et al. (2011) afirmam que os priors

relacionados ao tamanho populacional e tempo de divergéncia apresentam grande influéncia
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em seu resultado. Assim, seguimos o sugerido por Leache e Fujita (2010), testando varias
abordagens e verificando a congruéncia dos resultados obtidos por esta analise. Como exposto
na Tabela 03, todas as combinacdes de priors testadas resultaram em seis espécies bem

definidas que possuem probabilidades posteriores iguais a um para todas as espécies.

Tabela 03 - Resultado dos modelos implementados no programa BPP para Marmosops pinheiroi. Os
modelos testados diferiram nos valores dos pardmetros t (tempo de divergéncia entre as espécies) e 0
(tamanho populacional ancestral). Os pardmetros o ¢ m foram mantidos inalterados em todos os
modelos. As espécies delimitadas sdo mostradas conforme as siglas das linhagens estabelecidas
anteriormente: Belém (BL), Interflivio Tocantins-Xingu (ITX), Marajés (MA), Escudo das Guianas
(NA), leste dos rios Tapajés/Juruena e Xingu (ITJX), oeste do rio Tapajos/Juruena (METJ).

Esquema T 0 Espécies
l(a=2,m=1) |G(2,2000) G (2, 2000) (BL); (ITX); (MA); (NA); (ITIX); (METJ)
2(a=2,m=1) |G(1,10) G (2, 2000) (BL); (ITX); (MA); (NA); (ITIX); (METJ)
3(@=2,m=1) |G (2,2000) G (1, 10) (BL); (ITX); (MA); (NA); (ITIX); (METJ)
4(a=2,m=1) |G(1,10) G (1, 10) (BL); (ITX); (MA); (NA); (ITIX); (METJ)

Considerando-se todos os testes de delimitacdo de espécies aqui realizados,
podemos observar congruéncia entre aqueles baseados somente em um marcador nuclear e o
multi loci resultante do BPP, com no minimo trés espécies sendo recuperadas por todas as
analises. Assim, sugerimos a existéncia de quatro espécies dentro de M. pinheiroi, sendo elas
formadas pelas seguintes linhagens: (1) linhagens BL, ITX e MA; (2) linhagem NA; (3)
linhagem ITJX e (4) linhagem METJ. Todas as espécies aqui sugeridas foram recuperadas por
no minimo dois testes de delimitacdo de espécies e apresentam distancias genéticas (distancia
p) acima de 6% entre elas.

A existéncia de linhagens cripticas dentro do género Marmosops ja foi relatada
por (Diaz-Nieto et al., 2016), o qual utilizou anélises de delimitagcdo de espécies baseadas em
dados moleculares (GMYC e bGMYC) e registrou que tal género pode ter 37 especies,
numero bem acima das 17 espécies aceitas atualmente (Voss e Jansa, 2009; Voss et al., 2013;
Garcia et al., 2014).

Nossos dados confirmam a necessidade de revalidagdo de M. woodalli. Esta
especie foi descrita por Pine (1981) para a localidade Utinga, no municipio de Belém, Para,
Brasil. Nés associamos as linhagens BL, ITX e MA ao nome M. woodalli, estendendo a
distribuicdo desta espécie para todo o interflivio Tocantins-Xingu e para a ilha de Marajo.
Apesar de ja ter sido reportado variacdo de tamanho corporal entre as populacfes de M.
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pinheiroi ao norte e sul do rio Amazonas (Nascimento et al., 2015), Diaz-Nieto et al. (2016)
ndo encontraram diferenciacdo morfoldgica entre os espécimes de M. pinheiroi e M. woodalli
por eles analisados.

N&o h& nomes disponiveis para as outras duas espécies de Marmosops que
sugerimos para as linhagens ITJX e METJ. Assim como para boa parte da Amazonia, a regido
ao oeste do rio Xingu é escassa em material deste género, dificultando a avaliacdo
morfologica e molecular, e consequentemente a tomada de decisfes taxonémicas. Diaz-Nieto
et al. (2016) reconheceram a existéncia de quatro linhagens correspondentes a provaveis
espécies dentro de M. noctivagus, uma das quais (M. noctivagus C dos autores) estende-se até
a margem esquerda do alto rio Xingu. Isto reforca a relevancia deste rio como um importante

limite geogréafico para espécies de Marmosops na regidao amazonica.

A importancia dos rios e biogeografia

Todas as linhagens de M. pinheiroi sdo delimitadas pelos principais rios da
Amazonia oriental e central, com os rios Negro e Madeira provavelmente servindo como
barreiras mais a oeste da distribuicdo para esta espécie. Estes mesmos rios ja sdo tidos como
importantes barreiras a dispersdo de espécies e consequentemente como delimitadores de
regides biogeogréaficas na Amazénia juntamente com o rio Amazonas (Smith et al., 2014).

A influéncia das oscilagbes climéaticas, principalmente da Ultima Méxima Glacial
(LGM), no estabelecimento de areas de reflugios na Amazo6nia é proposta como uma das
explicacOes para a diversidade existente nesta regido (Haffer, 1982). Nossos dados sugerem
que em geral o surgimento das linhagens de M. pinheiroi ndo pode ser associado a eventos
vicariantes relacionados as oscilagBes climéticas, pois a maioria delas surgiu entre o final do
Mioceno e inicio do Pleistoceno. As possiveis excecdes sdo as linhagens MA e ITX, com
cerca de 0,66 Ma, e as linhagens BL e MA + ITX, com cerca de 0,9 Ma, quando foram
registrados ciclos glaciais maximos segundo Ravelo et al. (2004). Apesar de nossos resultados
de BSP apontarem expansdo populacional em todos os conjuntos de dados testados, ndo
houve congruéncia de datas com o periodo proposto para a LGM, a qual é estimada para
aproximadamente 20 mil anos atras (Mayle et al.,, 2004). A existéncia de expansdo
populacional foi registrada para outros taxons (Aleixo, 2004; Ribas et al., 2012; Thom e
Aleixo, 2015), porém em nenhum dos casos ela foi precedida por grandes flutuagdes no
tamanho populacional e assim associada a eventos vicariantes resultantes da formacdo de

refigios. Nossos resultados também apontaram para uma grande expansdo populacional
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iniciada em 100 mil anos atrds para a linhagem NA, tal mudanca j& foi registrada para a
regido do Escudo da Guiana em Psophia (Ribas et al., 2012), sendo sugerido que neste
periodo as formacdes florestais desta regido possam ter experimentado mudancas na sua
distribuicéo.

Nossa estimativa de &rea ancestral apontou que o MRCA de M. pinheiroi
provavelmente apresentava distribuicdo na area entre os rios Xingu e Tapajos, tendo o inicio
de sua diversificagdo durante o Plioceno. A analise de reconstrucdo de area ancestral,
realizada atraves do pacote BioGeoBEARS, apontou que a diversificacdo das linhagens de M.
pinheiroi foi resultante exclusivamente de eventos de dispersdo. De acordo com esta analise,
portanto, 0 MRCA de M. pinheiroi teria colonizado o sul do rio Amazonas atraves de algum
evento de dispersdo em aproximadamente 4,10 Ma a partir do ancestral de M. pakaraimae +
M. parvidens + M. pinheiroi. Entretanto, também achamos plausivel que 0 MRCA de M.
pinheiroi e sobretudo 0 MRCA das duas principais linhagens dentro de M. pinheiroi (clados A
e B, Figura 2) possam ter surgido por eventos de vicariancia relacionados ao estabelecimento
do atual rio Amazonas, uma vez que mudancas na regido leste da Amazbnia estejam
relacionadas a dinamica de formacao do atual curso do rio Amazonas a partir do Mioceno, e
que a sua conformacao atual tenha sido alcancada somente durante o Plioceno (Latrubesse et
al., 2010).

A diversificacdo de M. pinheiroi, a partir do ancestral distribuido entre os rios
Xingu e Tapajos sugere que houve dois eventos relacionados ao rio Amazonas, 0 primeiro
ocorrendo para o estabelecimento da linhagem no norte do rio Amazonas (linhagem NA) e
posteriormente outro que originou 0 MRCA das linhagens a leste do rio Xingu (linhagens
BL, MA e ITX). Estes dois eventos sdo muito mais recentes (3,06 e 1,50 Ma,
respectivamente) que os que deram origem ao ancestral de M. pinheiroi, com o primeiro
ocorrendo ainda durante o Plioceno e o segundo durante o Pleistoceno. Assim como
sugerimos para 0 MRCA de M. pinheiroi, o evento que originou o ancestral no norte do rio
Amazonas pode ser resultante de evento vicariante relacionado ao estabelecimento do rio
Amazonas. Por outro lado, o segundo evento ocorreu durante um periodo geoldgico para o
qual ja é sustentado que o rio Amazonas estaria com a sua conformacéo atual (Hoorn et al.,
2010; Latrubesse et al., 2010), e por isso, acreditamos que a dinamica de formacao das ilhas
presentes na foz do rio Amazonas possa ter sido a principal promotora dessa dispersao.

A existéncia do paleo-Tocantins é sugerida para o periodo entre as Epocas do

Plioceno e Pleistoceno (Rossetti e Valeriano, 2007), com este paleo rio desaguando na foz do
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atual rio Amazonas e servido como limite oeste para a area que hoje engloba a ilha de Marajo
e Belém. Posteriormente com o surgimento do rio Pard, entre 6000 e 8000 anos atras, houve a
mudanca do curso final do rio Tocantins e este deixou de desaguar diretamente na foz do rio
Amazonas, promovendo a separacdo da ilha de Marajé da regido de Belém. A dispersédo do
ancestral das linhagens BL, MA e ITX, que estava presente na regido de Belém, para a regido
do interflivio Tocantins — Xingu foi recuperada para aproximadamente 0,90 Ma, o que
implica que esta dispersdo ocorreu em algum momento durante a mudanca do paleo-Tocantins
para o atual rio Tocantins.

Nossos resultados, baseados no marcador cyt b, apontaram que a linhagem
presente na ilha de Marajo (linhagem MA) € irmd da linhagem do interfavio Tocantins-Xingu
(linhagem ITX) e ndo da linhagem de Belém (linhagem BL), 0 que nos leva sugerir que: ou a
area da atual ilha de Marajo ndo apresentava caracteristicas que permitissem a ocupacao por
esta espécie durante o periodo em que existia 0 paleo-Tocantins, ou apds o surgimento do
atual curso do rio Tocantins houve a extin¢do dos individuos que estavam presentes na regiao
da ilha de Marajo (estes deveriam formar uma linhagem irma da presente na regido de
Belém). Qualquer que tenham sidos os eventos relacionados a existéncia de somente uma
linhagem, que é irmd da linhagem ITX, a coloniza¢do da ilha de Marajé (ocorrida em
aproximadamente 0,66 Ma) se deu somente apds o isolamento total desta ilha das areas ao sul
e leste.

Nossa ampla amostragem nos permitiu identificar varias linhagens dentro de M.
pinheiroi, as quais apresentam distribuicdo coincidente com os principais interflivios do leste
da Amazonia. A diversificacdo deste tdxon foi mediada por eventos complexos que ocorreram
por toda a sua distribuicdo, com o primeiro evento tendo ocorrido ainda durante o Plioceno e
sendo relacionado com a formacéo do rio Amazonas, enquanto todos 0s outros eventos, que
originaram as linhagens deste tdxon, ocorreram durante o Pleistoceno e sdo relacionados com
dispersdes através dos principais rios presentes na distribuicdo de M. pinheiroi. Nossos
resultados também evidenciam que o taxon M. pinheiroi, como reconhecido atualmente,
necessita ser revisado taxonomicamente, uma vez que representa um complexo formado por
quatro espécies: M. pinheiroi (distribuida ao norte do rio Amazonas), M. woodalli (distribuida
ao leste do rio Xingu) e mais duas espécies que ndo possuem nomes disponiveis e que estdo

distribuidas na regido entre os rios Xingu e Madeira (separadas pelo rio Tapajos).
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APENDICES

Apéndice A - Lista das amostras utilizadas nas analises de Marmosops pinheiroi.

