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RESUMO

Thaptomys Thomas, 1916 é um género de roedor monotipico endémico da Mata Atlantica. Apesar da
baixa diferenciacdo morfologica, dados citogenéticos e moleculares sugerem uma diversidade
subestimada para esse taxon. Assim, o presente trabalho testou a hipotese de que Thaptomys néo seja
monotipico, a partir de uma analise integrativa, com dados citogenéticos, morfométricos (dados
secundarios), moleculares e de modelagem de nicho, realizando uma revisdo taxonémica ampla para o
género. Foram analisados 201 espécimes (141 cariotipados) de 26 localidades, desde Una/BA até San
Raphael, no Paraguai. Bandeamento G e C, FISH com sondas teloméricas e pintura cromossémica
permitiram a caracterizacdo de cinco cariotipos novos, descritos pela primeira vez: 2n=48/FNa=52,
2n=49a/FNa=52, 2n=49b/FNa=52, 2n=50/FNa=52, 2n=51/FNa=52. Nossos dados sugerem que
rearranjos do tipo fusdes céntricas de quatro pares acrocéntricos (1+15 e 3+4) geraram um par
metacéntrico e outro submetacéntrico grandes, em combinagdes homozigoéticas e heterozigoticas em
2n=48-51/FNa=52. Além disso, investigamos mais detalhadamente os mecanismos de diferenciacao entre
0s cariotipos de 2n=50/FNa=48 e 2n=52/FNa=52 através da pintura cromossémica, e identificamos um
rearranjo complexo envolvendo fissdo céntrica desigual de cada homélogo do metacéntrico 25 pequeno,
seguido de uma fusdo em tandem de cada bracgo derivado do 25 nos pares acrocéntricos 2 e 23. As analises
filogenéticas (Cytb) recuperaram um “Clado Norte” de abrangéncia geografica ampla, desde Una/BA
(2n=50/FNa=48), Luminarias/MG (2n=48-51/FNa=52), até Tapirai/SP (2n=52/FNa=52) e as demais
amostras formaram uma politomia (“Sul”), desde Tapirai/SP (2n=52/FNa=52) a San Raphael e Limoy
(Paraguai, sem cari6tipo), que divergiram em 2,15%. Espécimes com diferentes cari6tipos ndo foram
recuperados como monofiléticos, embora espécimes com 2n=50/FNa=48 tenham formado dois clados
distintos e exclusivos. As analises populacionais (CytB e seis loci de microssatélite) indicaram Una/BA
(2n=50/FNa=48) como uma populacéo distinta das demais, divergindo em 1,89% de 2n=52/FNa=52 e
1,2% de 2n=48-51/FNa=52, sem compartilhamento de haplétipos com outro cari6tipo ou localidade.
Morfologicamente, espécimes com 2n=48-51/FNa=52 ndo apresentaram nenhuma distingdo daqueles
com 2n=50/FNa=48 e 2n=52/FNa=52 e estdo isolados geograficamente. A distribuicdo geogréfica dos
diferentes cariétipos mostra que eles nunca foram detectados em simpatria, que ndo ha evidéncias de
hibridos entre eles e que parecem estar isolados geograficamente, ja que Una/BA (2n=50/FN=48) dista
em 938 km de LuminariassMG (2n=48-51/FNa=52), e 500km de Santa Teresa/ES (2n=52/FNa=52). A
fixacdo de um rearranjo cromossémico com alta frequéncia em uma populacéo, como as fissdes céntricas
e fusbes em tandem, observados em espécimes com 2n=50/FNa=48, acarretaria na separacdo das
populacdes de Thaptomys em subgrupos ndo intercruzantes (com e sem 0 rearranjo cromossomico),
representando uma barreira ao fluxo génico, como sugerido no modelo de especiagdo peripatrico. Assim,
populacbes fundadoras de pequeno tamanho tenderiam a representar espécies distintas, sendo o
cromossomo o fator desencadeador desse processo. A falta de resolucdo filogenética em recuperar
espécimes com diferentes caridtipos como monofiléticos, somada & distingdo morfoldgica sutil (ndo
significativa), pode indicar um processo de especiacdo abrupto, deflagrado pelos rearranjos
cromossdmicos complexos em que as linhagens nédo tiveram tempo de acumular diferencas. Diante desses
dados, propdem-se uma interpretacdo taxondmica bem mais complexa, em que Thaptomys seria
representado por duas espécies, sendo (I) Thaptomys sp. n., com 2n=50/FNa=48, exclusivo de Una, na
Bahia; e (I1) Thaptomys nigrita, apresentando polimorfismo cromossémico, com 2n=48-52/FNa=52, com
trés subespécies, sendo (111) Thaptomys nigrita ssp. n., com 2n=48-51/FNa=52, exclusiva de Luminarias,
em Minas Gerais, (IV) Thaptomys nigrita nigrita (subespécie nominotipica; 2n=52/FNa=52), ocorrendo
de Santa Teresa (ES) ate Tapirai (SP) e (V) Thaptomys nigrita subterraneus (2n=52/FNa=52), de Pilar do
Sul (SP) & San Raphael (Paraguai).

Palavras-chave: especiagdo, citotaxonomia, taxonomia integrativa, Mata Atlantica.



ABSTRACT

Thaptomys Thomas, 1916 is a monotypic rodent genus endemic from Atlantic Forest. Despite the low
morphological differentiation, cytogenetic and molecular data suggest an underestimated diversity for this
taxon. Thus, the present work tested the hypothesis that Thaptomys is not monotypic, from an integrative
analysis, with cytogenetic, morphometric (secondary data), molecular and niche modeling data,
performing a broad taxonomic revision for the genus. We analyzed 201 specimens (141 citogenectilly) of
26 localities, from Una/BA to San Raphael, Paraguay. G and C banding, FISH with telomeric probes and
chromosome painting allowed the characterization of five new karyotypes, described for the first time:
2n=48/FNa=52, 2n=49a/FNa=52, 2n=49b/FNa=52, 2n=50/FNa=52, 2n=51/FNa=52. Our data suggest
that centric fusions of four acrocentrics pairs (1+15 and 3+4) generated a large metacentric and other
submetacentric pairs, in homozygous and heterozygous conditions, combinations at 2n=48-51/FNa=52.
In addition, we refined the mechanism of differentiation between karyotypes of 2n=50/FNA=48 and
2n=52/FNa=52, as a complex rearrangement involving unequal centric fission of each small metacentric
25 homologue, followed by a tandem fusion of each arm derived from 25 in the acrocentric pairs 2 and
23. Phylogenetic analyzes (Cytb) recovered a "Noth Clade™ of wide geographic range, from Una/BA
(2n=50/FNa=48), LuminariassMG (2n=48-51/FNa=52) to Tapirai/SP (2n=52/FNa=52) and the other
samples formed a politomy ("South"), from Tapirai/SP (2n=52/FNa=52) to San Rafael and Limoy
(Paraguay, without karyotype), which diverged by 2.15%. Specimens with different karyotypes were not
recovered as monophyletic, although specimens with 2n=50/FNa=48 formed two distinct and exclusive
clades. Population analysis (CytB and six microsatellite loci) indicated Una/BA (2n=50/FNa=48) as a
distinct population from the others, diverging in 1.89% from 2n=52/FNa=52 and 1.2% of 2n=48-
51/FNa=52, without sharing of haplotypes with another karyotype or locality. Morphologically,
specimens with 2n=48-51/FNa=52 did not present any distinction of those with 2n=50/FNa= 48 and
2n=52/FNa=52 and that are geographically isolated. The geographic distribution of the different
karyotypes shows that they were never detected in sympatry, that there is no evidence of hybrids between
them and that they seem to be geographically isolated, since Una/BA (2n=50/FNa=48) is distant in 938
km of Luminarias/MG (2n=48-51/FNa=52), and 500km from Santa Teresa/ES (2n=52/FNa=52). The
fixation of a chromosomal rearrangement with a high frequency in a population, such as the central
fissions and tandem fusions observed in specimens with 2n=50/FNa=48, would result in separation of
Thaptomys populations into non interbreeding subgroups (with and without chromosomal rearrangement),
representing a barrier to gene flow, as suggested in the peripatric speciation model. Thus, founding
populations of small size would tend to represent distinct species, the chromosome being the triggering
factor of this process. The lack of phylogenetic resolution in recovering specimens with different
karyotypes as monophyletic, added to the subtle (not significant) morphological distinction, may indicate
a process of abrupt speciation, started by complex chromosomal rearrangements in which the lineages did
not have time to accumulate differences. In view of the data, a much more complex interpretation is
proposed, in which Thaptomys would be represented by two species, being (I) Thaptomys sp. n., with
2n=50/FNa=48, exclusive from Una, Bahia; and (II) Thaptomys nigrita, presenting chromosomal
polymorphism, with three subspecies, being (I11) Thaptomys nigrita ssp. n with 2n=48-52/FNa=52,
exclusive from Luminarias, Minas Gerais, (IVV) Thaptomys nigrita nigrita (nominotypical subspecies;
2n=52/FNa=52), occurring from Santa Teresa (ES) to Tapirai (SP) and (V) Thaptomys nigrita
subterraneus (2n=52/FNa=52), from Pilar do Sul (SP) to San Raphael (Paraguay).

Keywords: speciation, cytotaxonomy, integrative taxonomy, Atlantic Forest



CAPITULO 1

KARYOLOGICAL DIVERSITY REVEALS TWO EVOLUTIONARY PATHWAYS OF
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RESUMO
Thaptomys nigrita Lichtenstein, 1830 é uma espécie de roedor semifossorial com ampla distribuicdo
geogréfica em todo o sudeste do Brasil, no norte da Argentina e no leste do Paraguai. Esta espécie
possui dois cariotipos: (I) 2n=52/FNa=52, que ocorre na maior parte da distribuicdo geogréafica
conhecida; e (11) 2n=50/FNa=48, observado em Una/Bahia, localidade mais ao norte com ocorréncia
da espécie. Os dados moleculares sugerem que cada cariotipo pertence a linhagens distintas, mas a
morfologia ndo d& suporte para esta suposicao. Aqui, foram analisados 141 espécimes cariotipados,
explorou-se novas localidades e novas evidéncias foram reveladas para entender a evolucao
cariotipica em Thaptomys. Bandeamento G e C, FISH com sondas teloméricas e pintura
cromossémica permitiram a caracteriza¢do de cinco cariétipos novos, descritos pela primeira vez:
2n=48/FNa=52, 2n=49a/FNa=52, 2n=49b/FNa=52, 2n=50/FNa=52, 2n=51/FNa=52. Nossos dados
sugerem que rearranjos do tipo fusdes céntricas de quatro pares acrocéntricos (1+15 e 3+4) geraram
um par metacéntrico e outro submetacéntrico grandes, em combina¢cdes homozigdticas e
heterozigoticas em 2n=48-51/FNa=52. Sequéncias teloméricas intersticiais (ITS) foram detectadas
nos cromossomos rearranjados. Além disso, refinamos o mecanismo de diferenciacdo entre os
cariotipos de 2n=50/FNa=48 e 2n=52/FNa=52, como um rearranjo complexo envolvendo fissdo
céntrica desigual de cada homdélogo do metacéntrico 25 pequeno, seguido de uma fusdo em tandem
de cada um brago derivado do 25 nos pares acrocéntricos 2 e 23. Os cariogrupos 2n=52/FNa=52,
2n=50/FNa=48 e 2n=48-51/FNa=52 nunca foram detectados em simpatria e ndo ha evidéncia de
hibridos entre eles. Propomos que duas vias conduzem a diferenciacdo do cariétipo em Thaptomys.
Além disso, a complexidade dos rearranjos nos levou a sugerir que ndo ocorre fluxo génico entre 0s
diferentes cariogrupos e que 0s rearranjos cromossomicos representam uma barreira reprodutiva.
Nesse cendrio, a possibilidade de que a diversidade em T. nigrita esteja subestimada, compreendendo
duas ou mais espécies, continua uma questdo aberta. No entanto, a eficacia dos cari6tipos atuando
como uma barreira reprodutiva deve ser considerada para investigagdes futuras por meio de anélises

morfoldgicas e filogenéticas.