Espécies Amostra Localidade

Marmosops pinheiroi 26SEG28 Brasil, Maranh&o, Bacabeira

Marmosops pinheiroi 29SEG28 Brasil, Maranhdo, Bacabeira

Marmosops pinheiroi AGPMO06 Brasil, Para, Acara

Marmosops pinheiroi AGPM109 Brasil, Para, Acara

Marmosops pinheiroi AGPM11 Brasil, Para, Acara

Marmosops pinheiroi AGPM152 Brasil, Para, Acara

Marmosops pinheiroi APS02 Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Marmosops pinheiroi APS03 Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Marmosops pinheiroi APS07 Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Marmosops pinheiroi APS15 Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Marmosops pinheiroi APS16 Brasil, Mato Grosso, Claudia, Fazenda Continental
Marmosops pinheiroi ARAP03 Brasil, Para, Aveiro

Marmosops pinheiroi ARAP11 Brasil, Para, Aveiro

Marmosops pinheiroi ARAP16 Brasil, Para, Aveiro

Marmosops pinheiroi ARAP18 Brasil, Para, Aveiro

Marmosops pinheiroi BML1209 Brasil, Para, Vitéria do Xingu, Bom Jardim
Marmosops pinheiroi CN100 Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
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Espécies

Amostra

Localidade

Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi

CN101
CN102
CN103
CN104
CN114
CN115
CN119
CN131
CN135
CN246
CN266
CN281
CN74
CN80
CN92
CN93
J34
JGO08
JH23
JLO4
JMIH28

Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Brasil, Para, Obidos, FLOTA Trombetas
Brasil, Jacareacanga, Tapajés

Brasil, Amazonas, Maués, rio Tapajés
Brasil, Jacareacanga, Tapajos

Brasil, Itaituba, Tapajos

Brasil, Jacareacanga, Tapajos
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Espécies

Amostra

Localidade

Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi

MAJO05
MAJO8
MAJ09
MAJ12
MAJ15
MAJ18
MAJ22
MSNO6
MSN101
MSN104
MSN106
MSN112
MSN20
MSN26
MSN86
MSN89
MSN93
MSN95
MSN96
PABO039
PAB0O4

Brasil, Para, Chaves, Ilha de Marajo

Brasil, Para, Chaves, llha de Marajo

Brasil, Para, Chaves, Ilha de Marajo

Brasil, Para, Chaves, llha de Marajo

Brasil, Para, Chaves, llha de Marajo

Brasil, Para, Chaves, Ilha de Marajé

Brasil, Para, Chaves, llha de Marajo

Brasil, Mato Grosso, Cotriguacgu, Fazenda S&o Nicolau
Brasil, Mato Grosso, Cotriguagu, Fazenda S&o Nicolau
Brasil, Mato Grosso, Cotriguacgu, Fazenda S&o Nicolau
Brasil, Mato Grosso, Cotriguacgu, Fazenda S&o Nicolau
Brasil, Mato Grosso, Cotriguagu, Fazenda S&o Nicolau
Brasil, Mato Grosso, Cotriguacgu, Fazenda Sdo Nicolau
Brasil, Mato Grosso, Cotriguagu, Fazenda S&o Nicolau
Brasil, Mato Grosso, Cotriguacu, Fazenda So Nicolau
Brasil, Mato Grosso, Cotriguagu, Fazenda S&o Nicolau
Brasil, Mato Grosso, Cotriguagu, Fazenda S&o Nicolau
Brasil, Mato Grosso, Cotriguagu, Fazenda S&o Nicolau
Brasil, Mato Grosso, Cotriguagu, Fazenda S&o Nicolau
Brasil, Para, Belém, Parque Ambiental de Belém
Brasil, Para, Belém, Parque Ambiental de Belém

86



Espécies Amostra Localidade

Marmosops pinheiroi PAB13 Brasil, Para, Belém, Parque Ambiental de Belém
Marmosops pinheiroi PAB27 Brasil, Para, Belém, Parque Ambiental de Belém
Marmosops pinheiroi PAB30 Brasil, Para, Belém, Parque Ambiental de Belém
Marmosops pinheiroi PSAQ70 Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
Marmosops pinheiroi PSA215 Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
Marmosops pinheiroi PSA219 Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
Marmosops pinheiroi PSA221 Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
Marmosops pinheiroi PSA225 Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
Marmosops pinheiroi PSA226 Brasil, Para, Marab4, FLONA Tapirapé-Aquiri
Marmosops pinheiroi PSA51 Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
Marmosops pinheiroi PSA65 Brasil, Para, Maraba, FLONA Tapirapé-Aquiri
Marmosops pinheiroi SPM28 Brasil, Para, Sdo Félix do Xingu, Parque Nacional da Serra do Pardo
Marmosops pinheiroi TC109 Brasil, Para, Primavera

Marmosops pinheiroi TC123 Brasil, Para, Primavera

Marmosops pinheiroi TC134 Brasil, Para, Primavera

Marmosops pinheiroi UTP613 Brasil, Mato Grosso, Paranaita, rio Teles pires
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Apéndice B - Lista das amostras obtidas no Genbank e utilizadas nas analises de Marmosops pinheiroi.

Espécie

NUmero do GenBank

Espécie

NUmero do GenBank

Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops pinheiroi
Marmosops parvidens
Marmosops parvidens
Marmosops pakaraimae
Marmosops pakaraimae
Marmosops incanus
Marmosops uacayaliensis

AJ606430
AJ606432
AJ606433
KC954763
KC954764
KC954765
KC954766
KC954767
KR190442
KR866141
KR911952
KR911953
KR911954
KR911955
KC954758
KC954759
KC954768
KC954769
KT437789
KT437843

Marmosops carri
Marmosops creightoni
Marmosops fuscatus
Marmosops handleyi
Marmosops invictus
Marmosops noctivagus
Marmosops ocellatus
Marmosops ojastii
Marmosops paulensis
Tlacuatzin canescens
Monodelphis brevicaudata
Monodelphis domestica
Marmosa murina
Marmosa rubra
Metachirus nudicaudatus
Lutreolina crassicaudata
Chironectes minimus
Didelphis marsupialis
Didelphis albiventris
Philander opossum

KT437721
KT437740
KT437763
KT437747
KT437867
KT437865
KT437850
KT437868
KT437814
HM106340
HM106338
EF154205
KT437773
HM106366
KU171196
KJ129893
KJ129892
KT437726
KMO071410
KJ129894
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Espécie

NUmero do GenBank

Espécie

NUmero do GenBank

Marmosops caucae
Marmosops bishopi
Gracilinanus microtarsus
Lestodelphys halli

KT437746
KT437863
KF313982
HM583364

Philander frenatus
Cryptonanus unduaviensis
Thylamys pallidior

KU171197
KT437822
HM583397




90

Capitulo 03 - Dados moleculares revelam linhagens cripticas em roedor do

leste amazonico Oecomys paricola (Sigmodontinae, Rodentia)
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RESUMO

Oecomys paricola € um roedor amazénico que apresenta distribuicdo ao sul do rio
Amazonas e leste do rio Tapajés. Aqui, nbs utilizamos sequéncias dos marcadores
mitocondriais Citocromo b, regido controle do DNA mitocondrial e dados obtidos com
sequenciamento de nova geracdo (RADseq) para investigar as relacfes filogenéticas das
linhagens de O. paricola, assim como inferir sobre sua evolucdo no espago-tempo. Nossas
analises recuperaram a existéncia de trés linhagens com distribuicdes limitadas pelos rios
Tapajds, Xingu e Tocantins. A analise de delimitacdo de espécie apontou que todas as
linhagens podem ser consideradas espécies validas. Recuperamos que a diversificacdo de O.
paricola ocorreu no Pleistoceno a partir de 0,61 Ma, com a separacdo da linhagem do
interflavio Xingu-Tapajos das demais. Essa diversificacdo iniciou com a dispersdo do
ancestral da espécie para a margem direita do rio Xingu e posteriormente, por vicarincia
resultante provavelmente de mudancas geoldgicas, houve a separacao das linhagens separadas
pelo rio Tocantins. Estes resultados realcam a importancia dos rios na diversificacdo da biota

amazonica, assim como a necessidade de reavaliacdo taxonémica desta espécie.
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INTRODUCAO

O género Oecomys constitui 0 segundo género mais especioso da tribo
Orizomyini, atrds somente de Oligoryzomys, distribuido desde a regido mais ao sul da
América Central e por grande parte da América do Sul (Carleton e Musser, 2015). Apesar
disto, o conhecimento taxonémico sobre o género ainda é deficiente. A Unica revisao
taxonémica abrangendo todo o género foi realizada por Hershkovitz (1960), que reconheceu
duas espécies politipicas (Oecomys concolor e Oecomys bicolor), com nove taxons
infraespecificos. Desde entédo, diversas espécies foram descritas ou revalidadas (Patton et al.,
2000; Voss et al., 2001; Carleton et al., 2009; Pardifias et al., 2016), resultando em 18
espécies atualmente reconhecidas (Carleton e Musser, 2015; Pardifias et al., 2016; Rocha et
al., 2018).

Dentre as espécies deste género, encontra-se Oecomys paricola (Thomas, 1904),
descrita para a localidade Igarapé-Acu, Pard, Brasil. Esta espécie possui distribuicdo na regido
leste da Amazonia, incluindo areas de transicdo entre os biomas Amazonia e Cerrado nos
estados do Tocantins, Maranhdo e Mato Grosso (Rocha et al., 2011; Carleton e Musser, 2015).
Desde quando Musser and Carleton (1993) reconheceram O. paricola como espécie valida,
houve apenas quatro estudos que utilizaram sequéncias inéditas desta espécie em alguma
analise filogenética (Rocha et al., 2011; Rosa et al., 2012; Rocha et al., 2017; Suérez-Villota
et al., 2017). Nos trés primeiros estudos as relacGes de parentesco de O. paricola com 0s
demais congéneres nao foi resolvida. No Gltimo estudo, entretanto, O.paricola foi recuperada
com baixo suporte como espécie irmd do clado O. rutilus + O. ayauntepui + O. rex + O.
catherinae em analises com o marcador mitocondrial Citocromo b; a mesma espécie foi
recuperada com alto suporte como irma do clado O. roberti + O. fransciscorum + O. bicolor +
O. cleberi em anélises com Citocromo b e dois marcadores nucleares concatenados.

Os dados genéticos apontam que ha uma grande variacao intraespecifica no gene
mitocondrial Citocromo b em O. paricola. Inicialmente Rocha et al. (2011), ao investigarem a
diversidade de pequenos mamiferos da regido do médio rio Araguaia, documentaram a
existéncia de uma expressiva divergéncia intraespecifica (3,6%) para individuos de O.
paricola. Os autores atribuiram este achado a grande distancia entre os locais de coleta das
amostras e as barreiras geograficas existentes entre os rios Araguaia e Tocantins.

O estudo realizado por Rosa et al. (2012) também documentou a existéncia de
grande variacdo entre populacGes de O. paricola. Os autores encontraram divergéncia

molecular média de 3,9% entre as populacdes de Belém e da ilha de Marajo, ambas no estado
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do Pard, e descobriram a existéncia de trés cariotipos, dos quais dois ocorrendo em simpatria
em Belém e um terceiro restrito a ilha do Marajé. Os dados morfoldgicos e moleculares
apontaram a existéncia de diferencas entre as populagdes de Belém e da ilha do Marajo, o que
levou os autores a sugerirem que O. paricola possa representar um complexo de espécies.
Mais recentemente, Suarez-Villota et al. (2017) reconheceram trés linhagens distintas em O.
paricola, com divergéncia entre 2,9 e 6,2% no gene Citocromo b. Uma destas linhagens
representa a populacdo da ilha do Marajo anteriormente analisada por Rosa et al. (2012); a
segunda linhagem inclui amostras de seis localidades da porcdo continental do Para,
Maranhdo, Piaui e Tocantins; e a terceira linhagem inclui amostras de duas localidades do
norte de Mato Grosso.

Estudos com aves tém apontado que os maiores rios existentes na regido de
ocorréncia de O. paricola representam limites geogréaficos para linhagens (Ribas et al., 2012;
Thom e Aleixo, 2015). Isto sugere que as hipdteses que consideram a importancia dos rios na
diversificacdo de taxons amazonicos (Wallace, 1852; Ayres e Clutton-Brock, 1992; Haffer,
1992) possam realmente ter influenciado na evolugdo desta regido tanto na especiacdo por
eventos de vicariancia quanto por impedir o fluxo génico entre populacdes separadas por
disperséo.