Palavras-chave: citotaxonomia, Mata Atlantica, Akodontini, pintura cromossdmica.
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ABSTRACT

Thaptomys nigrita Lichtenstein, 1830 is a semifossorial rodent species with wide-ranging
distribution throughout southeastern Brazil, northern Argentina and eastern Paraguay. This species
has two karyotypes: (1) 2n=52/FNa=52, which occurs in almost all known distribution areas; (Il)
2n=50/FNa=48, observed in Una/Bahia, the northernmost locality of the species. Molecular data
suggests that each karyotype belongs to distinct lineages, but morphology does not support this
assumption. Here, we analyzed 141 karyotyped specimens, explored new localities and brought some
new evidences to understand the karyotype evolution in Thaptomys. G- and C-banding, FISH with
telomeric probes and chromosome painting allowed the characterization of five new karyotypes,
described for the first time: 2n=48/FNa=52, 2n=49a/FNa=52, 2n=49b/FNa=52, 2n=50/FNa=52,
2n=51/FNa=52. Our data suggest that in tandem rearrangements of four acrocentric pairs (1+15 and
3+4) generated two large metacentric and submetacentric pairs in homozygous and heterozygous
combinations in 2n=48-51/FNa=52 karyotypes. Interstitial telomeric sequences (ITS) were detected.
Also, we refined the mechanism of karyotype differentiation of 2n=50/FNa=48 from 2n=52/FNa=52,
as a complex rearrangement involving uneven Robertsonian rearrangements of each homologous of
the small metacentric 25, followed by an inverted tandem fusion of each 25-derived arm to the
acrocentric pairs 2 and 23. The karyogroups 2n=52/FNa=52, 2n=50/FNa=48 and 2n=48-51/FNa=52
have never been detected in sympatric, and there is no evidence of hybrids between them. We propose
that two pathways drove karyotype differentiation in Thaptomys. Moreover, the complexity of the
rearrangements led us to assert that no gene flow occurs among karyopopulations and the karyotype
represents a reproductive barrier. In this scenario, the possibility that T. nigrita might be composite,
embracing two or more species, remains an open question. However, the effectiveness of the
reproductive barrier shaped by karyotype divergence should be considered in the future, and this

would be evidenced by morphological and phylogenetics traits.

Keywords: cytotaxonomy; Atlantic Forest; Akodontini; chromosome painting.
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1. INTRODUCAO

The majority of studies in Thaptomys nigrita Lichtenstein, 1830 have focused on phylogenetic
hierarchy, morphological variation and karyotype description. Much less is known about the
chromosomal change mechanisms that engender new karyotypes. T. nigrita has been to date
associated with an invariable diplod number (2n) and fundamental number (FNa) 2n=52/FNa=52
karyotype, composed of 24 acrocentric and one small metacentric autosomic pairs, X acrocentric and
Y submetacentric, occurring in all known distribution areas of the species (Yonenaga 1975; Souza
1981; Fagundes 1993; 1997; Paresque et al. 2004).

However, in 2004, a distinct karyotype with 2n=50 and FNa=48 was described for the
northernmost record of distribution for the species, at the municipality of Una (Bahia, Brazil), located
at sea level, near the seashore. The sample from Una differed from others by having 24 acrocentric
autosomic pairs and no small metacentric pair (Ventura et al. 2004). Preliminary phylogenetic studies
found two clades, each one associated to a karyotype, and the disruptive distribution of the karyotypes
invoked the existence of a new species for the genus distinguished by the karyotype (Ventura et al.
2010).

T. nigrita is a 50-g semifossorial sigmodontine rodent with wide-ranging distribution in
southeastern Brazil, Argentina and eastern Paraguay (de la Sancha et al. 2017; Teta, Pardifias and
D’Elia 2015). It has low vagility, the home range of the species is assumed as less than 100 meters
(Hershkovitz 1998), and it has been found in mountain fields, mountain scrub, primary and secondary
forest (Bonvicino et al. 2002). Morphological analyses revealed slight variations in qualitative and
quantitative features of external and cranial morphology of representatives of the whole geographic
distribution from Brazil, including Una (Moreira and Oliveira 2011). However, morphology did not
support the split of the species into two (Moreira and Oliveira 2011), each one associated with a
different karyotype, as proposed by Ventura et al. (2010).

Considering that differences in karyotypes may act as a genetic barrier to avoid the
crossbreeding of 2n=52 and 2n=50 individuals, the chromosomal rearrangements that cause the
diversification of karyotypes can be associated with the process of speciation, as evoked by King
(1993).

In fact, once the chromosome rearrangement processes are acknowledged and are reasonably
considered, the postzygotic reproductive barrier model can be inputted as key in Thaptomys species
evolution. Thus, in the present study, we mapped the chromosomal rearrangements using
chromosome painting and telomeric probes and discussed the trends of karyotypic evolution in the

genus.
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2. MATERAIS E METODOS

Karyotyping was applied to 141 specimens from 25 localities in eight Brazilian states and one
province of Argentina (Figure 1.1; Table 1.1). Metaphases were obtained from in vivo bone marrow
or in vitro fibroblast culture cells, and analyses were performed using a Nikon Eclipse 50i microscope
equipped with a Spectral Imaging monochromatic digital camera and the software Case Data Manager
6.0 — Bandview. Comparative analysis of the karyotypes was based on differential chromosomal
staining (G- and C-banding), Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) with telomeric probes ("All
Telomere Probes", Oncor or “Telomere PNA FISH Kit/Cy3 - K 5326, Dako) and chromosome
painting with cross-species probing. The probe generation of chromosome painting from species-
specific Akodon paranaensis (APA; 2n=44) was performed by flow-sorted chromosomes at the
Molecular Cytogenetics Laboratory at University of Cambridge, UK, following Telenius et al. (1992),
Yang et al. (1995) and Ventura et al. (2009). In situ hybridization of the APA probes was performed
as previously described (Yang et al. 1995). Briefly, 1 uL of labeled PCR product were denatured at
37 °C for 30 min, and dropped onto slides that were denatured in 70% formamide/2x saline sodium
citrate (SSC) at 65 °C for 2 min. The cross-species hybridization was performed for 48—72 h at 37
°C. Post hybridization washes included 2x5-min incubations in 50% formamide/2xSSC at 42 °C
followed by 2x5-min incubations in 2x SSC and submerged for 4 min in 4xT (100 mL 20xSSC+400
mL H20+250 pL Triton X-100 Sigma-Aldrich). The biotinylated probes were detected with avidin-
Cya3 for single-color or avidin-Cy5 for multicolor FISH whereas FITC-labeled probes were visualized
with rabbit anti-FITC, followed by goat anti-rabbit antibody on both procedures. All slides were
counterstained with DAPI diluted with Vectashield and analyzed under a Zeiss Axiophot fluorescence
microscope equipped with software for image capture system (lIsis karyotyping system,

MetaSystems).
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Figure 1.1. Localities of 141 specimens of Thaptomys sampled in the present study, representing the greatest
sample karyotyped for this genus. Brazil: Bahia: 1 — Una; Espirito Santo: 2 — Santa Teresa; 3 — Domingos
Martins; 4 — Ibitirama; Rio de Janeiro: 5 — Itatiaia; Minas Gerais: 6 — Luminarias; S&o Paulo: 7 — Sdo Jodo
da Boa Vista; 8 — Santa Virginia; 9 — Salesopolis; 10 — Biritiba Mirim; 11 — Ibiuna; 12 — Cotia; 13 — Piedade;
14 — Tapirai; 15 — Pilar do Sul; 16 — Itapetininga; 17 — Ribeirdo Grande; 18 — Cap&o Bonito; 19 — Sete Barras;
20 — lguape; Parana: 21 — Ortigueira; 22 — Piraquara; Santa Catarina: 23 — Blumenal ; Rio Grande do Sul:
24 — Maquiné; Argentina: 25 — Misiones.
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Table 1.1. Karyotypes of Thaptomys with respective locality, number of individuals (sample) and

references.
Country State/Province Locality Karyotype” References
Sample 2n* FNa Autosomes
Bahia Una 7 50a 48 48A Ventura et al. 2004; Present study
Santa Teresa 17 52 52 48A+2m Present study; Paresque et al. 2004
Espirito Santo Domingos Martins 4 52 52 48A+2m Present study; Paresque et al. 2004
Dores do Rio Preto 5 52 52 48A+2m Present study
Rio de Janeiro Itatiaia 2 52 52 48A+2m Lena Gelse_ -
(personal communication)
3 48 52  2SM+2M+40A+2m Present study
2 49a 52 2SM+1M+42A+2m Present study
Minas Gerais Lumindrias 1 49b 52 1SM+2M+42A+2m Present study
1 50b 52 1SM+1M+44A+2m Present study
2 51 52 1SM+46A+2m Present study
Salesopolis 25 52 52 48A+2m Yonenaga, 1972; Souza, 1981
. Renata Pardini
Tapirai 3 52 52 48A+2m (personal communication)
Biritiba Mirim 2 52 52 48A+2m Ventura et al. 2010
BRAZIL Pilar do Sul 2 52 52 48A+2m Ventura et al. 2010
Piedade 1 52 52 48A+2m Renata Pardini
(personal communication)
S0 Paulo Sdo Jodo da Boa Vista 1 52 52 48A+2m Present study
Ibiuna 3 52 52 48A+2m Present study
Cotia 4 52 52 48A+2m Present study
Iguape 24 52 52 48A+2m Souza, 1981, Present study
Itapetininga 1 52 52 48A+2m Souza, 1981
Capdo Bonito 1 52 52 48A+2m Present study
Ribeirdo Grande 3 52 52 48A+2m Present study
Santa Virginia 2 52 52 48A+2m Di-Nizo et al. 2014
Sete Barras 3 52 52 48A+2m Fagundes, 1993
Paran Piraquara 7 52 52 48A+2m Present study; Hass et al. 2011
Ortigueira 3 52 52 48A+2m Ventura et al. 2010
Santa Catarina Blumenau 2 52 52 48A+2m Hass et al. 2011
Rio Grande do Sul Magquiné 9 52 52 48A+2m Present study
ARGENTINA Misiones - 1 52 52 48A+2m Suérez et al. 2015
TOTAL 141

!A=acrocentrics, SM=large submetacentrics, M=large metacentrics, m=small metacentrics.

* Sex chromosomes in all karyotypes are X=medium acrocentric and Y=small submetacentric.
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3. RESULTADOS

Karyotype diversity

Our analyses showed seven karyotypes with five diploid numbers varying from 2n=48 to 52
and two fundamental numbers, FNa=48 and 52 (Table 1.1). The 2n=52/FNa=52 and 2n=50/FNaA=48
karyotypes are identical to those already described, while five are described for the first time:
2n=48/FNa=52, 2n=49a/FNa=52, 2n=49b/FNa=52, 2n=50b/FNa=52 and 2n=51/FNa=52 (Figure
1.1a-e).