A inferéncia filogenética entre tdxons proximamente relacionados apresenta varias
dificuldades, principalmente relacionados ao fluxo génico e a separacdo incompleta de
linhagens (Degnan e Rosenberg, 2009; Yu et al., 2011). O uso de RADseq demonstra grandes
vantagens na resolucéo destes problemas, pois permite a obtencdo de grandes quantidades de
loci (Andrews et al., 2016), identificar hibridizacdo entre linhagens recentes (Sovic et al.,
2016) e delimitar mais precisamente espécies (Leaché et al., 2014). Estas caracteristicas do
método também constituem vantagens na revelacdo de diversidade genética criptica (Wagner
etal., 2013).

O presente estudo aborda a problematica relacionada a diversidade genética
dentro de O. paricola utilizando sequéncias de DNA mitocondrial (MtDNA) e sitios de
restricdo associados a DNA (RADseq) a fim de (1) reconstruir as relacGes filogenéticas entre
as linhagens (2) inferir os eventos de diversificacdo para as linhagens identificadas, e (3)
investigar se a taxonomia atual reflete a diversidade dentro de O. paricola.
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MATERIAL E METODOS

Dados mitocondriais

NOs utilizamos 119 amostras de tecido de O. paricola pertencentes a 13
localidades distribuidas pela Amazénia (Fig. 1). Também utilizamos duas amostras de
Oecomys auyantepui e duas de Hylaeamys megacephalus que serviram como grupo externo
nas analises filogenéticas.

O DNA foi extraido de figado e musculo (conservados em etanol 70%) utilizando
o0 protocolo de extracdo CTAB descrito por Doyle e Doyle (1987). As sequéncias de mtDNA
foram obtidas através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) usando os primers MVZ05
(5’-CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3) e MVZ16 (5-AAATAGGA
ARTATCAYTCTGGTTTRAT-3") descritos em Smith and Patton (1993) para Citocromo b
(cyt b), e os primers L16517M (5’-CTACTGGTTGCTATCTCAGG-3’) e H605M (5°-
CCATCTAAGCATTTTCAGTGCT-3) descritos por Fumagalli et al. (1997) para o fragmento
da regido controle do DNA mitocondrial (D-loop). Todos os produtos da PCR foram
purificados com ExoSAP-IT e posteriormente foram sequenciados em ambas as direcdes
utilizando os primers da amplificacdo e Dye-Terminator Chemistry (Applied Biosystems) no
ABI Prism 3500XL (Applied Biosystems).
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Figura 1 - Distribuicdo geografica das amostras de Oecomys paricola. Circulos representam as
localidades com dados de mtDNA e RADseq, tridngulos representam as localidades somente com
dados de mtDNA.

As sequéncias de cada marcador foram alinhadas usando o MUSCLE 3.8 (Edgar,
2004) com os parametros padrdes. Além disso, as sequéncias foram checadas e editadas
manualmente através do programa Geneious 7.1.3 (Kearse et al., 2012). Foi realizado o teste
de saturacdo estabelecido por Xia et al. (2003) no programa DAMBE 5 (Xia, 2013) para 0o
marcador cyt b. Nos também utilizamos sequéncias de cyt b (quatro O. paricola, um O.

auyantepui e um H. megacephalus) disponiveis no Genbank (Apéndice A).

Anélises mitocondriais

Os modelos de substituicdo nucleotidica escolhidos foram baseados no critério de
informacdo Akaike (AIC) implementado pelo programa JModeltest 2.1.10 (Darriba et al.,
2012). Nos utilizamos as matrizes de cada marcador para as analises de Maxima
Verossimilhanga (ML) e Inferéncia Bayesiana (IB). ML foi realizada no programa Garli 2.01
(Z2wickl, 2006) utilizando as configuracfes padrdes e 1000 pseudorréplicas de bootstrap, com

a arvore de consenso de maioria obtida pelo programa Sumtrees 4.0 (Sukumaran and Holder,
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2010). A IB foi realizada no programa MrBayes 3.2.2 (Ronquist et al., 2012) usando duas
corridas independentes de 50 milhdes de geracBes cada. Os valores dos parametros foram
amostrados a cada 5000 geracdes e as primeiras 250000 arvores foram descartadas como
burn-in. Todas as analises foram realizadas no portal Cipres (Miller et al., 2010). As
estimativas de divergéncia genética intra e inter clados foram calculadas através do método
Kimur 2-parametros (K2P) implementado pelo programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013).

A estrutura genética das populacdes de O. paricola foi analisada através de uma
abordagem bayesiana com o uso do programa BAPS 6 (Corander et al., 2003, 2008). Os
individuos foram atribuidos a grupos distintos e analisados pelo modelo clustering of linked
loci. A quantidade de grupos testados variou de 1-10 e foram utilizadas 10 corridas
independentes para cada valor. Para a analise admixture nos utilizamos 500 interacdes com
200 individuos de referéncia e 10 interacfes para cada um. A relacdo entre os haplotipos de
cada espécie foi estabelecida através de rede de haplétipos confeccionada no programa
Haploviewer (Salzburger et al., 2011).

Datacdo molecular e estimativa de area ancestral

O tempo de divergéncia entre as populacdes foi obtido através do programa Beast
1.8.2 (Drummond et al., 2012) somente com os bancos de dados do marcador cyt b. Esta
abordagem foi tomada para que pudéssemos utilizar o banco de dados mais representativo da
nossa amostragem. NOs utilizamos o Birth-Death Incomplete Sampling (Stadler, 2009) e o
Rel6gio Relaxado Lognormal ndo Correlacionado para a obtencdo das datas de cada né.
Foram realizadas duas corridas independentes com 400 milhdes de geracGes cada com o0s
pardmetros amostrados a cada 10.000 geracgdes e burn-in de 10%. Os resultados das analises
para as duas espécies foram visualizados no Tracer 1.7 (Rambaut et al., 2018) para verificar
se em ambas os valores de ESS estavam acima de 200. Posteriormente, n0s sumarizamos as
arvores no programa Treeannotator 1.8.2 (Rambaut e Drummond, 2015).

Para a calibracdo dos dados de O. paricola, nés utilizamos uma distribuicdo
lognormal para as datas baseadas em fosseis, sendo a primeira para o surgimento do género
Oligoryzomys em 0.8 Ma (Moglino e Pardifias, 2005) e a segunda para o surgimento de
Holochilus em 0.8 Ma (Pardifias et al., 2013). Adicionalmente, utilizamos a data estimada por
Parada et al. (2015) para o surgimento da familia Cricetidae em 6.21 Ma através de uma
distribuicdo normal. Nos utilizamos o desvio padrdo de 0.5 Ma em todas as calibracdes desta

especie.
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A estimativa da area de distribuicdo ancestral foi realizada com o pacote
BioGeoBEARS (Matzke, 2014) do programa R 3.4.3 (R Core Team 2017). Este método
utiliza os modelos de Dispersdo-Extincao-Cladogénese (DEC), o modelo de verossimilhanga
da Andlise de dispersdo e vicariancia (DIVALIKE) e um modelo de verossimilhanca do
BayArea (BAYAREALIKE), além de incluir a especiagdo por efeito fundador (+J). Noés
consideramos quatro areas para O. paricola: Escudo da Guiana, interflivio Tocantins-Xingu,
interflivio Xingu-Tapajos e Margem direita do rio Tocantins. Como existem areas ndo
adjacentes na distribuicdo desta espécie, nds criamos uma matriz de adjacéncia para excluir a
possibilidade de area ancestral com distribuicdo disjunta. Adicionalmente nos realizamos estas
estimativas atraves de duas abordagens, a primeira permitindo que o ancestral ocupasse todas

as areas e a com a distribuicdo ancestral limitada para apenas duas areas.

Obtencéo dos dados gendmicos

NOs preparamos a biblioteca double-digest RADseq para 17 individuos de O.
paricola, além de dois individuos de O. ayunatepui e trés de Hylaeamys megacephalus usados
como grupo externo. O protocolo utilizado foi adaptado de Peterson et al. (2012).
Inicialmente n6s digerimos 200 ng de DNA por amostra com as enzimas Sdal e Csp6l
(Thermo Scientific) e realizamos a ligacdo dos adaptadores P para lon Torrent e A com 0S
barcode de cada amostra.

A reacdo de digestdo/ligacdo foi realizada durante trés horas a 37°C. Apos a
digestdo/ligacdo foram realizadas quatro PCR para cada amostra com os primers P1 e A-amp
e 0 seguinte protocolo de amplificagdo: 18 ciclos de 93°C por 10 segundos, 52°C por 35
segundos e 68°C por 90 segundos, com extensdo final de 68°C por sete minutos. Todas as
réplicas foram unidas e posteriormente foram visualizadas em gel de agarose a 1%.

As amplificacbes foram quantificadas no Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific),
posteriormente unidas de maneira equimolar para purificacdo com AMPure Beads (Beckman
Coulter Inc). Para a PCR de enriquecimento realizada no lon PGM Hi-Q OT2 foram
selecionados fragmentos de aproximadamente 400 pb através do Pippin Prep. Posteriormente
foi realizado o sequenciamento no lon PGM System (Thermo Fisher Scientific) com o uso do
lon PGM Hi-Q Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific) e do Chip lon 318 v2 (Thermo

Fisher Scientific).
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Processamento dos dados genémicos

As leituras do lon Torrent foram processadas usando o programa pyRAD 3.0.66
(Eaton, 2014). Apbs a separacdo de cada amostra conforme o barcode individual foram
selecionados loci com cobertura minima de 5x. Todas as reads com mais que quatro bases de
baixa qualidade foram descartadas. As reads foram agrupadas usando Vsearch (Rognes et al.,
2016) com um limiar de 88%. Os alinhamentos finais obtidos com o MUSCLE tiveram no
minimo quatro amostras por locus e maximo de cinco individuos compartilnando sitios
variaveis. NO0s geramos matrizes diferentes para analises filogenéticas e populacionais, com a
inclusédo e exclusdo do grupo externo, respectivamente.

Nos estimamos as arvores filogenéticas através dos programas RAxML 8.0.0
(Stamatakis, 2014) e MrBayes 3.2.2 (Ronquist et al., 2012). Para a analise de ML foi utilizado
0 modelo GTRGAMMA com 1000 de bootstrap. A analise Bl realizada no Mrbayes utilizou
10 milhdes de geracdes amostradas a cada 1.000 geracGes e com 10% descartados como burn-
in, 0 modelo utilizado foi 0 GTR+G+1 como selecionado pelo Jmodeltest 2.1.10 (Darriba et
al., 2012). A convergéncia das duas corridas foi aceita quando os valores de desvio padrdo das
frequéncias de divisdo foram menores que 0.01.

A verificacdo da estrutura populacional foi realizada através do programa
STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) e do pacote Adegenet 2.0.1 (Jombart, 2008;
Jombart et al., 2010) implementado no R 3.2.3 (R Core Team, 2015). No STRUCTURE, 0s
agrupamentos genéticos foram estimados com a utilizacdo do modelo admixture. Dez
interagfes com K= 1-10 foram realizadas com 1 milh&o de MCMC e burn-in de 200 mil. O K
mais provavel foi identificado através do método de Evanno (Evanno et al., 2005) disponivel
no STRUCTURE Harvester (Earl e vonHoldt, 2012). Os dados do K mais provavel foram
submetidos ao programa Clumpp 1.1.2 (Jakobsson e Rosenberg, 2007) para a permutacao dos
agrupamentos das dez corridas realizadas no STRUCTURE, posteriormente foram
submetidos ao programa Distruct 1.1 (Rosenberg, 2004) para a construcdo grafica dos
resultados do STRUCTURE. O pacote Adegenet foi utilizado para realizar a Analise
Discriminante de Componentes Principais (DACP). No6s usamos a funcéo find.cluster para
identificar o nimero de agrupamentos e a funcdo xvalDapc para identificar a quantidade de
componentes principais (PCs) a serem retidas na DAPC. Adicionalmente, realizamos uma
DAPC com os grupos a priori identificados a partir das analises filogenéticas. Para todas as
anélises de DAPC foram confeccionados graficos com a probabilidade de classificacdo de

cada individuo nos grupos identificados.
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Delimitacdo de linhagens

Nos utilizamos 0 SNAPP e o BFD* (Bayes Factor Delimitation) com os dados de
SNPs para delimitar as linhagens de O. paricola. Esta abordagem testa varios alternativas com
diferentes conjunto de individuos, resultando em diferentes marginal likelihood que podem
ser usados para a comparacdo entre os modelos das supostas linhagens através do Bayes
factor. NoOs incluimos a espécie O. ayuantepui para verificar se todas as populacbes de O.
paricola constituem uma unica linhagem.

A inferéncia da arvore de espécies pelo programa SNAPP utilizou a matriz de
SNPs ndo ligados convertida pelo pacote Phrynomics (Leaché et al., 2015) do R. A anélise foi
realizada no Beast 2.4.7 (Bouckaert et al., 2014) com as taxas de mutacao (U e V) estimadas
pelo programa e configuramos o lambda prior para ser amostrado através de uma distribuicéo
gamma. A cadeia de MCMC teve o comprimento de um milhdo de geracGes amostrados a
cada 1000 e com burn-in de 10000. A convergéncia foi observada através dos valores de ESS
no programa Tracer 1.6 (Rambaut et al., 2014).

O BFD* foi obtido para cinco modelos com path sampling de 48 steps (100,000
MCMC por step, 10,000 de burn-in e alpha de 0.3). Nés testamos os trés grupos de O
paricola obtidos com os resultados das anélises de ML e IB dos RADseq. A avaliacdo dos
modelo de espécies alternativas propostas foi realizada com o ranqueamento conforme o
marginal likelihood e pela comparacgédo dos valores de Bayes factor seguindo a escala de Kass
e Raftery (1995).

RESULTADOS

Dados mitocondriais

Nossa matriz de cyt b teve um total de 130 sequéncias (124 O. paricola, trés O.
auyantepui e trés H. megacephalus) com 8,9% de missing data e o0 melhor modelo evolutivo
sendo 0 GTR com taxa de heterogeneidade de distribuicdo gamma e sitios invariaveis
(GTR+I+1). Também foram obtidas 33 sequéncias de D-loop (27 O. paricola, dois O.
auyantepui e quatro H. megacephalus) que apds serem concatenadas com os dados de cyt b,
apreentaram 5,6% de missing data e 0 mesmo modelo evolutivo obtido para a matrix de cyt b.

Para as analises ML e Bl baseadas somente em cyt b (Fig. 2A), foram recuperados
quatro linhagens com alto suporte, uma com distribuigcdo ao leste do rio Tocantins (MDTO),

outra com distribuicdo no interfldvio Tocantins - Xingu (ITOX), uma terceira com
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distribuicdo no interflavio Xingu - Tapajos (IXTA) e uma ultima com dois individuos da
regido das nascentes dos rios Aripuand e Teles Pires (ARTP). As relacdes entre essas
linhagens foram recuperadas com suportes aceitaveis somente pela analise Bl, apontando que
ARTP e ITOX sdo linnhagens irmés (IB=0.98; ML=58) e estas duas sdo mais aparentadas
com MDTO (IB=0.99; ML=78). Dentro de IXTA, a IB recuperou dois clados bem suportados,
mas que apresentam a maioria dos individuos em simpatria na margem direita do rio Tapajos.
As distancias geneticas (Tabela 01) dentro das linhagens variaram de 0,4% até 1,3%,
enquanto as distancias entre as linhagens variaram de 3,4% a 5,7%, sendo a maior encontrada
entre IXTA e os grupos IXTO e MDTO. Os dois clados presentes na linhagem IXTA
apresentara distancia de 1,8% entre si.

Tabela 1 - Estimativa de distancia média pareada baseada no modelo de Kimura 2-parametros para 0s
dados de cyt b e cyt b+D-loop dos filogrupos de Oecomys paricola. A distancia dentro das linhagens é
mostrada pelos nimeros em negrito na diagonal. Os valores do desvio padrao estdo acima da diagonal.
Todos os valores sdo mostrados em porcentagem.

cythb cyt b+D-loop
Lineages MDTO ITOX IXTA ARTP MDTO ITOX IXTA
MDTO 0,4 0,8 1,0 0,8 0,8 0,7 0,7
IXTO 4.2 0,2 0,9 0,7 4.8 0,9 0,7
IXTA 57 57 0,9 0,9 5,6 59 2,0
ARTP 3,5 34 4.8 1,3

Os dados das sequéncias concatenadas de cyt b+D-loop foram concordantes entre
as analises de ML e IB (Fig. 2B), recuperando os quatro linhagens, ITOX, MDTO, IXTA e
ARTP, anteriormente citadas para os dados de cyt b. No entanto, houve diferencas na relacédo
entre estas linhagens, com a presenca de dois clados bem suportados pela anélise de IB, um
representado pelas linhagens ARTP-IXTA (IB=1; ML=80) e outro pelas linhagens ITOX-
MDTO (IB=0.99; ML=76). Assim como na analise de cyt b, foi possivel observar a existéncia
de dois clados dentro da linhagem IXTA, com suportes aceitaveis para ambos somente na
anélise de IB.

A analise populacional realizada com cyt b no BAPS (Fig. 2A) obteve cinco
agrupamentos biologicos (log Pr (X|K = 5) = -2665,092). Todos as linhagens encontradas nas
analises filogenéticas foram recuperadas como grupos independentes. A linhagem IXTA

apresentou dois grupos que sdo coincidentes com os encontrados nas anélises de IB. Para os
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dados de cyt b+D-loop, a anélise realizada no BAPS (Fig. 2B) resultou em quatro grupos
populacionais (log Pr (X|K = 4) = -1262,147), coincidentes com as linhagens obtidas nas
filogenias para este banco de dados.

A rede haplotipica obtida com os dados de cyt b (Fig. 2C) também apontou um
alto grau de estruturacdo genética, com os haplogrupos correspondendo as linhagens obtidas
nas analises de IB e ML. N&@o houve compartilhamento de haplotipo entre nenhum dos
haplogrupos. Também foram recuperados dois haplogrupos, separados por cinco passos
mutacionais, 0s quais sdo coincidentes com os clados do filogrupo IXTA recuperados nas
analises de IB e ML.

Nossa estimativa de tempo de divergéncia molecular apontou que todos o0s
eventos de diversificacdo relacionados a O. paricola ocorreram durante o Pleistoceno (Fig. 3,
Tabela 2). O surgimento de O. paricola foi recuperado para aproximadamente 1,27 Ma (95%
HPD = 0,66 — 1,97 Ma). A diversificacdo das linhagens de O. paricola ocorreram a partir de
0,61 Ma (95% HPD = 0,31 — 0,94 Ma) com o surgimento da linhagem IXTA, posteriormente
houve a separacdo de MDTO em 0,39 Ma (95% HPD = 0,20 — 0,61 Ma) e por fim a
divergéncia de ITOX e ARTP em 0,30 Ma (95% HPD = 0,14 — 0,47 Ma). Recuperamos que 0
ancestral de O. paricola provavelmente estava distribuido na regido do interflavio Xingu -
Tapajds, area de distribuicdo da linhagem IXTA, posteriormente este ancestral dispersou para
a area que inclui toda a regido do leste do rio Xingu e através de um evento de vicariancia deu
origem as linhagens MDTO e ITOX+ARTP. Também recuperamos que a linhagem ARTP

surgiu a partir de dispersao do ancestral que correspondia as linhagens ITOX+ARTP.
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Figura 2 - Resultados das anélises realizadas para as matrizes de dados. (A) Arvore consenso gerada
pela andlise de Inferéncia Bayesiana baseada em um alinhamento com 801 pb e resultado do BAPS
com o k=5 (log Pr X|K = -2665,092) para a matriz de cyt b. (B) Arvore consenso gerada pela analise
de Inferéncia Bayesiana e resultado do BAPS com o k=4 (log Pr X|K = -1262,147) para os dados
concatenados de cyt b+D-loop com alinhamento de 1336 pb. (C) Rede haplotipica baseada no
alinhamento de cyt b. Os valores proximos aos nds sdo os suportes obtidos pelas anélises de 1B e ML,
respectivamente. Grupo externo ndo mostrado na imagem.
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Figura 3 - Arvore datada de Oecomys paricola com a distribuicio ancestral mais provéavel baseada no
resultado do modelo DIVALIKE+] estimado no BioGeoBEARS. As cores dos quadrados e circulos
correspondem a distribuicdo atual dos tdxons e dos seus ancestrais, respectivamente. Os valores acima
dos nos se referem as datas de divergéncia estimadas em milhdes de anos (Ma) pelo BEAST (as barras
correspondem ao intervalo de confianca de 95% das datas estimadas).
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Tabela 2 - Modelos estimados pela analise de area ancestral de Oecomys paricola no BioGeoBEARS.
Os parametros dispersdo (d), extincdo (e), efeito fundador (j), Verossimilhanga logaritimica (LnL) e
Critério de informacdo de Akaike (AIC) sdo apresentados para cada modelo. Os modelos com
asterisco representam aqueles em que o ancestral foi limitado a duas areas.

Modelo LnL d e j AIC

DEC -14.14 0.56 0.92 32.29
DEC* -15.1 0.49 1.56 0 34.21
DEC+J -5.47 10" 10" 1.61 16.94
DEC+J* -5.48 10" 10" 1.74 16.97
DIVALIKE -12.79 0.21 1.3x10° 0 29.59
DIVALIKE* -12.91 0.45 0.29 0 29.82
DIVALIKE+] 5.3 10" 10" 0.71 16.61
DIVALIKE+J* -5.39 10" 10" 0.86 16.78
BAYAREALIKE -15.03 0.79 1.84 0 34.07
BAYAREALIKE* -14.92 1.47 1.8 0 33.84
BAYAREALIKE+] -5.6 1.0e-12 10" 0.90 17.2

BAYAREALIKE+J* -5.6 1.0e-12 10" 0.90 17.2

Dados genémicos

A corrida no lon Torrent resultou em 4139816 reads. Ap6s demultiplexing e a
remocdo de reads de baixa qualidade, foram retidas 3975426 reads, com média de 19426 loci
por amostra. Nosso alinhamento final incluindo o grupo externo resultou em uma matriz com
2125 loci.

As topologias obtidas nas analises de MV e BY foram similares, recuperando o
monofiletismo de O. paricola. Foram recuperadas trés linhagens com alto valor de suporte
(Fig. 4): a linhagem ITOX que inclui amostras do interflavio Tocantins - Xingu; a linhagem
MDTO composta por amostras da margem direita do rio Tocantins; e a linhagem IXTA
composta por amostras do interflivio Xingu - Tapajos e mais aquelas localizadas proximas a

nascente do rio Teles Pires.
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Figura 4 - Resultados das analises realizadas para a matriz de dados de RADseq. Arvore consenso
gerada pela andlise de Inferéncia Bayesiana baseada em um alinhamento com 775569 pb e resultado
do STRUCTURE com o k=3 (In Pr X|K = - 5131.2100). Os valores proximos aos nés sdo 0s suportes
obtidos pelas analises de IB e ML, respectivamente. Grupo externo ndo mostrado na imagem.

A analise populacional realizada no STRUCTURE recuperou 0 K=3 (Fig. 4) como
0 mais provavel para o banco de dados (In Pr (X|K = 3) = - 5131.2100). Esta anélise
identificou as mesmas linhagens apresentadas na 1B e ML (ITOX, IXTA e MDTO) como
agrupamentos evolutivos separados, com pouco ou nenhum admixture. Somente as linhagens
IXTA e ITOX apresentaram admixture, com a porcentagem mais notavel para o individuo
CAX343 da linhagem ITOX.

A analise do pacote Adegenet encontrou a maior probabilidade para a existéncia
de apenas dois grupos, um deles formado pelas amostras do leste do rio Tocantins

(coincidente com a linhagem MDTO) e outro formado por todas as outras amostras da espécie
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(Fig. 5A). Nos dois grupos os individuos apresentaram 100% de probabilidade de estarem em
somente um dos grupos. Quando utilizados os grupos a priori (Fig. 5B), os resultados
apontaram que somente o grupo com a linhagem MDTO possui probabilidade de 100% de
todos os individuos pertencerem a ele. Identificamos que o individuo CAX343 apresentou
maior probabilidade (96%) de pertencer ao grupo IXTA do que de pertencer ao grupo a que

foi alocado na classificacéo a priori.
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Figura 5 - Analise discriminante de componentes principais (DAPC) baseada nos dados de RADseq de
todos os individuos de O. paricola. (A) Agrupamentos obtidos pela funcdo find.cluster e (B)
agrupamentos a priori (MDTO, ITOX e IXTA). Plotagem das duas primeiras componentes principais
no eixo X e 'Y, respectivamente.