Twenty-seven chromosome pairs are acrocentric and invariable in all karyotypes (pairs 5 to 14
and 16 to 22 and 24 from 2n=52, see Table 1.2), with decreasing variation in size. The sex
chromosomes were also conserved in the karyotypes, as a medium acrocentric X and a small
submetacentric Y, both easily distinct from the autosomes.

Variations are observed on seven pairs (1 to 4 and 15, 23 and 25 from 2n=52 karyotype) that
are involved in rearrangements, spawning distinct chromosomes constitutions in each karyotype, as
follows. The 2n=52/FNa=52 karyotype (Figure 1.3a) has large acrocentric pairs 1-4, medium
acrocentric pair 15, small acrocentric pair 23 and the small metacentric pair 25. The karyotype
2n=50/FNa=48 (Figure 3b) has large acrocentric pairs 1-4, small acrocentric pair 15, but does not
have the small metacentric pair 25.

The karyotype 2n=48/FNa=52 (Figure 1.2a) has one large submetacentric pair, the result of a
Robertsonian rearrangement (Rb) of chromosomes 1 and 15 (1+15) and one large metacentric pair,
also a result of a Rb of chromosomes 3 and 4 (3+4). The Robertsonian rearrangements were confirmed
after banding pattern analysis (Figure 3c). Also, it has the acrocentric pair 2 and the small metacentric
pair 25.

The 2n=49a/FNa=52 (Figure 1.2b) has one submetacentric pair Rb1+15, one metacentric
chromosome Rb3+4, one of each medium acrocentric pairs 3 and 4, the large acrocentric pair 2 and
the small metacentric pair 25. The 2n=49b/FNa=52 (Figure 1.2c) has one metacentric pair Rb3+4,
one submetacentric chromosome Rb1+15, one of each medium acrocentric pairs 1 and 15, the large
acrocentric pair 2 and the small metacentric pair 25. The 2n=50/FNa=52 (Figure 1.2d) consists of one
Rb1+15, one Rb3+4, one of each acrocentric pairs 1, 3, 4 and 15, the acrocentric pair 2 and the small
metacentric pair 25. The 2n=51/FNa=52 (Figure 1.2e) showed one large submetacentric Rb1+15, one
of each acrocentric pairs 1 and 15, acrocentric pairs 2, 3 and 4, and the small metacentric pair 25.

The C-banding pattern revealed heterochromatic pericentromeric regions in all autosomes, in
the X chromosome and in the long arm of the Y. The heteromorphism in the size of the
heterochromatic block of pair 8 (Figure 1.3d) was found in about 20% of the 59 analyzed specimens,
including specimens with 2n=52, 2n=51 and 2n=49a/FNa=52.
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Table 1.2. Homologies among Thaptomys nigrita (TNI) karyotypes detected by chromosome painting of 23
Akodon paranaensis (APA; 2n=44) probes on 2n=52, 2n=50a and 2n=48-49a karyotypes.

Karyogroups
2n=52/FNA=52 2n=50/FN;=48 __ 2n=4851/FNA=52 APA probes

1 1 Long arm 1+15¢ APA 2
1° 1° Long arm 1+15P APA 9
2 2¢ 2 APA 4
3P 3r Long arm 3+4° APA 15
3¢ 3¢ Long arm 3+44 APA 18
4 4 Short arm 3+4 APA 5
5 5 5 APA 6
6 6 6 APA 1
7 7 7 APA 7
8 8 8 APA 8
9 9 9 APA 1
10 10 10 APA 3
11 11 11 APA 9
12 12 12 APA 3
13 13 13 APA 11
14 14 14 APA 12
15 15 Short arm 1+15 APA 13
16 16 16 APA 1
17 17 17 APA 14
18 18 18 APA 16
19 19 19 APA 17
20 20 20 APA 19
21 21 21 APA 10
22 22 22 APA 10
23 23° 23 APA 20
24 24 24 APA 7

Short arm 25 2° Short arm 25

Long arm 25 234 Long arm 25 APA 2L
X X X APA X
YP YP *x APA YY"

“ Ventura et al. (2012). ~Not analyzed. P proximal. ¢ distal.
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Figure 1.2. Karyotypic diversity of Thaptomys showing the variation of Robertsonian fusions between the five
new karyotypes. a. Karyotype of male with 2n=48/FNa=52, with larges submetacentric and metacentric pairs,
homozygote by centric fusion Rb1+15 and Rb3+4. b. 2n=49a/FNa=52, with large submetacentric pair Rb1+15,
one large metacentric chromosome Rb3+4 and one of each 3 and 4 chromosomes. c. 2n=49b/FNa=52, with
one large submetacentric chromosome Rb1+15, one of each 1 and 15 chromosomes and large metacentric pair
Rb3+4. d. 2n=50/FNa=52, with both Rb1+15 and Rb3+4 rearrangements in heterozygosis. e. 2n=51/FNa=52,
with one large submetacentric chromosome Rb1+15, one of each 1 and 15 chromosomes and 3 and 4
chromosomes pairs. f-k. Chromosome painting confirming the Robertsonian fusions that originate the Rb1+15
and and Rb3+4 chromosomes.
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Figure 1.3. G- and C-banded karyotypes of Thaptomys indicating the hybridization signals of APA probes beside the chromosomes. a. 2n=52/FNa=52 (female). b.

2n=50/FNa=48 (female). c. 2n=49a/FNA=52 (female) and 2n=48/FNa=52 (inset). d. 2n=49b/FN=52 C-banded, with heterochromatic blocks in centromeres regions

of all chromosomes, in long arm of Y and heteromorphism detected in 8 pair (inset).
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Chromosome painting

The chromosome painting analyses confirmed the Robertsonian rearrangements involving
chromosomes 1 and 15, and 3 and 4 on 2n=48 and 49 karyotypes (Figure 1.2f—k).

The painting of the 23 APA probes onto Thaptomys nigrita (TNI) chromosomes detected
homologies (Table 1.2; Figure 1.3a—c) that confirmed the conserved chromosome segments in TNI
karyotypes 2n=52/FNa=52 (TNI52), 2n=50/FNa=48 (TNI50), 2n=49a/FNa=52 (TNI49) and
2n=48/FNa=52 (TNI148).

The APA probe of chromosome 2 (APA2) hybridized distally onto the acrocentric autosome
1 of the TNI52 and TNI50 karyotypes. This segment is also homologous to the long arm of
metacentric Rb1+15 of the TNI49 and TNI48 karyotypes. The APA9 probe painted the proximal
regions of the acrocentric autosome 1 of the TNI52 and TNI50 karyotypes. The APA13 probe
hybridized to the completely acrocentric autosome 15 on TNI52, TNI50 and to the short arm of
Rb1+15 on the TNI49 and TNI48 karyotypes.

Similarly, the APA5 probe painted to the whole of autosome 4 on TN152, TNI50 and the long
arm of Rb3+4 on the TNI49 and TNI48 karyotypes (Figure 1.2]). APA15 hybridized proximally at
autosome 3 on the TNI52 and TNI50 karyotypes and at the long arm of Rb3+4 on the TNI49 and
TNI48 karyotypes (Figure 1.2i). The APA18 probe was painted on the distal regions of the same
autosome (Figure 1.2k). Thus, painting probes confirmed the brachial homology suggested by GTG-
banding on the new karyotypes.

APA4 mapped onto acrocentric pair 2 of the TN152, TN149 and TNI148 karyotypes and distally
to acrocentric pair 2 of TNI50 (Figure 1.4d and 1.4f).

The APA21 probe painted onto the whole small metacentric 25 of the TNI52, TNI49 and
TNI148 karyotypes (Figure 1.4d). Also, this probe painted the proximal portion of acrocentric pair 2
and the whole small acrocentric pair 23 of the TNI50 karyotype (Figure 1.4f—g). Thus, our data
indicated that the small metacentric pair 25, which is rearranged in the 2n=50 karyotype, split
unevenly (Figure 1.4b), and the short arm was inverted and translocated proximal to centromere of
acrocentric pair 2 (preserving the telomeres interstitially, as described by Ventura et al. 2004), and

the long arm was tandemly fused to the long arm of pair 23 (Figure 1.4c).

Telomeric probe mapping

FISH with telomeric probes onto the karyotypes showed positive signals at the termini of all
chromosomes (Figure 1.5) and at the pericentromeric region of the chromosomes Rb(1+15) and
Rb(3+4) in the 2n=51, 2n=50 and 2n=48 karyotypes.
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Figure 1.4. Ideogram and chromosome painting revealing the complex rearrangements in 2n=50/FNa=48 from the 2n=52/FNa=52 karyotype. a. 2n=52/FNa=52 basic
karyotype with 2, 23 and 25 individual chromosomic pairs. b. The breaking points in centromere regions in the 2 pair, distal in 23 pair and uneven centric fission of
each homologous of the small metacentric 25. c. Inversion and tandem fusion of each 25-derived arms to the acrocentric pairs 2 and 23, giving rise to 2+25 and 23+25
chromosomes. d-g. Chromosome painting using APA probes identifying the complex rearrangement described.
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Figure 1.5. Fluorescence in situ hybridization (FISH) with telomeric probe in Thaptomys karyotypes. a.
2n=52/FNa=52 showed signals in termini regions of all chromosomes. b. 2n=49a/FNa=52, with interstitial
telomeric signals (ITS) in Rb1+15 and Rb3+4 (withe arrow). c. 2n=50/FNa=52, with ITS in Rb1+15. d.
2n=51/FNa=52, with ITS in Rb1+15.
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4. DISCUSSAO

The first karyological analyses of Thaptomys nigrita focused on diploid number and
chromosome morphology descriptions (Fagundes 1993). With the advent of chromosome banding
and telomeric segment mapping by in situ hybridization, a new karyotype was described, and
rearrangement interpretations led to the proposal of a putative new cryptic species drived by the
karyotype (Ventura et al. 2004).

Here, we improved the description of more complex rearrangements, successfully using the
ZOO-FISH technique with flow-sorted chromosome probes, described five new karyotypes and
identified the rearrangements that shaped the new karyoforms. The five new karyotypes found in a
new locality of Minas Gerais were unexpected, considering that Thaptomys has one karyotype widely
distributed throughout its area of occurrence (2n=52/FNa=52) and another exclusive from Una/Bahia
(2n=50, FNa=48). Our comprehensive revision of karyotyped specimens resumed 141 individuals
from eight Brazilian states. The seven karyotypes were unevenly distributed: 89% were
2n=52/FNa=52; 5% were 2n=50/FNa=48 and 6% were 2n=48-51/FNa=52.

The Sigmodontinae subfamily (Rodentia, Cricetidae), where Thaptomys is included, features
high karyological variability among species (Nagamachi et al. 2013; Ventura et al. 2012b; Silva et al.
1998), in accordance with the high diversity of species. Data from new localities has shown an
increase in rodent species diversity, recorded as over 40% of almost 6399 species of mammals in the
world (Musser and Carleton 2005; D’Elia et al. 2007; Salazar-Bravo et al. 2013; Patton et al. 2015;
Burgin et al. 2018).

The 2n=52/FNa=52 karyotype is the most frequent and widely distributed and exclusive in
most locality records for the species, except for two (localities 1 and 6 in Figure 1.1).

The 2n=50/FNa=48 karyotype has been exclusive to Una, in Bahia state (locality 1), the
northernmost locality for the genus. A 540 km extension sampling gap is observed between the
northern limit of the 2n=52/FNa=52 karytoype (Santa Teresa in Espirito Santo, locality 2) and Una,
mostly due to unsuccessful collection rather than to the lack of fieldwork efforts, as also stated by
Moreira and Oliveira (2011). Rodents of this genus have a semifossorial habit, reduced home range
and are characteristic of environments with high altitude (Teta et al. 2015). In fact, beyond the
northern region of Espirito Santo state, Santa Teresa and the Doce River, besides not having elevated
regions, it is composed of lowlands and secondary vegetation, highly impacted by monocultures and
livestock (IBGE 2004), with almost no remaining forest remnants, except in Reserva Biologica de
Sooretama and Reserva Bioldgica Cérrego do Veado, where Thaptomys has never been recorded. The
samples collected in Una, a sea level location, are an exception to this pattern. Therefore,
environmental and intrinsic aspects of the biology of these rodents can influence the occurrence and

geographical distribution of the genus.
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On the other hand, the karyotypes 2n=48-51/FNa=52 were sampled exclusively at Luminérias
in Minas Gerais (locality 6), a locality at the distribution of Thaptomys with 800-m altitude, a
transitional area between Semi-deciduous forest and Cerrado and, apart from Itatiaia in Rio de Janeiro
(locality 5), for 190 km by the mountain ranges of Serra da Mantiqueira and Serra do Papagaio.

Each of the karyogroups 2n=52/FNa=52, 2n=50/FNa=48 and 2n=48-51/FNa=52 are
exclusive their localities and were never recorded in sympatry. A critical appraisal of karyological
evidence is crucial to test whether karyological discontinuity represents different species. The
putative geographic isolation of karyotypes may reflect an incomplete sampling, however no evidence
of hybridization between 2n=50/FNa=48, 2n=48-51/FNa=52 or 2n=52/FNa=52 was detected.

Previously, the 2n=50/FNa=48 was proposed by Ventura et al. (2004) as a pericentric
inversion of the small metacentric pair 25 followed by a tandem fusion of the small acrocentric pair
24 with the large acrocentric pair 2. Their analysis was based on the G-banding homologies and the
presence of ITS on the proximal region of acrocentric pair 2 in 2n=50/FNa=48 individuals from Una,
Bahia. However, the use of additional techniques allowed us to better understand the mechanisms of
karyotype differentiation.

In the present study, we used FISH with telomeric probes and chromosome painting to show
that the rearrangement is more complex than that previously described. The sensitivity of the method
reveals novelties that changed previous conclusions drawn from conventional comparative banding
data (Di-Nizo et al. 2015; Ventura et al. 2009; Nie et al. 2012; Pokorna et al. 2015; de Oliveira et al.
2010, 2012; Kretschmer et al. 2014; Pieczarka et al. 2013; Sotero-Caio et al. 2013). Recently,
publications have demonstrated that significant advances have been made in identifying large-scale
patterns and processes of chromosomal evolution in mammals, principally through molecular
cytogenetic and phylogenomic approaches (Wienberg 2004; Murphy et al. 2005; Ferguson-Smith and
Trifonov 2007; Ruiz-Herrera, Farre and Robinson 2012).

4.1. Two evolutionary pathways for karyotype differentiation

Integrative cytogenetic analysis using banding, in situ with whole chromosomes and repetitive
sequences (telomeres) probes allowed the detection of two karyological differentiation patterns in
Thaptomys, in which the 2n=52/FNa=52 karyotype diverged into two lineages by distinct
chromosome rearrangement pathways: (I) Robertsonian fission of the small metacentric pair (pair
25), followed by tandem fusion of each arm of two acrocentric pairs (2 and 23); and (I1) Robertsonian
fusion involving four acrocentric pairs generating two large biarmed chromosomes (Rb1+15 and
Rb3+4), in hetero- and homozygous conditions.

These models invoke takeovers and replacements of chromosome arms, required for transition

from one basic configuration to two other distinct and complexes. In our point of view, those three
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karyoforms are incompatible and unable to breed in nature. In fact, once the chromosome
rearrangement processes are acknowledged and are reasonably considered, the post-zygotic
reproductive barrier model seems to be extremely powerful. Otherwise, the genome would require
strong plasticity in the biological processes.

The unprecedented variation of Thaptomys nigrita karyotypes, exclusive to Minas Gerais, was
detected in nine specimens with five forms: 2n=48 (n=3), 2n=49a (n=2), 2n=49b (n=1), 2n=50 (n=1)
and 2n=51 (n=2). The G-banding and chromosome painting analyses supported the hypothesis that
the different combinations of centric fusions originated from acrocentric chromosomes, as previously
observed for the basic karyotype 2n=52/FNa=52. Indeed, the combination of Rb1+15 and Rb3+4 in
individuals also supports the idea that the rearrangements occurred independently in two autosome
pairs (pair 1 plus 15, and 3 plus 4). The ITS at the pericentromeric portions on both derived biarmed
Rb1+15 and Rb3+4 reinforces the hypothesis of differentiation by Robertsonian fusion rather than
centric fission. In these circumstances, we also predict that the probability of occurrence of centric
fission is very low, since (I) the frequency of the karyotype 2n=52 is very high in all localities from
Espirito Santo to Misiones; (1) the variant 2n=48-51/FNa=52 karyotypes are exclusive to peripheral
localities to the whole distribution of the species (transition region between Atlantic Forest and
Cerrado); (111) the event of fission requires that the basic karyotype of Thaptomys nigrita should be
2n=48 and only by chance did the derived 2n=52/FNa=52 successfully spread throughout Brazil and
Argentina, which seems unlikely since 2n=48 was restricted to only a few specimens in one locality;
and finally, (1) there would need to be a coordinated amplification of new telomeres and centromeres
for the birth of derivative chromosomes, which are very specific segments of DNA on each
chromosome.

In literature, Robertsonian fusion (Rb) is commonly reported, but not among a single species
(Dobigny et al. 2015). In the house mouse (Mus musculus domesticus), for example, the diploid
numbers range from 2n=27 to 2n=40, due to the presence of up to seven different Rb metacentric
chromosomes (Rb3.8, 4.14, 5.15, 6.10, 7.17, 9.11, 12.13) (Medarde et al. 2012).

Our analyses confirmed the maintenance of ITS due to the centric (2n=52 to 2n=48-51 from
Minas Gerais) and in tandem fusion rearrangements (2n=52 to 2n=50 from Bahia). According to our
hypothesis, the evolutionary events that differentiate karyotypes are recent enough to maintain the
preserved telomeric sequences, so that the telomere probes are capable of detecting them as ITS. The
proposal that the ITS regions are remnants of recent events has also been proposed for other taxa,
such as Necromys lasiurus and Akodon montensis (Fagundes and Yonenaga-Yassuda 1998).

On the other hand, functionless segments in the chromosomes, such as ITS, may be subject to
random changes and be modified over time, so that the FISH technique would not be able to detect
them. Our chromosome painting data showed that two chromosomes of Akodon paranaensis,
homeologous to Thaptomys (APA 2 and APA 9; Table 3), merged and resulted in chromosome 1 of
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TNI52 or TNI5O0. In this case, no ITS was observed, despite the evidence of a fusion event. In this
case, two proposals could be accepted: either the telomeres were lost in the fusion event or the
telomeres were preserved and over time their sequences changed enough so that they could not be
detected, as predicted by King (1993).

4.2. One or more species?

Currently, applying integrative aproaches is the key to understand relationships and cross-
links between recently separated species (Leaché et al. 2016; Potter et al. 2017). The combination of
karyological, molecular and morphometric data suggest greater taxonomic diversity in the currently
recognized single species T. nigrita.

Silva Gomes (2008) performed cytochrome b phylogenetic analysis with an 801-bp partial
sequence and a broad geographic sampling that included Argentinian and Brazilian populations, and
proposed that the Bahia (2n=50) and Sao Paulo (2n=52) populations correspond to distinctive species,
with samples from Rio de Janeiro, Espirito Santo and Minas Gerais (2n=52) corresponding to T.
nigrita and those from Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul and Misiones (2n=52) to T.
subterraneus. Similarly, Ventura et al. (2010) suggested that the 2n=50/FNa=48 karyomorph was an
undescribed species and 2n=52/ FNa=52 was assumed as T. nigrita. This is because the mtDNA
cytochrome-b sequences (1044 bp) recovered two main clades, each one associated to a karyomorph,
while the southern clades (2n=52) were split into three subclades.

Moreira and Oliveira (2011) predicted that if reproductive isolation caused by the
chromosomal differences between the 2n=50 and 2n=52 karyomorphs was coupled with phenotypic
differentiation in the genus, they would expect to find similarities in the patterns of morphometric
and karyological variation among samples. However, morphological data were contradictory to
molecular data. The analyses of patterns of morphological variation in qualitative and morphometric
data in Thaptomys were compared with karyological and molecular diversity data; two subtle
morphometric groups of populations were revealed, at first glance, which were coincident to Bahia
populations (with few individuals karyotyped with 2n=50/FNa=48) and to southern populations (with
some individuals with 2n=52/FNa=52), but no qualitative aspect of craniodental morphology
unambiguously distinguished them. A positive and significant association between geographical and
both morphological and genetic distances suggested that the distinction between the two groups of
the population followed an isolation by distance model. Following their findings, the authors were
unable to reject the hypothesis that the differences found between northern and southern populations

of Thaptomys simply constituted polymorphic populations of a widely distributed species.
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Thus, morphology was shown to be a weak tool for Thaptomys differentiation. Moreira and
Oliveira (2011) highlighted that both morphometric clusters suggested low levels of regionalization

and a lack of clear geographical structuring of morphological diversity within Thaptomys.

The third karyotype constitution (2n=48-51/FNa=52) added new evidence of karyotype
diversity in the genus, but did not help to determine whether T. nigrita might be a composite
comprising two or more species, because it was not included in either morphological or phylogenetic
analysis. On the other hand, there is no doubt about the distinctiveness of the origin of each of the

2n=50 and 2n=48-51 karyotypes from the 2n=52 basic constitution.

The effectiveness of a reproductive barrier can be tested using experimental crossbreeding;
however, this approach is frequently dismissed, since the time and required infrastructure is complex
to achieve. For predicting the pachytene figures in a hypothetic heterozygous breeding of 2n=50 from
Bahia and any 2n=52 specimen, at least five chromosomes should be involved in a ring configuration,
which is quite complex. A 2n=48 and 2n=52 breeding, on the other hand, would involve two trivalents
in the pachytene figures. Both situations, even though one seems more complex than the other, require
that processes like crossing-over suppression in rearranged segments and heterosynapsis, for instance,
suppress meiotic segregation problems (Hale 1986; Hale and Greenbaum 1988; Sudman et al. 1989).

If chromosomal speciation via suppressed recombination occurs in nature, at least three main
conditions must be met. First, chromosomal rearrangements must suppress recombination. Second,
the suppression of gene flow within chromosomal rearrangements must have played a pivotal role in
reproductive isolation. Finally, there must be chromosomal rearrangement differences between sister

taxa (Faria and Navarro 2010).

Disregarding the chromosomal speciation process, the chromosomal rearrangements can be
considered polymorphisms in cases of structural alterations when the normal and rearranged forms
are likely to occur simultaneously in the same region (Sumner 1990). In these circumstances, the
karyotypic differences would be considered geographical chromosomal intraspecific differences in

disjunctive populations that have distinct karyotypes, with and without rearrangement.