A delimitacdo das linhagens realizada com BFD* selecionou 0 modelo com trés
linhagens dentro de O. paricola (Marginal Likelihood=-2941.52; Fig 6, Tabela 3). Estas
linhagens s&o coincidentes com as encontradas nas anélises de 1B e MV com RADseq e
também com aqueles presentes nas analises de mtDNA, com excecdo de ARTP. O Snapp

recuperou que IXTA e ITOX séo linhagens irmas com alto suporte (0,95).
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Figura 6 - Arvore de espécie obtida no programa Snapp para 0s SNPs e modelos de linhagens testados
na analise BFD*. As cores das barras indicam a qual agrupamento cada linhagem pertence no modelo.
Os valores de marginal likelihood obtidos para cada modelo séo apresentados acima das barras.

Tabela 3 - Sumario dos modelos de linhagem testados pela analise de BFD* para os dados de SNPs.

Modelo Linhagens LnL BFD* Ordem
MDTO, IXTA, ITOX 3 -2941.52 1
MDTO, ITOX+IXTA 2 -3042.54 202.03 2
MDTO+IXTA, ITOX 2 -3435.84 988.63 3
MDTO+ITOX, IXTA 2 -3439.07 995.10 4
Arranjo taxonémico atual 1 -3553.39 1223.73 5
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DISCUSSAO

O presente estudo apresenta a primeira abordagem para a inferéncia filogenética e
delimitacdo de espécie com o uso combinado de mtDNA e RADseq no género Oecomys,
resolvendo os problemas levantados em estudos anteriores para a espécie O. paricola. N0ossos
dados indicam a existéncia de linhagens cripticas com distribuicdo alopatrica e restritas a

diferentes interflivios presentes na area de distribuicdo da espécie.

Discordancia Mito-nuclear

As arvores obtidas a partir das matrizes de cyt b (Fig. 2A) e cyt b+D-loop (Fig.
2B) apresentaram inconsisténcias no posicionamento de alguns filogrupos na analise de I1B. A
principal diferenca esta no relacionamento de ARTP com os demais filogrupos, pois na analise
de cyt b este filogrupo aparece como irméo de ITOX, grupo gque ocorre na porcdo central da
distribuicdo de O. Paricola. Ja nas andlises de cyt b+D-loop, ARTP aparece como grupo
irmdo de IXTA. A incerteza do posicionamento das amostras originarias da regido de
cabeceiras dos rios Aripuana e Teles Pires (ARTP) foi resolvida com a matriz de RADseq
(Fig. 4), que obteve suporte alto para os filogrupos em todas as analises, incluindo as amostras
de ARTP dentro do filogrupo IXTA. Apesar de todos os filogrupos terem sido encontrados na
andlise de ML, a relacdo entre eles ndo foi bem suportada. Esta disparidade entre os suportes
de IB e MV ja € conhecida e tem relacdo com as caracteristicas das matrizes utilizadas (Susko
e Lewis, 2008; Susko, 2009).

As analises populacionais dos diferentes bancos de dados apontaram que O.
paricola apresenta estrutura populacional. E possivel observar também que ha diferenca entre
os resultados obtidos pelas matrizes de mtDNA e de RADseq para as analises populacionais.
O gene cyt b recuperou cinco grupos populacionais no programa BAPS e na rede haplotipica
ndo houve compartilhamento de haplotipos, evidenciando a inexisténcia de fluxo génico entre
as populacbes para este marcador (Fig. 2A, C). Ja os resultados de RADseq indicaram a
existéncia de somente trés (STRUCTURE) ou dois (DAPC) grupos bioldgicos (Fig. 4 e 5,
respectivamente), com a presenca de admixture entre os filogrupos ITOX e IXTA na analise
do STRUCTURE.

As analises baseadas em mtDNA apontaram a existéncia de quatro linhagens
candidatas, mas estas ndo possuem relagdes filogenética claras. Ja as filogenias e a analise de
agrupamentos populacionais baseadas em RADseq apontaram a existéncia de somente trés
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linhagens candidatas, que também foram recuperadas pelo Snapp e BFD*, os quais utilizamos
para delimitar as linhagens de O. paricola.

Ha uma clara disparidade nos resultados obtidos pelas analises de mtDNA e
RADseq, confirmando que o uso de somente mtDNA pode influenciar nas relagdes
filogenéticas propostas, principalmente devido a separacdo incompleta de linhagens e a
retencdo de polimorfismo ancestral (Funk e Omland, 2003; Galtier et al., 2009). Além disso, 0
suporte dos nos obtidos nas filogenias baseadas em RADseq, quando comparados aos de
mtDNA, corrobora estudos que apontam a sua utilidade na resolucdo de filogenias de grupos

com divergéncia recente (Dupuis et al., 2012; Razkin et al., 2016; Battey e Klicka, 2017).

Biogeografia

Nossos dados apontaram que as linhagens recuperadas em O. paricola estdo
restritas aos interflivios formados pelos grandes rios presentes no Escudo Brasileiro (Tapajos,
Xingu e Tocantins), evidenciando que estes rios possam ter atuado como principais barreiras
na diversificacdo desta espécie.

O MRCA de O paricola foi recuperado como tendo surgido a partir de dispersao
para a margem sul do rio Amazonas pelo ancestral de O. paricola + O. auyantepui com data
estimada para 1,27 Ma (95% HPD = 0,66 — 1,97 Ma). Este processo recuperado para o
surgimento de O. paricola é o mais provavel, pois o rio Amazonas obteve seu curso atual
ainda durante o Plioceno (Latrubesse et al., 2010) e isolou o ancestral desta espécie na sua
margem norte.

A datacdo molecular apontou que a diversificagdo de O. paricola ocorreu
inteiramente durante o Pleistoceno, com a analise de reconstrucdo de &rea ancestral indicando
que a diversificacdo das linhagens de O. paricola foi iniciada por eventos de disperséo. O
primeiro destes eventos esta relacionado a origem do ancestral de MDTO+ITOX+ARTP no
leste do rio Xingu a partir do ancestral de O. paricola distribuido exclusivamente a oeste do
referido rio. Estudos anteriores também recuperaram estruturacdo genética coincidente com 0s
rios para o leste da Amazonia (Ribas et al., 2012; D’Horta et al., 2013; Fernandes et al., 2013;
Thom e Aleixo, 2015), confirmando a importadncia dos rios Xingu e Tocantins na
diversificacdo da biota amazénica.

Esta hipotese de diversificacdo inicial de O. paricola é inconsistente com aquela
apresentada para o género Psophia (Ribas et al., 2012), na qual se sugere que o ancestral das

especies do leste da Amazonia foi amplamente distribuido por esta regido, e que eventos de
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vicariancia relacionados ao surgimento dos rios propiciaram a especiacdo. Por se tratar de
evolucdo de linhagens distribuidas no Escudo Brasileiro, regido estavel geologicamente,
achamos que as datas de diversificacdo recuperadas por nos estdo mais relacionadas a eventos
de dispersao do que de vicariancia.

O estabelecimento do atual curso do rio Tocantins é sugerido para ter ocorrido
durante o Plioceno e Pleistoceno, com as ultimas mudancgas geoldgicas sendo datadas para
apenas 80 mil anos atras (Rossetti e Valeriano, 2007). Nossos dados recuperaram data de
separacdo recente (0,39 Ma - 95% HPD = 0,20 — 0,61 Ma) para as linhagens em ambas as
margens deste rio. A geologia desta regido parece ter atuado na diversificacdo de varios
taxons, visto que a variacdo da data estimada por nds é bem préxima a do Ultimo evento
geoldgico. Em aves também sdo apresentadas datas de separacdo de linhagens similares
(Thom e Aleixo, 2015) ao proposto por Rosseti e Valeriano (2007).

Quando observamos o relacionamento entre as areas das linhagens recuperadas
podemos perceber incongruéncia entre o0 nosso estudo e o realizado por Ribas et al. (2012).
Estes autores sugerem que a divergéncia inicial ocorreu entre a linhagem a leste do rio
Tocantins e as presentes na outra margem, relacdo que é oposta a recuperada por nés (Fig. 2A
e 4). Estudos anteriores com lagartos (Gonatodes humeralis e Kentropyx calcarata - Avila-
Pires et al., 2012) e roedores (Hylaeamys megacephalus e Oecomys roberti - Rocha et al.,
2014) também ja apontaram diferencas de relacionamento entre linhagens nos rios Tocantins e
Araguaia, indicando a influéncia de fatores ecoldgicos, e ndo somente de geoldgicos, no

estabelecimento das linhagens desta regido.

Linhagens cripticas

No trabalho anterior realizado por Rosa et al. (2012), houve a identificagcdo de
grupos monofiléticos dentro de O. paricola com base em dados de cyt b. Os mesmos clados
separados na andlise de Maxima Parciménia (Belém e Marajd) tambem foram encontrados
como filogrupos distintos no presente trabalho (MDTO e ITOX). As amostras provenientes da
ilha do Marajo estdo agrupadas com as existentes em todo o interflivio Xingu - Tocantins, o
que demonstra que o clado encontrado por Rosa et al. (2012) nédo esta restrito somente a ilha
do Marajo.

Os nossos dados também corroboram o resultado encontrado por Rocha et al.
(2011) para as amostras de O. paricola das duas regides estudadas. Rocha et al. (op. cit.) ndo

forneceram o valor de suporte para os grupos de O. paricola encontrados na analise 1B,
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registrando apenas o valor de divergéncia intraespecifica alto para as popula¢des estudadas
(3,6%). NoOs também encontramos alto valor para as linhagens correspondentes (MDTO e
IXTA) ao do referido trabalho, com a divergéncia intergrupo de 5,7% (SD=1,0%).

Por fim, nossos resultados corroboram a existéncia das trés linhagens em O.
paricola reconhecidas por Suarez-Villota et al. (2017), de forma que as linhagens MDTO,
ITOX e IXTA correspondem aos clados E, N e W destes autores. No entanto, demonstramos
que o clado N de Suarez-Villota et al. (2017) ndo se restringe apenas a ilha de Marajo, mas
estende-se por toda a area do interflivio Tocantins — Xingu no estado do Para. Similarmente,
demonstramos que o clado W dos autores ndo se restringe ao note de Mato Grosso, mas
estende-se para norte ao longo da margem direita do rio Tapajoés.

As distancias genéticas encontradas por nos para as linhagens, baseadas nos dados
de cyt b, variaram de 3,4% a 5,7%. Tais valores sdo considerados altos para variacfes
intraespecificas em pequenos mamiferos, segundo Bradley e Baker (2001). Estes autores
demonstraram que distancias genéticas entre 2,7% e 19% sdo encontradas entre espécies
irmas em roedores e que por isso podem indicar a existéncia de espécies cripticas, como
ocorreu nos casos de Sigmodon (Peppers e Bradley, 2000), Oligoryzomys (Gonzélez-Ittig et
al., 2010) e Calomys (Gonzalez-Ittig et al., 2014). Portanto, valores acima de 2% na
divergéncia genética de mtDNA ja podem representar indicio de especiacdo e merecem ser
melhor investigados, até mesmo com a inclusdo de outros tipos de dados (Bradley e Baker,
2001).

Similarmente aos resultados obtidos com mtDNA, nossos resultados com RADseq
indicaram a existéncia de diversidade criptica em O. paricola. Aqui assumimos os resultados
obtidos pelas anélises do Snapp e BFD* para a delimitagdo das linhagens de O. paricola, o
que resulta em trés linhagens bem distintas (MDTO, ITOX e IXTA) que apresentam
distribuicdo coincidente com os interflavios presentes no leste da Amazodnia. A investigacao
da diversidade taxondmica na regido Neotropical através de RADseq ainda é incipiente, mas
esta ferramenta ja tem demonstrado a sua utilidade para a identificacdo de espécies cripticas e
vem sendo amplamente utilizada em varios grupos taxondmicos (Chattopadhyay et al., 2016;
Garg et al., 2016; Potter et al., 2016).