In Thaptomys we failed to find natural hybrids, and although the five new karyotypes from
Luminarias, Minas Gerais occurred in a polymorphic population configuration, each karyogroup
showed a disjunct distribution, wherein the different karyotypes are geographically isolated and far
from each other. These observations make sibling species — species that are morphologically similar
but reproductively isolated (and sometimes as genetically distant as any other pair of species) — good
candidates for studying the chromosomal speciation process. This is especially observed in
Thaptomys, since specimens of different karyotypes did not show significant morphological
divergence (Moreira and Oliveira 2011).
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Dobigny et al. (2015) postulated that there is an extensive karyotypic diversity among extant
species, that genomic reorganization (shuffling) in mammals is often rapid, and many closely related
species possess different karyotypes, indicating that chromosomal differentiation often occurs during
or shortly after cladogenesis. They also listed some suggestions that structural chromosomal change
may be central to many evolutionary processes, including adaptation and speciation.

The lack of floating (or transient) tandem fusion polymorphisms suggests that new variants
fix rapidly (thus founding a new evolutionary lineage) or are lost extremely quickly, possibly within
a few generations (Elder and Hsu 1988). This may be favored in species with a metapopulation
structure, where local extinctions may facilitate extreme founder events during recolonization
processes (Michalakis and Olivieri 1993; Dobigny et al. 2015). Recently, the literature has indicated
that significant advances have been made in identifying large-scale patterns and processes of
chromosomal evolution in mammals, mainly through molecular cytogenetic and phylogenomic
approaches (Wienberg 2004; Murphy et al. 2005; Ferguson-Smith and Trifonov 2007; Ruiz-Herrera,
Farre and Robinson 2012). Although tandem fusions are expected to be rare due to their strong
underdominance, sister species differentiated by tandem fusions have been recorded for several
genera, (such as Mastomys: VVolobouev et al. 2002; Taterillus: Dobigny et al. 2005; Muntiacus: Huang
et al. 2006; Juliomys: Paresque et al. 2009; Phyllomys: Leite et al. 2008; Deltamys: Ventura et al.
2011).

In this scenario, the possibility that T. nigrita might embrace two or more species remains an
open question. However, we should consider the effectiveness of the reproductive barrier shaped by
karyotype divergence, and this would be evidenced by morphological and phylogenetic traits in the

future.
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DIVERSIFICACAO DE THAPTOMYS THOMAS, 1916:
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RESUMO
Thaptomys Thomas, 1916 é um género de roedor monotipico endémico da Mata Atlantica. Apesar da
baixa diferenciacdo morfologica, dados citogenéticos e moleculares sugerem uma diversidade
subestimada para esse taxon. Assim, o presente trabalho testou a hipotese de que Thaptomys ndo seja
monotipico, a partir de uma analise integrativa, com dados morfométricos, citogenéticos, moleculares e
de modelagem de nicho, realizando uma revisdo taxondmica ampla do género. Foram analisados 201
espécimes de 26 localidades, desde Una/BA até San Raphael, no Paraguai. As andlises filogenéticas
(Cytb) recuperaram um “Clado Norte” de abrangéncia geografica ampla, desde Una/BA (2n=50/FN=48),
Luminarias/MG (2n=48-51/FN=52), até Tapirai/SP (2n=52/FN=52) e as demais amostras formaram uma
politomia (“Sul”), desde Tapirai/SP (2n=52/FN=52) a San Raphael ¢ Limoy (Paraguai, sem cariotipo),
que divergiram em 2,15%. Espécimes com diferentes caridtipos ndo foram recuperados como
monofiléticos, embora espécimes com 2n=50/FN=48 tenham formado dois clados distintos, sem nenhum
individuo com outros cariotipos. As analises populacionais (CytB e seis loci de microssatélite) indicaram
Una/BA (2n=50/FN=48) como uma populacdo distinta das demais, divergindo em 1,89% de
2n=52/FN=52 e 1,2% de 2n=48-51/FN=52, sem compartilhamento de haplétipos com outro cari6tipo ou
localidade. Morfologicamente, espécimes com 2n=48-51/FN=52 ndo apresentaram nenhuma distincao
daqueles com 2n=50/FN=48 e 2n=52/FN=52 e que estdo isolados geograficamente. A distribuicdo
geografica dos diferentes cariétipos mostra que eles nunca foram detectados em simpatria, que ndo ha
evidéncias de hibridos entre eles e que parecem estar isolados geograficamente, ja que Una/BA
(2n=50/FN=48) dista em 938 km de Luminérias/MG (2n=48-51/FN=52), e 500km de Santa Teresa/ES
(2n=52/FN=52). A fixagdo de um rearranjo cromossémico com alta frequéncia em uma populagédo, como
as fissbes céntricas e fusdes em tandem, observados em espécimes com 2n=50/FN=48, acarretaria na
separagdo das populagdes de Thaptomys em subgrupos ndo intercruzantes (com e sem 0 rearranjo
cromossdmico), representando uma barreira ao fluxo génico, como sugerido no modelo de especiacao
peripatrico. Assim, populacdes fundadoras de pequeno tamanho tenderiam a representar espécies
distintas, sendo o cromossomo o fator desencadeador desse processo. A falta de resolucéo filogenética
em recuperar espécimes com diferentes cariotipos como monofiléticos, somada a distingdo morfologica
sutil (ndo significativa), pode indicar um processo de especiacdo abrupto, deflagrado pelos rearranjos
cromossdmicos complexos em que as linhagens ndo tiveram tempo de acumular diferencas. Por outro
lado, podem representar populacfes que estejam sofrendo deriva genética, podendo se extinguirem em
curto prazo. Diante desses dados, propGem-se uma interpretagdo bem mais complexa, em que Thaptomys
seria representado por duas espécies, sendo (1) Thaptomys sp. n., com 2n=50/FN=48, exclusivo de Uma
(BA); e (II) Thaptomys nigrita, apresentando polimorfismo cromossémico, com 2n=48-52/FN=52, com
trés subespécies, sendo (I11) Thaptomys nigrita ssp. n., com 2n=48-51/FN=52, exclusiva de Luminarias
(MG), (IV) Thaptomys nigrita nigrita (subespécie nominotipica), ocorrendo de Santa Teresa (ES) até

Tapirai (SP) e (V) Thaptomys nigrita subterraneus, de Pilar do Sul (SP) & San Raphael (Paraguai).

Palavras-chave: especiacdo, subespécie, citotaxonomia, genética de populaces, filogenética
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ABSTRACT

Thaptomys Thomas, 1916 is a monotypic rodent genus of the Atlantic Forest. Despite the low
morphological difference, cytogenetic data and molecules suggest an underestimated diversity for this
taxon. Thus, the present work tested a hypothesis that Thaptomys is not monotypic, from an integrative
analysis, with morphometric, cytogenetic, molecular and niche modeling data, performing a broad
taxonomic revision for the genus. A total of 201 specimens from 26 localities were analyzed, from
Una/BA to San Raphael, Paraguay. Phylogenetic analyzes (Cytb) recovered a "North Clade™ of wide
geographic range, from Una/BA (2n=50/FN=48), Luminarias/MG (2n=48-51/FN=52), to Tapirai/SP
(2n=52/FN=52) and as samples formed a polytomy ("South"), from Tapirai/SP (2n=52/FN=52) to San
Raphael and Limoy (Paraguay, without karyotype), which diverged in 2,15%. Specimens with different
karyotypes were not recovered as monophyletic, for example, with 2n=50/FN=48 having formed two
distinct and exclusive clades. Population analysis (CytB and six microsatellite loci) indicated Una/BA
(2n=50/FN=48) as a distinct population from the others, diverging in 1,89% from 2n=52/FN=52 and 1.2%
of 2n=48-51/FN=52, without sharing of haplotypes with another karyotype or locality. Morphologically,
specimens with 2n=48-51/FN=52 did not distinguish those with 2n=50/FN=48 and 2n=52/FN=52 and
that are geographically isolated. A geographic distribution of different karyotypes shows that they were
never detected in sympatry, that there is no evidence of hybrids among them and seem to be
geographically isolated, since Una/BA (2n=50/FN=48) is distant in 938 km of Luminarias/MG (2n=48-
51/FN=52), and 500 km from Santa Teresa/ES (2n=52/FN=52). The fixation of a chromosomal
rearrangement with a high frequency in a population, such as central fenas and tandem fusions observed
in specimens with 2n=50/FN=48, would result in the separation of Thaptomys populations into non-cross-
linking subgroups (with and without chromosomal rearrangement), representing a barrier to gene flow, as
suggested without peripatric speciation model. Thus, the founding populations of small dimensions have
a representative variety of different species, being the production process. The lack of phylogenetic
resolution in recovering specimens with different karyotypes as monophyletic, added to the subtle
morphological distinction (does not mean), can indicate a process of abrupt speciation, triggered by
complex chromosomal rearrangements in which as lineages did not have time to accumulate. In view of
the data, a much more complex interpretation is proposed, in which Thaptomys would be represented by
two species, being (I) Thaptomys sp. n., with 2n=50/FN=48, exclusive from Una, Bahia; and (II)
Thaptomys nigrita, presenting chromosomal polymorphism, with three subspecies, being (111) Thaptomys
nigrita ssp. with 2n=48-52/FN=52, exclusive from Luminarias, Minas Gerais, (V) Thaptomys nigrita
nigrita (nominotypical subspecies), occurring from Santa Teresa (ES) to Tapirai (SP) and (V) Thaptomys

nigrita subterraneus, from Pilar do Sul (SP) to San Raphael (Paraguay).

Keywords: speciation, subspecies, cytotaxonomy, population genetics, phylogenetics
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1. INTRODUCAO

Espécies sdo consideradas as unidades fundamentais para estudos de ecologia, evolucéo,
sistematica e biologia da conservacao (Sites e Marshall 2004). Entretanto, um dos maiores problemas
entre os taxonomistas atualmente € a falta de consenso sobre o que é uma espécie. Na literatura, sdo

encontrados mais de 26 conceitos de espécie (Mallet 2005).

Alguns autores (como Sites e Marshall 2004) dividem os conceitos de espécie em primarios e
secundarios. Nesse contexto, os conceitos primarios definiriam, teoricamente, as entidades como
espécies (por exemplo, o conceito evolutivo de espécie); enquanto 0s conceitos secundarios tratariam
dos métodos operacionais (morfologia, morfometria, cromossomo, sequenciamento de DNA)
utilizados para identificar as entidades biolégicas de acordo com os conceitos primarios. Mesmo
assim, diferentes conjuntos de dados e métodos para delimitacdo das espécies podem resultar em
conclusbes ambiguas ou conflitantes (Hey et al. 2003; Sites e Marshall 2003) como consequéncia de
multiplos processos evolutivos que operam dentro e entre populagdes atraves de variadas escalas
espaco-temporais (Harrison 1998; Lee 2003).

Foi nesse contexto que em 2005 surgiu, pela primeira vez, o termo Taxonomia Integrativa
para apontar a falta de comunicacéo entre as diferentes disciplinas utilizadas para delimitar espécies
e a necessidade iminente de integracdo entre elas para superar o que se chamou de impedimento
taxonémico (Gewin, 2002; Godfray, 2002; Mallett & Willmott, 2003; Wilson, 2003; Wheeler, 2004).
Assim, a definicdo da Taxonomia Integrativa, propriamente dita, seria uma ciéncia que objetiva
delimitar as unidades da diversidade bioldgica (espécies) a partir de multiplas fontes de dados com
perspectivas complementares (filogeografia, morfologia comparativa, genética de populagdes,

ecologia etc.), diante da complexidade bioldgica e evolutiva dos tdxons (Dayrat, 2005).

A Taxonomia Integrativa € uma ferramenta interessante, devido, principalmente, aos limites
intrinsecos que cada método apresenta para o delineamento das espécies. Inferéncias baseadas em
dados morfoldgicos, por exemplo, falham em alguns casos, sendo necessaria a utilizagdo de outras
fontes de dados. Mesmo quando a morfologia tem sucesso na delimitagdo de espécies, outras
abordagens podem auxiliar significativamente e acelerar esse processo (Bickford et al. 2007; Cardoso
et al. 2009; Dayrat, 2005; DeSalle et al. 2005; Malhotra e Thorpe, 2004). Além disso, 0 uso de varias
disciplinas de maneira integrada ajuda a taxonomia além da denominacdo de espécies, permitindo
entender os processos evolutivos responsaveis pelo surgimento de novas espécies. Isso é
especialmente evidente em casos de desacordo entre disciplinas, na medida em que tais casos sao

resolvidos com base na biologia evolutiva (DeSalle et al. 2005; Fisher and Smith, 2008; Funk, 2003).

Nesse contexto, quando mais de um critério operacional indica para a descoberta de um novo

taxon, o nivel de confianca para essas conclusdes ¢ muito maior do que para espécies reconhecidas
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por apenas um tipo de fonte de dado (Dayrat, 2005). Existe uma gama de métodos para delimitar
espécies e a necessidade de rigor para sua delineacdo exige que usemos esses métodos de forma
sistematica. Nos ultimos 12 anos, diversos trabalhos foram realizados, utilizando a Taxonomia
Integrativa, buscando entender varios aspectos da historia evolutiva de diversos grupos de organismos
(Pires e Marinone, 2010). Esses trabalhos buscaram, essencialmente: (a) testar a congruéncia entre
resultados obtidos a partir de véarias fontes de dados, buscando a validagédo da posicao taxondmica de
taxons (Smith et al., 2008; Mengual et al., 2006); (b) descobrir espécies novas, principalmente
espécies cripticas (Milankov et al., 2008; Vaglia et al., 2008; Roe e Sperling, 2007; Schlick-Steiner
et al., 2006); e (c) descrever espécies baseando-se em mais de uma fonte de dado, geralmente
utilizando a morfologia e sequenciamento de DNA (Fisher e Smith, 2008; Mengual e Thompson,
2008).

Dentre os critérios operacionais utilizados para a delimitacdo das espécies, Pante et al. (2015)
realizaram um levantamento na literatura de 494 artigos sobre Taxonomia Integrativa e apontou que
47,2% dos artigos analisados usaram dois tipos de caracteres (sendo dados morfoldgicos e de DNA
em 89,7% desses), 15,2% usaram trés, e apenas 2,2% usaram quatro tipos (Pante et al. 2015). Ainda,
apesar do namero crescente de estudos utilizando a Taxonomia Integrativa no periodo analisado (20
em 2006 e 118 em 2013), ha um uso errdneo desse termo, onde 35,4% dos estudos analisados usaram
apenas um tipo de critério operacional, sendo 74,9% representados por dados moleculares (Pante et
al. 2015).

Curiosamente, dados citogenéticos ndo aparecem nessa estatistica. Informacdes cariotipicas,
aliadas a outros critérios operacionais para a delimitacdo de espécies, sdo uma ferramenta
fundamental para o reconhecimento da diversidade biologica (Fusu, 2017), principalmente em
roedores, onde existem inimeros casos de espécies cripticas, ou seja, morfologicamente indistintas
(por exemplo Nannospalax: Savic et al., 2017; Ctenomys: Caraballo e Rossi, 2017; Deltamys:
Quintela et al. 2017; Akodon: Silva et al. 1998). Esse contexto é especialmente relevante, uma vez
que Thaptomys apresenta uma elevada diversidade cariotipica, baixa diferenciacdo morfolégica e um

histdrico taxondmico bastante complexo.

O género Thaptomys Thomas, 1916 é endémico da Mata Atlantica, com distribuicéo
conhecida no Brasil desde o sul da Bahia até o Rio Grande do Sul, com registros no leste do Paraguai
e nordeste da Argentina (de la Sancha et al. 2017; Patton et al. 2015; Suérez et al. 2015; Musser e
Carleton 2005). Geralmente, os espécimes sdo encontrados em regides de altitude e estdo adaptados
a um habito de vida semifossorial. Assim, apresentam caracteristicas morfoldgicas peculiares como
olhos reduzidos, orelhas curtas, comprimento da cauda igual ou menor que 50% do tamanho do corpo
e pelos muito finos, sendo curtos e castanhos acima, brancos abaixo, ndo escondendo as escamas. As

garras séo longas e finas, as palmas e as solas dos membros anteriores e posteriores sdo nuas com
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almofadas proeminentes. O dorso é castanho escuro ou marrom castanho-avermelhado brilhante,
finamente grisalno com marrom e misturado com alguns cabelos castanhos mais castanhos (Teta et
al. 2015).

De acordo com a compilagdo mais recente de mamiferos da América do Sul, Thaptomys €
considerado monotipico, sendo T. nigrita Lichtenstein, 1829 a Unica espécie reconhecida, com
sugestdes de duas subespécies: T. nigrita nigrita e T. nigrita subterraneus (Teta et al. 2015). A
histdria taxonémica de Thaptomys é complexa, sendo que mais de uma espeécie ja foi reconhecida
para 0 género (Tabela 2.1). Lichtenstein (1829) descreveu Mus nigrita, com localidade tipo nos
arredores do Rio de Janeiro, que foi transferida para Hesperomys por Wagner em 1843. Hensel (1873)
descreveu H. subterraneus, com a localidade tipo restrita a Taquara do Mundo Novo, Rio Grande do

Sul. Mais tarde, Trouessart (1898) transferiu H. nigrita e H. subterraneus para o género Akodon.

Thaptomys foi mencionado pela primeira vez por Thomas (1916), com a descri¢do do género
para acomodar a espécie A. subterraneus Hensel, 1873, tornando Taquara do Mundo Novo, no estado
do Rio Grande do Sul, a localidade tipo de Thaptomys. Gyldenstolpe (1932) incluiu A. nigrita em
Thaptomys, ficando o género representado por duas espécies: T. subterraneus e T. nigrita. Contudo,
Ellerman (1941) prop6s Thaptomys como um subgénero de Akodon, embora destacasse que esse
género caracterizava-se como “um grupo bem diferenciado” em Akodontini. Posteriormente, Cabrera
(1961) reconheceu somente uma espécie com duas subespécies: Akodon (Thaptomys) nigrita nigrita,
com distribuicdo entre o sul da Bahia até o norte de Santa Catarina e Akodon (Thaptomys) nigrita
subterraneus, com distribui¢do do sul de S&o Paulo até o norte do Rio Grande do Sul, incluindo o
leste do Paraguai e o nordeste da Argentina. No entanto, esta divisdo subespecifica ndo foi citada em
estudo realizado por Reig (1987) porgue o autor considerou que a separacao de Thaptomys de Akodon
ndo era justificada, visto que a diferenca observada em Thaptomys nédo representaria caracteristicas
além dos limites de variacao ja observados em Akodon.

Hershkovitz (1990, 1998) destacou que a peculiaridade da presenca de um unico par de
glandulas prostaticas, em adi¢do a cauda curta, unhas das méos longas, cranio rigido, 0sso parietal
rigido, rostro curto e grosso, com 0sso nasal longo, regido interorbital larga, caixa craniana quadrada,
molares relativamente pequenos, incisivos proodontes longos e fortes e o nimero diploide (2n) igual
a 52, seriam caracteristicas suficientes para distinguir Thaptomys de Akodon, considerando apenas T.
nigrita como representante do género. Posteriormente, dados de sequéncia do gene mitocondrial
citocromo b revelaram que Thaptomys e Akodon sdo grupos irmaos e que a divergéncia genética

encontrada seria suficiente para separa-los como géneros distintos (Smith e Patton, 1999; 2007).

Do ponto de vista cromossémico, durante muitos anos o Unico cariétipo associado a
Thaptomys nigrita fora caracterizado por 2n=52 e nimero de bragos autossémicos (FN) igual a 52,

com 24 pares de acrocéntricos e um par metacéntrico pequeno, observado em toda a distribuicéo
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geografica da espécie no Brasil, nos estados de Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Séo
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Yonenaga 1975; Souza 1981; Fagundes 1993;
1997; Paresque 2001; Paresque et al. 2004; Colombi, 2013). Apesar da ocorréncia no nordeste da
Argentina e leste do Paraguai, apenas em 2015 os primeiros dados citogenéticos para Misiones foram
publicados (Suaréz et al. 2015). Em 2004, foi descrito um cariotipo com 2n=50 e NF=48, composto
por 24 pares de acrocéntricos variando gradativamente de tamanho. Esse cari6tipo so foi observado
para uma localidade do sul da Bahia (Una), representando o extremo norte da distribuicdo geografica

para o género (Ventura et al. 2004).

Em 2018, Colombi et al. (presente estudo, Capitulo 1) descreveu cinco novos caritipos em
oito espécimes coletados em Luminarias (MG), com 2n=48 a 51, todos com FN=52, devido a
rearranjos robertsonianos entre dois pares acrocéntricos (1+15 e 3+4). Nesse estudo o autor descreveu
0s rearranjos do tipo robertsonianos e em tandem que diferenciam 2n=50 de 2n=52. Assim,
Thaptomys ficou associado a trés cariogrupos distintos: (I) 2n=52/FN=52, o mais frequente e
observado na maior parte da distribuicdo geografica da espécie, composto em sua maioria por
cromossomos acrocéntricos; (1) 2n=50/FN=48, exclusivo de Una, na Bahia, apresentando rearranjos
complexos do tipo robertsonianos e em tandem; e (111) 2n=48-51/FN=52, exclusivo de Luminarias
(MG), com rearranjos robertsonianos originando cromossomos grandes de dois bragos. Esses autores
sugeriram duas vias distintas de variacao do cari6tipo, sendo 2n=48-51/FN=52 variantes polimorficas
de 2n=52/FN=51, e 2n=50/FN=48 de Una, uma forma que deveria ser associada a um taxon distinto.

A primeira proposta de filogenia molecular apresentada para Thaptomys é recente e foi
baseada em sequéncias do gene mitocondrial citocromo b (1077 pb) de 18 individuos da Babhia,
Espirito Santo, Sdo Paulo e Parana (Ventura et al. 2010). Nesse estudo os autores apontaram dois
clados congruentes com os cariogrupos 2n=52/FN=52 e 2n=50/FN=48. Os autores sugeriram que a
divergéncia cariotipica e molecular (1,9%-3,5%) seriam compativeis com a distin¢do interespecifica
e sugeriram que o cariotipo com 2n=50/FN=48 representaria uma espécie nova para o género. Porém,
analises filogenéticas realizadas com 112 espécimes de 27 localidades ao longo da Mata Atlantica,
utilizando um marcador mitocondrial (citocromo b - 801pb) e um nuclear (IRBP - 1084pb), ndo
recuperaram nenhum dos trés cariogrupos como monofiléticos. Apesar disso, ndo houve
compartilhamento de hapl6tipos mitocondriais entre individuos com 2n=52/NF=52 e 2n=50/NF=48

e a divergéncia genética observada entre esses dois cariogrupos foi de 2,2-3,5% (Colombi 2013).