A espécie O. paricola foi descrita para a localidade Igarapé-Ac¢u por Thomas
(1904), assim associamos este nome a linhagem MDTO. As outras provaveis espécies
recuperadas por n6s com base nos dados de RADseq (linhagens ITOX e IXTA) ndo possuem

nomes disponiveis que possam ser associados as suas distribuicGes estimadas. Por isso
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achamos que a continuacdo de pesquisas com o género Oecomys com certeza trard novos
entendimentos quanto a sua real diversidade. Isto fica claro quando observamos que nos
ultimos anos novas espécies foram descritas (Carleton et al., 2009; Pardifias et al., 2016;
Rocha et al., 2018) e alguns estudos apontaram indicios de especia¢do no género (Rosa et al.,
2012; Malcher et al., 2017).

Nos identificamos linhagens cripticas em Oecomys paricola, que estdo limitadas
pelos grandes rios amazonicos presentes na area de distribuicdo da espécie. O nosso padrao
filogeogréafico recuperado confirma a influéncia dos rios na evolucdo da espécie, com eventos
de disperséo e vicariancia atuando no estabelecimento das linhagens durante o Pleistoceno.
Sugerimos que as trés linhagens recuperadas pela anélise de delimitacdo de espécie realizada
com os dados de RADseq sejam tratadas como provaveis espécies, com a necessidade de

avaliacdo morfoldgica para a tomada de decisfes taxondmicas.
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Apéndice A - Lista de amostras utilizadas para as analises dos marcadores Citocromo b (cyt b) e regido controle do DNA mitocondrial (D-

loop).

Taxon Voucher Localidade Cytb  D-loop
Oecomys paricola AGPM139 Acara, Par4, Brasil X X
Oecomys paricola AGPM143 Acard, Pard, Brasil X
Oecomys paricola AGPM85 Acard, Pard, Brasil X
Oecomys paricola APS18 Fazenda Continental, Claudia, Mato Grosso, Brasil X
Oecomys paricola APS20 Fazenda Continental, Claudia, Mato Grosso, Brasil X X
Oecomys paricola BARO013 Barcarena, Para, Brasil X
Oecomys paricola BARO017 Barcarena, Para, Brasil X
Oecomys paricola BARO023 Barcarena, Par4, Brasil X
Oecomys paricola BARO028 Barcarena, Para, Brasil X
Oecomys paricola BAR029 Barcarena, Para, Brasil X
Oecomys paricola BMLS819 Bom Jardim, Vitéria do Xingu, Par4, Brasil X
Oecomys paricola BML822 Bom Jardim, Vitéria do Xingu, Par4, Brasil X
Oecomys paricola BML823 Bom Jardim, Vitdria do Xingu, Paré, Brasil X
Oecomys paricola BML947 Bom Jardim, Vitéria do Xingu, Paré, Brasil X
Oecomys paricola CAX343 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola CAX599 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola EFC1712 Maraba, Para, Brasil X




Taxon

\Voucher

Localidade

Cytb

D-loop

Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola
Oecomys paricola

EFC1720
JB05
JBO8
JD11
JHO3
JH55
JJ0o1
JLO2
JLO7
JLO8
JL16
JL17
JL18
JL20
JL21
JL28
JL40
JMIH17
JMIH26
JMIH29

Maraba, Para, Brasil
Itaituba, Par4, Brasil
Itaituba, Para, Brasil
Itaituba, Para, Brasil

Jacareacanga, Paré, Brasil
Jacareacanga, Paré, Brasil
Jacareacanga, Para, Brasil

Itaituba, Par4, Brasil
Itaituba, Par, Brasil
Itaituba, Para, Brasil
Itaituba, Par, Brasil
Itaituba, Parg, Brasil
Itaituba, Par, Brasil
Itaituba, Pard, Brasil
Itaituba, Parg, Brasil
Itaituba, Parg, Brasil
Itaituba, Par, Brasil

Jacareacanga, Para, Brasil
Jacareacanga, Para, Brasil
Jacareacanga, Para, Brasil

X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X
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Taxon Voucher Localidade Cytb  D-loop
Oecomys paricola JMIH39 Jacareacanga, Par4, Brasil X X
Oecomys paricola JMI1J28 Jacareacanga, Pard, Brasil X
Oecomys paricola JMIKO04 Itaituba, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAJO02 Ilha de Maraj6, Chaves, Par4, Brasil X
Oecomys paricola MAJ027 Ilha de Marajé, Chaves, Para, Brasil X X
Oecomys paricola MAJ45 Ilha de Marajé, Chaves, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAJO1 Ilha de Marajé, Chaves, Par4, Brasil X
Oecomys paricola MAJO03 Ilha de Marajé, Chaves, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAJ26 Ilha de Marajé, Chaves, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAJ39 Ilha de Maraj6, Chaves, Par4, Brasil X
Oecomys paricola MAJ47 Ilha de Marajé, Chaves, Par4, Brasil X
Oecomys paricola MAR1018 Floresta Nacional de Caxiuana, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAR1032 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAR1041 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAR1045 Floresta Nacional de Caxiuana, Portel, Pard, Brasil X
Oecomys paricola MAR1120 Floresta Nacional de Caxiuana, Portel, Pard, Brasil X
Oecomys paricola MAR1229 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAR1291 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAR1293 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAR1297 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
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Taxon Voucher Localidade Cytb  D-loop
Oecomys paricola MAR1309 Floresta Nacional de Caxiuana, Portel, Pard, Brasil X
Oecomys paricola MAR1310 Floresta Nacional de Caxiuana, Portel, Pard, Brasil X
Oecomys paricola MAR1311 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAR1379 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X X
Oecomys paricola MAR1380 Floresta Nacional de Caxiuana, Portel, Pard, Brasil X
Oecomys paricola MAR1390 Floresta Nacional de Caxiuana, Portel, Pard, Brasil X
Oecomys paricola MAR1397 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAR164 Floresta Nacional de Caxiuana, Portel, Pard, Brasil X
Oecomys paricola MAR289 Floresta Nacional de Caxiuana, Portel, Pard, Brasil X
Oecomys paricola MAR332 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAR340 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAR388 Floresta Nacional de Caxiuana, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAR521 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAR560 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAR571 Floresta Nacional de Caxiuana, Portel, Pard, Brasil X
Oecomys paricola MARG636 Floresta Nacional de Caxiuana, Portel, Pard, Brasil X
Oecomys paricola MAR756 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAR793 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAR866 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAR869 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
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Taxon Voucher Localidade Cytb  D-loop
Oecomys paricola MARS870 Floresta Nacional de Caxiuana, Portel, Pard, Brasil X
Oecomys paricola MARS873 Floresta Nacional de Caxiuana, Portel, Pard, Brasil X
Oecomys paricola MAR945 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola MAR950 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil

Oecomys paricola MAR970 Floresta Nacional de Caxiuana, Portel, Pard, Brasil X
Oecomys paricola MAR982 Floresta Nacional de Caxiuana, Portel, Pard, Brasil X
Oecomys paricola MAR984 Floresta Nacional de Caxiuand, Portel, Para, Brasil X
Oecomys paricola PABO006 Parque Ambiental de Belém, Belém, Para, Brasil X X
Oecomys paricola PABO11 Parque Ambiental de Belém, Belém, Para, Brasil X
Oecomys paricola PAB032 Parque Ambiental de Belém, Belém, Par4, Brasil X X
Oecomys paricola PAB034 Parque Ambiental de Belém, Belém, Par4, Brasil X
Oecomys paricola PABO038 Parque Ambiental de Belém, Belém, Para, Brasil X
Oecomys paricola PAB041 Parque Ambiental de Belém, Belém, Par4, Brasil X
Oecomys paricola PSA127 Flona Tapirapé-Aquiri, Maraba, Para, Brasil X
Oecomys paricola PSA186 Flona Tapirapé-Aquiri, Maraba, Par4, Brasil X
Oecomys paricola PSA190 Flona Tapirapé-Aquiri, Maraba, Par4, Brasil X
Oecomys paricola PSA201 Flona Tapirapé-Aquiri, Maraba, Para, Brasil X X
Oecomys paricola PSA204 Flona Tapirapé-Aquiri, Maraba, Para, Brasil X X
Oecomys paricola PSA48 Flona Tapirapé-Aquiri, Maraba, Par4, Brasil X
Oecomys paricola PSAL7 Flona Tapirapé-Aquiri, Maraba, Para, Brasil X
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Taxon Voucher Localidade Cytb  D-loop
Oecomys paricola PSA62 Flona Tapirapé-Aquiri, Marab4, Pard, Brasil X
Oecomys paricola PSA95 Flona Tapirapé-Aquiri, Maraba, Pard, Brasil X X
Oecomys paricola TC101 Primavera, Para, Brasil X
Oecomys paricola TC119 Primavera, Para, Brasil X
Oecomys paricola TC122 Primavera, Pard, Brasil X
Oecomys paricola TC135 Primavera, Par, Brasil X
Oecomys paricola TC61 Primavera, Para, Brasil X
Oecomys paricola TC67 Primavera, Pard, Brasil X
Oecomys paricola TC72 Primavera, Pard, Brasil X X
Oecomys paricola TC75 Primavera, Para, Brasil X X
Oecomys paricola TC77 Primavera, Para, Brasil X
Oecomys paricola TC80 Primavera, Pard, Brasil X
Oecomys paricola TC81 Primavera, Para, Brasil X
Oecomys paricola TC82 Primavera, Para, Brasil X
Oecomys paricola TC83 Primavera, Paré, Brasil X
Oecomys paricola TC98 Primavera, Paré, Brasil X
Oecomys paricola UTP119 Rio Teles Pires, Paranaita, Mato Grosso, Brasil X
Oecomys paricola UTP156 Rio Teles Pires, Paranaita, Mato Grosso, Brasil X
Oecomys paricola UTP666 Rio Teles Pires, Paranaita, Mato Grosso, Brasil X
Oecomys paricola UTP668 Rio Teles Pires, Paranaita, Mato Grosso, Brasil X




Taxon Voucher Localidade Cytb  D-loop
Oecomys paricola UTP669 Rio Teles Pires, Paranaita, Mato Grosso, Brasil X X
Oecomys paricola UTP685 Rio Teles Pires, Paranaita, Mato Grosso, Brasil X

Oecomys auyantepui CN89 Floresta Estadual de Trombetas, Obidos, Par4, Brasil X X
Hylaeamys megacephalus AGPM29 Acara, Pard, Brasil X
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Apéndice B - Lista das amostras obtidas no Genbank e utilizadas nas analises da espécie Oecomys paricola.