Estudos morfolégicos em Thaptomys envolveram a andlise de caracteristicas qualitativas e
morfométricas (Moreira e Oliveira 2011) em 379 espécimes com representatividade da distribuicéo
geografica de Thaptomys no Brasil (da Bahia ao Rio Grande do Sul), com alguns animais

cariotipados, e mostraram que as diferencas nos caracteres qualitativos externos e cranianos séo sutis
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e ndo significativas, independentemente da localidade geografica dos exemplares. Dessa maneira, a

questdo de uma diversidade subestimada em Thaptomys continuou em aberto.

Diante do cenario apresentado, questdes sobre a diversidade de Thaptomys, no que se refere
ao numero de espécies, qual o cariotipo ancestral e os processos evolutivos que levaram a tal
diversificacdo, permanecem em aberto. Nesse sentido, baseando-se nas premissas de que (a) ha
variagdo cariotipica, sendo reconhecidos trés cariogrupos 2n=52/FN=52, 2n=48-51/FN=52 e
2n=50/FN=48; (b) ha uma proposta de que 2n=52/FN=52 seja o cariotipo ancestral da espécie; (c) ha
variacdes morfoldgicas discretas, que independentemente nao dao suporte a distincdo morfoldgica;
(d) ha variacdo molecular, sem suporte para a distin¢éo de grupos, a priori; o presente trabalho testou
a hipotese de que Thaptomys ndo € monoespecifico, utilizando uma analise integrativa, incluindo
dados morfoldgicos e morfométricos (dados secundarios), citogenéticos, moleculares e de
modelagem de nicho, colocando em pratica a proposta de uma ampla revisdo taxondmica para o

género.
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Tabela 2.1. Historico taxondémico de Thaptomys.

Epiteto genérico  Subgénero  Epiteto especifico  Epiteto subespecifico Referéncia
Mus - nigrita - Lichtenstein, 1829
Hesperomys - nigrita - Wagner, 1843
Hesperomys i subtt_arrgneus i Hensel, 1873
- nigrita -
Akodon i subterraneus i Trouessart, 1898
- nigrita -
Thaptomys - subtc_arrgneus - Thomas, 1916
Akodon - nigrita -
- subterraneus -
Thaptomys i nigrita i Gyldenstolpe, 1932
Akodon Thaptomys subte_:rrgneus i Ellerman, 1941
nigrita -
Akodon Thaptomys nigrita subrt]ei:;?tr;eus Cabrera, 1961
Hershkovitz, 1990, 1998;
Thaptomys - nigrita - Smith e Patton, 1999
Smith e Patton, 2007
Thaptomys - nigrita subtt_errgneus Teta et al., 2015
nigrita
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostra

A amostra é composta por 201 espécimes, distribuida ao longo de 26 localidades (Tabela 2.2,
Figura 2.1), abrangendo a distribuicdo geografica conhecida para o género, que vai do sul da Bahia,
em Una (limite norte), passa por toda a costa leste do Brasil, até o leste do Paraguai e o nordeste da
Argentina. As amostras foram obtidas através de campanhas realizadas para a coleta especifica de
espécimes do género, amostras ja tombadas e disponiveis no Banco de Tecidos do Laboratério de
Genética Animal e por doacgdes de pesquisadores: Raquel Moura (UFMG), Leonora Pires Costa e
Yuri Luiz Reis Leite (UFES), Marcelo Passamani (UFLA), Renata Pardini e Yatiyo Yonenaga-
Yassuda (USP), Alexandre Christoff (ULBRA-RS), Ulyses Pardifias (IDEAus-CONICET) e Noé U.
De La Sancha (Universidade de Chicago).

2.2. DNA e sequenciamento

O DNA total das amostras foi obtido a partir de fragmentos de figado ou musculo, conservadas
em etanol a -20°C, utilizando protocolo padréo (Bruford et al. 1992). Os extratos foram quantificados
em NanoDrop e diluidos a 50ng/uL afim de se evitar problemas na amplificacdo por excesso de DNA.
Fragmentos parciais de 801pb do gene mitocondrial Citocromo b e de 1084pb do gene nuclear
Interphotoreceptor Retinoid Binding Protein (IRBP) foram obtidos via PCR utilizando os primers
descritos por Smith e Patton (1993) e Stanhope et al. (1992), respectivamente. Os produtos de PCR
foram corados com GelRed, submetidos a eletroforese em gel de agarose 2 % e visualizados sob luz
ultravioleta. As amostras amplificadas foram purificadas com ExoSAP-IT (USB, Cleveland, OH,
USA) e sequenciadas usando o kit BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), em sequenciador automéatico ABI Prism 3550 (Applied Biosystems, Inc.) no Nucleo de
Genética Aplicada a Biodiversidade da Universidade Federal do Espirito Santo (NGACB-UFES) ou
na Macrogen (Korea). As sequéncias foram conferidas através da ferramenta BLAST no Geneious
7.1.3 (Kearse et al. 2012) e alinhadas visualmente. O teste de saturacdo foi realizado no programa
Dambe (Xia, 2013).

As analises filogenéticas foram conduzidas utilizando dois critérios de otimizagdo: Maxima
Verossimilhanca (ML), com 1000 replicagGes, na plataforma online PhyML 3.0 (Guindon et al. 2010)
e Inferéncia Bayesiana (IB) no programa Mr. Bayes 3.2 (Ronquist et al. 2012) com 1.000.000 de
geracdes e burning de 25%. Para o gene mitocondrial citocromo b, foram criadas duas matrizes de
dados, uma contendo 127 individuos, todos cariotipados; e uma segunda matriz com todas as 176
sequéncias obtidas. Os melhores modelos de substituicdo nucleotidica para as inferéncias de ML e
IB, para cada cenario, foram obtidos no programa jModelTest 0.1.1 (Posada 2008). Foram
considerados clados confiaveis apenas aqueles que apresentaram valores de bootstrap acima de 75 %

(ML) e probabilidades posteriores acima de 0.95 (1B).
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Figura 2.2. Localidades de coleta de exemplares de Thaptomys nigrita com material sequenciado no presente estudo.
Brasil: 1. Una; 2. Santa Teresa, 3. Domingos Martins e 4. Ibitirama.5. Fervedouro, 6. Catas Altas, 7. Ouro Preto, 8.
Luminarias, 9. Minduri, 10. Itamonte; 11. Bananal; 12. Itatiaia; 13. Passa Quatro, 14. Ibilna, 15. Cotia, 16. Piedade, 17.
Tapirai, 18. Pilar do Sul, 19. Iguape; 20. Capéo Bonito, 21. Ribeirdo Grande, 22. Piraquara; 23. Maquiné; Argentina: 24.

Misiones. Paraguai: 25. San Raphael, 26. Limoy.
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Como grupos externos foram usadas sequéncias de Blarinomys breviceps, Brucepattersonius
soricinus, Necromys lasiurus, Thalpomys cerradensis e Castoria angustidens, retiradas do GenBank
(acessos AY275112, KF815439, KF815437, AY273915 e AY273908, respectivamente) (D’Elia
2003; Smith e Patton, 2007; Ventura et al. 2010).

Os célculos de divergéncia genética foram feitos no software MEGA 7.0.14 (Kumar et al.

2015) por meio do modelo evolutivo Kimura 2-parametros (Kimura 1980).

2.3. Genotipagem

Para genotipagem por microssatélites foram testados 11 pares de primers heterélogos (Tabela
2.3), desenvolvidos para Akodon cursor (Moreira et al. 2014) e Akodon azarae (Vera et al. 2011). Os
iniciadores foward foram sintetizados com adicdo da cauda universal M13(-21), seguindo protocolo
de Schuelke (2000), composta por 18 nucleotideos (5-TGT AAA ACG ACG GCC AGT) que servem
como molde para que marcadores universais fluorescentes (6-FAM, NED, PET e VIC — Life
Technologies), inseridos ao meio na etapa de amplificacdo dos fragmentos, possam ser incorporados
aos produtos amplificados (uma cor para cada marcador microssatélite) via PCR e serem lidos no
sequenciador.

Para a genotipagem de cada individuo realizou-se amplificacéo simplex via PCR loco-a-loco,
e a leitura multiplex foi realizada, orientada pelo melhor arranjo de fragmentos determinado pelo
software Multiplex Manager v1.2 (Holleley e Geerts, 2009) (Figura 2.2). A leitura foi realizada em
sequenciador automatico ABI Prism 310 (Applied Biosystems, Inc.) por eletroforese no NGACB-
UFES. O tamanho dos fragmentos obtidos, por loco, por individuo, foram determinados baseado no
Gene Scan 600 LIZ Size Standard v2.0 (Applied Biosystems). A visualizacao dos picos para leitura
e determinacdo do tamanho dos fragmentos foi feita no software Geneious 7.1.3.

Os tamanhos dos fragmentos foram plotados em uma tabela utilizando o suplemento do
Microsoft Excel 2013 GenAlEx 6.5.2 (Peakall e Smouse, 2012). O desvio no padrdo esperado de
migracdo dos fragmentos pode ser ocasionado pela composigdo das sequéncias (Rosenblum et al.,
1997) ou pela fluorescéncia utilizada para marcagdo dos iniciadores (Wenz et al., 1998). Assim, ap0s
plotados, os valores dos tamanhos dos fragmentos foram arredondados para o nimero inteiro mais
proximo, de acordo com o padréo de repeticdo de cada locus (dinucleotideos). Para corrigir o desvio
e tornar o processo de classificagdo mais preciso, os dados brutos dos tamanhos dos fragmentos foram
importados no programa TANDEM (Matschiner & Salzburger, 2009), onde os tamanhos dos alelos
foram transformados utilizando uma funcgdo poténcia antes de ser realizado o arredondamento.

O numero de alelos, 0 numero efetivo de alelos, o nimero de alelos privados, o indice de
informacao de Shannon, a heterozigosidade observada e a heterozigosidade esperada foram utilizados

como indicativos da diversidade genética das populagdes e foram realizadas no GenAlEx 6.5.2.
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Os dados de cada microssatélite foram analisados no programa R (R Core Team 2017), por
meio do pacote estatistico “PopGenReport” (Adamack ¢ Gruber, 2017) para verificar a presenca de
erros de genotipagem causados por alelos nulos (falha na amplificacdo de um ou mais alelos devido
a presenca de mutacdes na regido de hibridizacdo dos iniciadores) e stuttering (mutacGes in vitro
causadas pelo escorregamento da polimerase durante a PCR, gerando falsos alelos que diferem do
alelo verdadeiro por mdltiplos da unidade de repeticdo), segundo Chakraborty et al. (1994) e
Brookfield (1996). Os dados das populac6es de Itatiaia (RJ), Ouro Preto, Passa Quatro, Catas Altas
(MG), Bananal, S&o Jodo da Boa Vista e S&o Bernardo do Campo (SP) foram retirados das analises
posteriores devido ao pequeno nimero de amostras (n=1). Além disso, individuos que ndo tiveram
dados de 4 loci ou mais, foram retirados das analises, sendo considerados, apenas, para os calculos

de diversidade alélica.

2.4. Rede de haplétipos
Para estabelecer a relacdo entre os haplotipos mitocondriais (CytB), o nimero de haplétipos
(nH) foi determinado no programa DnaSP 6 (Librado e Rozas 2009) e a relacdo hierarquica entre eles

foi estabelecida utilizando o programa PopArt (Leigh e Bryant, 2015).