Espécie

NUmero do GenBank

Espécie

NuUmero do GenBank

Scolomys juruaense
Oreoryzomys balneator
Oligoryzomys stramineus
Oligoryzomys rupestris
Oligoryzomys nigripes
Oligoryzomys microtis
Oligoryzomys fulvescens
Oligoryzomys fornesi
Oligoryzomys flavescens
Oligoryzomys destructor
Oligoryzomys andinus
Sooretamys angouya
Holochilus vulpinus
Sigmodontomys alfari
Neacomys dubosti
Microryzomys minutus
Melanomys idoneus
Lundomys molitor
Amphinectomys savamis

AF527420
EU579510
JQ013747

JQ013763

GQ259906
EU258549
EU294252
HQ890935
JQ013746

EU258544
GU393999
EU579512
KP970141
EU340016
FM210781
EU258535
EU340024
KP970126
EU579480

Zygodontomys microtinus
Transandinomys talamancae
Sigmodontomys aphrastus
Oryzomys azuerensis
Pseudoryzomys simplex
Holochilus sciureus
Holochilus chacarius
Holochilus brasiliensis
Handleyomys melanotis
Euryoryzomys russatus
Eremoryzomys polius
Nesoryzomys fernandinae
Nephelomys albigularis
Nectomys squamipes
Drymoreomys albimaculatus
Cerradomys akroai
Oecomys paricola

Oecomys paricola

Oecomys paricola

EU652766
KP778208
JF693877
EU074669
EUS579517
KP970151
KP970167
EU579496
KP778462
EU579486
GU126540
EU579506
KP778461
EU340012
GU126516
KP122218
HM594592
HM594593
HM594589
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Espécie Numero do GenBank Espécie Numero do GenBank

Aegialomys galapogensis EU579478 Oecomys paricola HM594590
Euryoryzomys macconnelli EU579484 Oecomys paricola HM594591
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Capitulo 04 - Marcadores SNPs para caracterizacdo de estrutura
populacional e identificacdo de individuos de Oecomys paricola utilizando

sequenciamento de nova geracdo baseado em ddRAD
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RESUMO

Nos desenvolvemos marcadores SNPs para o roedor Oecomys paricola utilizando
sequenciamento de nova geracdo. Foi efetuada a genotipagem baseada em digestdo dupla
associada a sitios de restricdo de DNA (ddRAD) para 20 individuos usando lonTorrent PGM.
As sequéncias geradas foram analisadas através dos scripts disponiveis para o programa
Stacks. Foram encontrados 26173 tags com 13169 sitios polimorficos. ldentificamos 2605
SNPs privados para as trés linhagens previamente estabelecidas de Oecomys paricola, com
todas apresentando SNPs fixos. As estatisticas populacionais também foram calculadas. N&s
confeccionamos primers para 63 SNPs, que poderdo ser utilizados em métodos de

genotipagem baseados em PCR tradicional.
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NOTA

Roedores do género Oecomys possuem 18 espécies reconhecidas atualmente com
distribuicdo abrangendo boa parte da América do Sul e a regido sul da América Central
(Carleton e Musser, 2015; Pardifas et al., 2016; Rocha et al., 2018). Eles possuem habitos
arboricolas e estdo presentes em formacoes florestais nos mais variados biomas da América
do Sul (Bonvicino et al., 2008; Oliveira e Bonvicino, 2011). Ha nove espécies de Oecomys na
Amazonia, dentre as quais estd Oecomys paricola. Esta espécie ocorre ao sul do rio Amazonas
e leste do rio Tapajos, incluindo a zona de transicdo entre os biomas Amazonia e Cerrado
(Bonvicino et al., 2008; Rocha et al., 2011). Taxonomicamente, O. paricola ainda necessita
de revisdo, ja que o mais recente trabalho (Rosa et al., 2012) sugeriu a existéncia de espécies
cripticas dentro do taxon. Neste sentido, os marcadores moleculares de tipo gendmico (e. g.
SNPs) tém se tornado uma ferramenta de grande poder estatistico e utilidade para auxiliar na
identificacdo preliminar de processos de especiacdo por eventos adaptativos ou neutros (Teng
et al., 2017). De fato, abordagens de genémica populacional baseadas em sequenciamento de
nova geracdo podem facilitar a identificacdo de marcadores Uteis para o entendimento de
eventos de especiacao (incipientes ou ndo), identificar fluxo génico entre espécies irméds ou
muito relacionadas e para discriminar populacdes e individuos (Martin et al., 2013; Malde et
al., 2017; Teng et al., 2017). O objetivo deste estudo foi identificar Polimorfismos de
Nucleotidio Unico (SNPs) que permitam estudos de genética populacional, filogenéticos e de
atribuicdo de individuos em linhagens de O. paricola previamente determinadas.

Foram utilizadas 20 amostras de O. paricola de trés linhagens previamente
identificadas (Fig. 1). Todas as amostras foram provenientes das cole¢bes zooldgicas da
Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT) e Universidade Federal do Pard (UFPA). O
DNA foi extraido conforme o protocolo de fenol cloroférmio descrito por Sambrook et al.
(1989). Realizamos adaptacdes no protocolo de Peterson et al. (2012) para a confecgdo da
biblioteca gendmica. Inicialmente nos digerimos 200 ng de DNA por amostra com as enzimas
Sdal e Csp6l (Thermo Fisher Scientific, Inc.) e realizamos a ligagdo dos adaptadores “P” para
lon Torrent e adaptadores com barcode “A”. A reagdo de digestdo/ligacao foi realizada
durante trés horas a 37°C. Apos a digestdo/ligacdo foram realizadas quatro PCRs para cada
amostra com os primers P1 e A-amp e 0 seguinte protocolo de amplificacdo: 18 ciclos de
93°C por 10 segundos, 52°C por 35 segundos e 68°C por 90 segundos, com extensao final de
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68°C por sete minutos. Todas as réplicas foram unidas e posteriormente foram visualizadas
em gel de agarose a 1%.

As amplificagbes foram quantificadas no Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific,
Inc.), unidas de maneira equimolar para posterior purificagdo com Agencourt AMPure XP
(Beckman Coulter, Inc.). Para a PCR de enriquencimento realizada no lon PGM Hi-Q OT2
foram selecionados fragmentos de aproximadamente 400 pb através do Pippin Prep (Sage
Science, Inc.). Posteriormente foi realizado o sequenciamento no lon PGM System (Thermo
Fisher Scientific, Inc.) com o uso do lon PGM Hi-Q Sequencing Kit (Thermo Fisher

Scientific, Inc.) e do Chip lon 318 v2 (Thermo Fisher Scientific, Inc.).
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Figura 1 - Distribuicdo dos individuos das trés linhagens de Oecomys paricola previamente identificadas para as quais foram desenvolvidos marcadores SNPSs.
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O sequenciamento de novo das 20 amostras de Oecomys resultou em 5376331
leituras. O arquivo BAM gerado pelo lon PGM System foi submetido a analise no programa
Stacks 1.46 (Catchen et al., 2013). As amostras foram separadas conforme os barcodes
utilizados no sequenciamento e as leituras com valores de Phred score abaixo de 20 foram
descartadas através do script process_radtags.pl. Utilizamos o script denovo_map.pl para a
confeccdo dos arquivos com todos os SNPs e loci por amostras com cobertura minima de 5X
por alelo. O script population.pl foi utilizado para os calculos estatisticos populacionais
utilizando no minimo 90% dos individuos em cada linhagem e frequéncia alélica de no
minimo 0.01. Todos os scripts utilizados estdo disponiveis no Apéndice A.

Os SNPs fixos das trés linhagens foram selecionados para o desenho de primers
que permitam a identificacdo de cada um através de PCR em tempo real e sequenciamento
tradicional pelo método de Sanger. Os primers foram desenhados no programa Primer3
(Untergasser et al., 2012) implementado no Geneious 7.1.3 (Kearse et al., 2012).
Confeccionamos um total de 63 primers para os SNPs das trés linhagens (Tabela 1). Anélise
discriminante de componentes principais (DAPC) foi usada para avaliar a aplicabilidade dos
loci de SNP selecionados na separacdo das linhagens de O. paricola (Jombart, 2008; Jombart
etal., 2010).

Tabela 1 — Marcadores SNPs Uteis na identificacdo e designagdo de individuos para as
linhagens de Oecomys paricola através do sequenciamento tradicional de Sanger ou método baseado
em PCR de tempo real. Os nomes dos primers em negrito representam aqueles exclusivos para o
sequenciamento pelo método de Sanger.

SNP Primer (5°-3%) Identificacdo  Posicdo SNP  Linhagem
ID da tag do SNP
(bp)

018 F-TGACACAGTTAAGCCCAGAATCTAC 18 37 Cl- L1
R-CCTGTCTGAAGGGCTCATGG

0437 F-ATGGGGCTTGGGAGTATAGAG 437 53 G- L1
R-TGCTTTGCTAGGCACTCAGT

0519 F-CAGGTATGTCTAGTCGATAAC 519 136 Cl- L1
R-CCGCCTTTGGGAGTTAGGAG

01062 F-GATTACTCATAGTTAGAGAGCAT 1062 19 T/- L1

R-AAGCCATCCAGGTGTTCTGC
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SNP Primer (5°-3) Identificacdo  Posicdo SNP  Linhagem
ID da tag do SNP
(bp)

01217 F-GGAACATGGTCAGATATGAG 1217 84 G- L1
R-CCTGTTTTCCACCCTTATTTGTGT

01275 F-TTAGAACCAGCGTGCGC 1275 59 Cl- L1
R-TGGAAACCATCAAGCAGGCA

01803 F-TGTTGAAAGAAGGCTGTTGCT 1803 161 T/- L1
R-TCTTGTAGACCTGATTTGAGAGA

02543 F-GCCTGAAGATGTAAAGCTTCTTGCA 2543 121 Al- L1
R-CATTCCTTGCATGGCTGTCG

02768 F-TGTAGGTATGCAACACTACGGCT 2768 118 TI- L1
R-TGTCAAGCACGACTGTGGAG

03170 F-GAATCCCAAGGTCCTGAGAACT 3170 150 TI- L1
R-ATCCTCTACAAATCCTAGAACAACT

03499 F-GCCAGCCTGGTTTACAAAGT 3499 136 TI- L1
R-GCCCTTAGCTGTCCAGGAAC

03579 F-CATAGTCCTTTTCTGTGTTAGGTCAC 3579 47 Cl- L1
R-GCAGTTGGCCATGAAATCCG

03722 F-AGAGTTCCTGGGTCTCTGCT 3722 100 T/- L1
R-AAAAGGGAGTGAGAATAAGGCA

03782 F-CGGGAAGATGCTTGTTCTGA 3782 58 Al- L1
R-CTGTGGGCTGGAAGGGAAG

03811 F-GAGCACTCGGGTTCTCCAT 3811 147 T/- L1
R-GGACCTCAAAATCCCCAGCA

03877 F-TTGGGGTCCTCTTTGCATT 3877 125 T/- L1
R-TCTTGTGTTGGGATTTCTTCA

04380 F-AAGTTCATCTTCTAGCCCTTTGTCT 4380 60 T/- L1
R-ATGTTGAGTGCATCCTGCCA

04390 F-ATGGAACTATTCTCGAAGTCAACATA 4390 187 Al- L1
R-TGGGTTATGTTGACTTCGAGA

04427 F-GCCCTCAGAAGGCTGTCAT 4427 159 T/- L1
R-CAAACTAACCACACATGAGCCC

01592 F-GGGGCTGGCAGAAAAGAAAG 1592 142 Al- L1

R-ATTTGTTTGGCTGGTTGTTGT
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SNP Primer (5°-3) Identificacdo  Posicdo SNP  Linhagem
ID da tag do SNP
(bp)

02337 F-TGTGTCAAGTTAACCAGGACAGT 2337 139 Al- L1
R-CTCTAGTCACCCTGAAGCCTTTT

03569 F-ACAACCAACAGCCATTAGGT 3569 17 Al- L1
R-AGACCACATTCATCTTCTCAACCT

03820 F-GCCAGCCTGGTCTACAAAGT 3820 158 Gl- L1
R-TCTGTATGAAGCAGAGCCTGTC

0236 F-CACAATGCATCAGGGGAG 236 59 G- L2
R-AGCACCCCTGCCCTATTTTC

0722 F-TGCCTGCTTAGAGTGCACG 722 38 G- L2
R-TACCACTCCCAGCCACACTA

0989 F-CTGTCCTGCCATGTGACCTAT 989 183 TI- L2
R-ACACAGGTGAGCCATAGGTC

01198 F-CTGGGAAGAGGGAATCACAATTG 1198 164 G/- L2
R-TGCCACAAGGTGTAGATGCA

01238 F-AAGACACAGATCCCACGGTAAG 1238 156 G- L2
R-GGGTGGCAGTTTGGAGTTCT

01467 F-GGAGAACATATAACAGACATTACCTATCC 1467 136 Cl- L2
R-TGTTACTCCAACAGTGGGCT

01592 F-TTGGAATAAAATACATAGCAACAAA 1592 149 Al- L2
R-AATGCACCTCTGGAAGTGTT

02223 F-CCCATCTCTCCTGTCTCATCTG 2223 163 G- L2
R-GCGAAAGAGCTAAACAAGAACTCC

02316 F-GGATAACACTCTCACCAAACAAAAC 2316 158 Cl- L2
R-TCCCACCTAGGAACCTACCA

02793 F-GGTGGTCACTTTGGGTGG 2793 41 G- L2
R-ATAAAGTCTGCACGTGGGCA

02970 F-CCTCGGCATTGTGAGCAG 2970 132 G/- L2
R-CAGGCTAAGTGGGAGCTCAC

04050 F-AAGAAAATGGTGTCCAAAAGGATA 4050 30 Al- L2
R-CCTCCAACAAGACCACTCCC

04238 F-CTGTGTCTCCTACCTTGCCC 4238 83 Cl- L2

R-GCAGGATTGTTCCCTCCCAA
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SNP Primer (5°-3) Identificacdo  Posicdo SNP  Linhagem
ID da tag do SNP
(bp)

04273 F-GAACTCTGGAGCTGGAGTTACA 4273 44 Al- L2
R-GACCCGAGTTCAGTTCCCAG

04530 F-GTAACCCTCCTGTCTTCCTAGTG 4530 147 G- L2
R-ACCAGGCATGATAGCACACA

04605 F-ACCTGTGTGGGCTGTGACTA 4605 20 Al- L2
R-AGCAGGGCATGGTTAACTCC

04792 F-TGCTCTGTTACACTTCTTCTCCTG 4792 145 G- L2
R-ACTGAAAGAAAAGAACTGACAACTGT

05159 F-CTGGGCCCTTCCACATTAATCATT 5159 159 TI- L2
R-AGCCTGCAGTGCATTCTCTT

05227 F-AGTCATTTTTATGCCCTATCCCT 5227 39 TI- L2
R-GCCCTCCCTCTTCTCTGAGA

08041 F-AACTACTGAGTTAAACTTGCAGACACAT 8041 133 TI- L2
R-TGACTGATGAAAGATTGGTGATGC

03169 F-CAGTCACTTCAGCCCTCTGG 3169 133 Al- L2
R-CCTCTCAGGGAATCACGAGGT

03551 F-CCCCAGGGTTTGAGTCTTATCT 3551 14 Al- L2
R-CAGCTTCCACCAAAAGATAAGACT

04380 F-GCCCTTTGTCCCTACCACTC 4380 103 Al- L2
R-CCAGGATGTGAGCAGAGACTTT

04390 F-TACCAACTGAGCTGCATCCC 4390 148 Al- L2
R-GAGAATAGTTCCATGACATTTGTTTAAT

0150 F-CTGGAAGTAAGGCTTGGTCTC 150 116 Cl- L3
R-GTCCAGGACTGTCACTGCTC

0529 F-CACCAACTCACCAATTCTACCA 529 182 Al- L3
R-TGTGTGATCTATTTGGTAGAATTGGTG

0639 F-TGCTTCGGGGGATAGGTGTA 639 176 Al- L3
R-TCTAGAAGTTCACTAGATTCT

01227 F-AAAAGGAACTGGGATTGGCTAT 1227 138 T/- L3
R-CCCGGTTCATGAGTGTTGGA

01659 F-TTAAAAGATGTTTATTATTTACCTGTCTCG 1659 75 G- L3

R-TCTCCTTACTGGGTTTCCATGT
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SNP Primer (5°-3) Identificacdo  Posicdo SNP  Linhagem
ID da tag do SNP
(bp)

01661 F-CCACATTCAGAGAGTCTAG 1661 85 G- L3
R-CACAGAGTCAGCTGACCGAG

02975 F-CCTATAGAGACCCAGCATTGC 2975 39 Cl- L3
R-TGAACACAGCGTCCTCAGAC

03655 F-ATTACATCTTCCCTTCAGCTTCAT 3655 21 T/- L3
R-AGGGACTGCTTACCTCCCTT

03680 F-TGCTTCGGGGGATAGGTGTA 3680 176 Al- L3
R-CTAGAAAGTTCACTAGATTCT

03794 F-CCATCCATGCTGATGTCCTT 3794 95 T/- L3
R-ACCAGCACAAGAATGACAGA

04121 F-TGTCCAGGCTCCTTCAAGC 4121 90 Cl- L3
R-AACTGCTGGGACATGAGCTC

04151 F-GGGAAGGACAGGATGGC 4151 97 Cl- L3
R-CTGAGGACATGAAGGCAGCA

04553 F-TCATGCTTAAGCTCCATGG 4553 108 G- L3
R-GAGCACAAGGGTCAGGAGTG

0989 F-TTATCACAGCTGCTCAGGCC 989 64 G/- L3
R-GGCTAATATAAGTGTCTGAGTCAC

01901 F-ACATGGTATGTCCCTGAGAAAAGT 1901 139 Al- L3
R-GTCTTGGAGAATACTTACTAT

03241 F-CTGCTGGTTAGACTTGGGGG 3241 106 Al- L3

R-CCCTCCGCTAATAAATGAGTGT

As analises realizadas no Stacks resultaram em 3995121 leituras, com 26173 tags

de cobertura maior que 5X contendo 13169 sitios polimorficos. As tags resultaram em 721

loci e 8850 SNPs. Foram encontrados 2605 SNPs privados nas trés linhagens estudadas,
sendo 747 SNPs na linhagem L1, 739 SNPs na linhagem L2, 1119 SNPs na linhagem L3.
Todas as linhagens apresentaram SNPs fixos, sendo: 40 para L1, 16 para L2 e 25

para L3. O resultado do DAPC mostrou que os SNPs selecionadas foram capazes de separar

os individuos em trés grupos, os quais coincidem com as trés linhagens de O. paricola (Fig.

2)
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Este estudo documentou SNPs altamente informativos para as populagdes de

Oecomys paricola, proporcionando um método rapido para a identificacdo das linhagens e

atribuicdo de individuos deste roedor as mesmas.

L1 . L2

L3

..

ME

DA eigenvalues

L2

Figura 2 - Analise discriminante de componente principal (DAPC) usando 63 loci de SNPs para as trés

linhagens de Oecomys paricola (L1, L2, L3). Os pontos representam os individuos.
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APENDICE

Apéndice A - Script da linha de comando usado no programa Stacks (process_radtags.pl,

denovo_map.pl and population.pl) para identificacdo dos SNPs de Oecomys paricola.

o Process_radtags Oecomys:
process_radtags -p raw/ -o results/ -b barcodes/oecomys_barcodes -c -q -r -t 200 -e sbfl --

inline_null --disable_rad_check

e Denovo:
denovo_map.pl -0 denovo/ -O mapas/oecomys -T 4 -m 5 -M 2 -N 4 -t -b 1 -B
oecomys_radtags --create_db -D "Genetic Map RAD-Tag Samples” --bound_low 0 --
bound_high 1 --alpha 0.05 -X "ustacks:--model_type bounded" -X "ustacks: -d" -X "ustacks:-

-max_locus_stacks 2" -X "ustacks: -r" -s results/

« Populations:
populations -b 1 -P denovo/ -M mapas/mapa_oecomys -t 4 -p 4 -m 2 -a 0.01 -r

0.90 --genepop --vcf --fstats --fasta --fasta_strict
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CONSIDERACOES FINAIS

Nos capitulos anteriores foram descritos os padrbes filogeograficos de quatro
espécies de pequenos mamiferos ndo-voadores (Marmosa murina, Marmosops pinheiroi,
Hylaeamys megacephalus e Oecomys paricola) que apresentam distribuicdo na porcéo leste
da Amazbnia. Buscou-se descrever 0s processos responsaveis pela diversificagdo de cada
espécie assim como, foram implementadas analises de delimitacdo de espécies através de
dados moleculares para embasar sugestfes de adequacao taxondmica.

Os resultados deste estudo mostram que, em relagdo a Marmosa murina e
Hylaeamys megacephalus, ambas as espécies apresentam quatro linhagens principais, sendo
identificadas as linhagens NA (Escudo da Guiana), “M. tobagi” (restrita as ilhas de Trinidad e
Tobago), AF (Mata Atlantica) e BS (Escudo Brasileiro) para a primeira, e as linhagens NA
(Escudo das Guianas), BL (Belém), BS1 e BS2 (ambas no Escudo Brasileiro) para a segunda.
A diversificacdo de M. murina iniciou a partir de 1,18 Ma, com a separacdo das linhagens do
norte e sul do rio Amazonas, enquanto a diversificacdo de H. megacephalus ocorreu a partir
de 1,04 Ma, com a separacdo da linhagem BL das demais. Apesar da diversificacdo de ambas
as espécies terem ocorrido durante o Pleistoceno, pudemos verificar que elas apresentam
histérias evolutivas distintas, inclusive com origens estimadas distintas para as
linhagens/espécies presentes na Amazonia e Mata Atlantica. Sugerimos a existéncia de trés
espécies dentro do tdxon M. murina: M. murina (linhagem NA), M. parata (linhagens BS e
AF) e M. tobagi (linhagem “M. tobagi”). Para o tdxons H. megacephalus sugerimos a
existéncia de trés espécies, H. megacephalus (linhagens BS1 e BS2), H. velutinus (caso seja
confirmado que a linhagem NA é a mesma presente nas ilhas de Trinidad e Tobago) e mais
uma espécie necessitando ser descrita para a regido de Belém (linhagem BL).

Em relacdo a Marmosops pinheiroi, identificamos seis linhagens: BL (Belém),
ITX (interflavio Tocantins — Xingu), MA (Marajd), NA (Escudo da Guiana), METJ (margem
esquerda dos rios Tapajos/Juruena) e ITJIX (interfldvio Tapajés/Juruena - Xingu). A
diversificacdo de M. pinheiroi iniciou durante o Plioceno com a separacdo de dois clados
principais, um com as linhagens METJ e ITJX, e outro com as linhagens BL, ITX, MA e NA.
Todos os outros eventos ocorreram durante o Pleistoceno, com datas a partir de 1,56 Ma. A
estruturacdo genética presente em M. pinheiroi esta relacionada com os rios ao leste do

Madeira e com o rio Amazonas. A dicotomia inicial pdde ser relacionada a um evento de
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vicariancia relacionado com o estabelecimento do rio Amazonas. Todos 0s outros eventos de
diversificacdo foram recuperados como resultados de disperses para margens opostas dos
rios. Sugerimos a existéncia de quatro espécies em M. pinheiroi, a saber: M. pinheiroi
(linhagem NA), M. woodalli (linhagen BL, ITX e MA) e mais duas espécies em margens
opostas do rio Tapajos (linhagens METJ e ITJX) que ndo possuem nomes disponiveis.

Por fim, em relagdo a Oecomys paricola, nossas analises baseadas em marcadores
mitocondriais acusaram a existéncia de quatro linhagens (MDTO, IXTA, ITOX e ARTP).
Porém, os dados de RADseq apontaram a existéncia de trés linhagens (MDTO, IXTA e
ITOX), com os individuos da linhagem mitocondrial ARTP sendo incluidos na linhagem
IXTA. Foi identificado fluxo génico através dos dados de RADseq somente entre as linhagens
ITOX e IXTA. A estimativa do tempo de divergéncia em O. paricola foi recuperada para o
Pleistoceno, com todos os eventos de diversificacdo ocorrendo a partir de 0,61 Ma. A
reconstrucdo de area ancestral apontou que houve eventos de vicariancia e dispersao
mediando a evolucdo deste tdxon. Nossa andlise de delimitacdo de espécies através de
RADseq apontou a existéncia de trés provaveis espécies, coincidentes com as linhagens
encontradas nas andlises filogenéticas. O nome O. paricola pbéde ser associado com a
linhagem MDTO, mas as outras duas espécies sugeridas (linhagens ITOX e IXTA) ndo
possuem nomes disponiveis.

Os resultados documentados aqui apontam a importancia dos rios Amazonas,
Tapajos, Xingu e Tocantins na diversificacdo dos pequenos mamiferos ndo-voadores. Fica
evidente a importancia da dispersdo na origem e estabelecimento das linhagens em todas as
espécies estudadas, porém ndo podemos excluir eventos vicariantes, principalmente para as
divergéncias que ocorreram no Plioceno, como mostraram as analises com Marmosops
pinheiroi, e para algumas que ocorreram no Pleistoceno, como as obtidas em analises com
Oecomys paricola e Marmosops pinheiroi. Toda a historia recuperada pelos marcadores
moleculares nos levam a conclusdo de que a diversificacdo para este grupo de mamiferos
presente na Amazdnia € complexo e produto de varios processos. Por fim, também
identificamos 17 linhagens entre todas as espécies analisadas, das quais nove podem ser

revalidadas ou descritas.
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