2.5. Estrutura populacional

A diferenciacdo genética par-a-par do marcador mitocondrial Cytb foi avaliada a partir do
indice de fixagdo (Fst) (Wright, 1951) e o particionamento hierarquico da diversidade genética (entre
grupos de populacgdes, entre populacdes dentro dos grupos e entre individuos dentro das populacées)
foi avaliado através da analise de variancia molecular espacial (SAMOVA; Dupanloup et al., 2002),
e da andlise da variancia molecular (AMOVA,; Excoffier et al., 1992), utilizando os marcadores
microssatélites. Foram testados diferentes valores de k (nimero estimado de populacées), que variou
de 2 a 10. Os indices de fixacdo par-a-par (Fst) obtidos para cada marcador foram utilizados como
medidas de distancia genética entre as populages, realizados no GenAlEx 6.5.2.

Os dados dos marcadores microssatélites de todos os individuos genotipados foram utilizados
para inferir a estrutura genética das populagdes sem levar em consideragéo a informacéo do local de
coleta. Para isso, foi utilizada a analise de agrupamento implementada no programa Structure 2.3.4
(Pritchard et al., 2000), onde foi selecionado 0 modelo de ancestralidade “‘com mistura” (admixture)
com frequéncias alélicas correlacionadas entre as populagcdes. Foram realizadas 10 corridas para cada
valor de K (nimero de grupos), o qual variou de um a 10. Cada corrida consistiu em 1.100.000 passos
na Cadeia de Markov, sendo que os 100.000 primeiros passos foram descartados como burn-in. A
definicdo do nimero de grupos mais provavel foi realizada utilizando o método de Evanno et al.

(2005), implementado na plataforma online Structure Harvester (Earl & von Holdt, 2012).
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2.6. Modelagem de nicho

O levantamento de areas de ocorréncia de Thaptomys foi realizado a partir da juncédo da area
amostral do presente trabalho e de uma extensa revisao da literatura em artigos publicados e em
colecdes cientificas online (Species-link), onde o registro para a espécie sé foi considerado quando
era identificado com a coordenada geografica exata do local de coleta e 0 material testemunho esta
tombado em colecdes zoologicas.

A érea de estudo foi construida a partir da intersecdo das ocorréncias de Thaptomys nigrita
com as ecorregibes definidas pela regionalizacdo biogeogréfica a partir da anélise da ocorréncia da
fauna e flora (Lowenberg-Neto 2014; Morrone 2014). Um buffer de aproximadamente 5 km foi
adicionado ao redor da area de estudo, correspondente a area de vida da espécie.

Além dos registros de ocorréncia da espécie, os trés cariogrupos observados em Thaptomys
foram considerados para essa analise. Assim, foram testados os seguintes cenarios: (1) Todos os
individuos de todos os caridtipos juntos; 2) Toda a amostra, exceto os animais com 2n=50/FN=48,
para verificar se a regido de Una (BA) ainda permaneceria como area de adequabilidade para a
espécie; 3) Todos os exemplares, exceto 0s espécimes com 2n=48-51/FN=52, para verificar se a
regido de Luminarias (MG) ainda permaneceria como area de adequabilidade para a espécie; e (4)
somente 0s especimes com 2n=52/FN=52.

Foram consideradas 22 varidveis ambientais: 19 bioclimaticas, contendo combinacdes de
variacOes de sazonalidade, temperatura e pluviosidade (Hijmans et al 2005); duas de relevo, com um
modelo de elevacdo digital e uma de inclinacdo (cortesia do U.S. Geological Survey); e uma de
umidade, PET (Evapotranspiracdo Potencial, Potential Evapo-Transpiration no original - Zomer et al
2007). Um problema que surge com o uso de variaveis correlacionadas entre si é a colinearidade, que
pode comprometer seriamente a resolucao e interpretagdo de modelos (O’Brien 2007). Portanto, foi
utilizado um método Variance Inflation Factor (VIF) para reduzir a colinearidade, correspondente ao
reciproco do inverso do coeficiente de regressao de uma variavel em relacao ao restante das variaveis
analisadas (Dormann et al 2013). O limiar adotado foi 10. Sete variaveis foram determinadas para
compor o modelo final: Bio 2, Bio 3, Bio 8, Bio 9, Bio 12, Bio 15, e Slope.

Foram utilizados cinco algoritmos para a constru¢cdo do modelo: ANN, Maxent (Philips e
Tsuruoka), MARS e RF, com 10 interagdes. Um ensemble foi composto a partir de todas as interagdes
com TSS superior a 0.5. Todas as analises foram feitas no R (R Core Team 2017) usando o0s pacotes

rgdal, rgeos, adehabitatHR, raster e biomod2.
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Tabela 2.2. Amostragem de espécimes de Thaptomys do presente trabalho, localidade, nimero de individuos por localidade (n), cariétipo dos espécimes, nimero de amostras
sequenciadas, nimero de haplétipos (nH) por localidade, haplétipos e referéncias. !A=acrocéntricos, SM=submetacéntricos grandes, M=metacéntricos grandes, m=metacéntricos pequenos.

. . . Carittipo® CytB .
Pais Estado/Provincia Localidade n o NE AUTOSSOMOS n nA Haplotipo Referéncias
Bahia Uma 7 50 48 48A 9 5 H35-39 Ventura et al. 2004; Presente estudo
Santa Teresa 17 52 52 48A+2m 22 6 H2, H29-33 Presente estudo; Paresque et al. 2004
Espirito Santo Domingos Martins 4 52 52 48A+2m 4 3 H2, H6-H7 Presente estudo; Paresque et al. 2004
Dores do Rio Preto 5 52 52 48A+2m 6 2 H2, H9 Presente estudo
. . .. Lena Geise
Rio de Janeiro Itatiaia 52 52 48A+2m 2 2 H2 L
(comunicacdo pessoal)
Minduri - - - - 19 6 H2, H9, H14-17 Presente estudo
3 48 52 2SM+2M+40A+2m 3 Presente estudo
2 492 52 2SM+1M+42A+2m 2 Presente estudo
. 1 49h 52 1SM+2M+42A+2m 1 Presente estudo
Lumindrias 1 50b 52 1SM+iM+44A+2m 1 7 H2-3, H10-11 Presente estudo
. . 2 51 52 1SM+46A+2m 2 Presente estudo
Minas Gerais
- - - - 9 Presente estudo
Itamonte - - - 3 3 H3, H5, H10 Presente estudo
Fervedouro - - - - 7 2 H2, H8 Presente estudo
Catas Altas - - - - 1 1 H2 Presente estudo
Passa Quatro - - - - 1 1 H5 Presente estudo
Ouro Preto - - - - 1 1 H21 Presente estudo
Bananal - - - - 1 1 H1 Presente estudo
BRASIL Salesépolis 25 52 52 48A+2m - - - Yonenaga, 1972; Souza, 1981
Tapiraf 3 52 52 48A+2m 5 3 H2-3, H34 Renata Pardini
(comunicacdo pessoal)
Biritiba Mirim 2 52 52 48A+2m - - - Ventura et al. 2010
Pilar do Sul 2 52 52 48A+2m 1 - - Ventura et al. 2010
Piedade 1 52 52 48A+2m 2 2 H10, H22 Renata Pardini
(Presente estudo)
Séo Paulo Sdo Jodo da Boa Vista 1 52 52 48A+2m 1 1 H28 Presente estudo
Ibitina 3 52 52 48A+2m 3 3 H3, H5, H8 Presente estudo
Cotia 4 52 52 48A+2m 5 3 H3-H5 Presente estudo
Iguape 24 52 52 48A+2m 12 1 H2 Souza, 1981; Presente estudo
Itapetininga 1 52 52 48A+2m - - - Souza, 1981
Capao Bonito 1 52 52 48A+2m 1 1 H2 Presente estudo
Ribeirdo Grande 3 52 52 48A+2m 2 2 H2, H26 Presente estudo
Santa Virginia 2 52 52 48A+2m - - - Di-Nizo et al. 2014
Sete Barras 3 52 52 48A+2m - - - Fagundes, 1993
Parana Pirgqua_ra 7 52 52 48A+2m 6 4 H2, H23-25 Presente estudo; Hass et al. 2011
Ortigueira 3 52 52 48A+2m - - - Ventura et al. 2010
Santa Catarina Blumenau 2 52 52 48A+2m - Hass et al. 2011
Rio Grande do Sul Magquiné 9 52 52 48A+2m 9 2 H12-13 Presente estudo
ARGENTINA Misiones - 1 52 52 48A+2m 14 4 H2, H18-H20 Sudrez et al. 2015
PARAGUAI San Raphael - - - - - 16 2 H2, H27 Presente estudo
Limoy - - - - - 2 2 H2 Presente estudo
TOTAL 141 173 39

56



Tabela 2.3. Marcadores microssatélites utilizados no presente trabalho, com nome (locus), sequéncias dos primers, temperatura de anelamento (T °C), tamanho
esperado dos fragmentos amplificados, marcadores fluorescentes utilizados em cada caso e referéncias.

T° anelamento? Tamanho esperado  Marcador

(°C) dos fragmentos Fluorescente Referéncia

Locus Primerst!

F-GTATGGGTCCAACCTAACTTG .
AkJ1 R-CAGGATTGAACTCAGTTTCTC 55 (55) 131-167 6-FAM Moreira et al. 2014

F-GTAGTGGGTCCAACCTAACTTG .
AkL1 R-CATACTTGTAAGGGAAGCGTC 58 (52) 111-147 VIC Moreira et al. 2014

. F-CACCGCCCTGCTTTTATTTA .
AKLil.2 R-ACAAAAAGGTGGTGGTGCAT 61 (57) 195-253 6-FAM Moreira et al. 2014

F-AGGTACCCGCAACTCTTACA

AkPQAc1 R-GGCAAGTTCTAAGCCAACGA 45 (55) 188-252 PET Moreira et al. 2014
F-CTCCTGCCCTGTGTTTATCA .

AkPQAs1 R-CTTGAAGGGCTTCCAGACAC 60 (60) 164-214 NED Moreira et al. 2014

AKPQT1 F-GCCAAAGCACCACAACTGAT 60 (57) 191-235 vIC Moreira et al. 2014

R-TTCCTCTTTCCCCTTCCTGT

F:GCACAGGACCTTTGTGCT
Aaz 1l R:.GGTCTAGGGTATCCAACACCT 52 (64) 170-194 PET Veraetal. 2011

F:CTAGCAGAATCCCTCTGTGTGAAA
Aaz3 R:GCCTCTCTAAAAAACGAGATTTGC 48 () 146-170 ] Veraetal. 2011
F:-GATCTTCTTTCTGGTAAGGATAAAAC
R.TGATTGACATACTTGAACAATGT
F:-GCAATGATTCTTTAGAAATATCACCA
Aaz 5 R CAAACAATTAAGGATTTTTGGTC 50 () 116-142 - Veraetal. 2011
F: GCCTATAGCACACATGTGCA
Aazll B AGCAGAATCTTTTCATTTTCCAAGA 52() 112-138 - Veraetal. 2011

1 Sem a cauda M13; 2 Entre parénteses, temperatura de anelamento apds a adi¢io da cauda M13.

Aaz 4 50 (58) 180-242 NED Veraetal. 2011
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Figura 2.2. Divisdo dos marcadores microssatelites para genotipagem multiplex de Thaptomys
nigrita feita no programa Multiplex Manager. Em azul, marcadores microssatélites marcados com

6-FAM; em verde, com VIC; em amarelo, NED; em vermelho, PET.
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3. RESULTADOS

3.1 Andlises Filogenéticas

Das 201 amostras foram obtidas sequéncias de 173 individuos para o CytB,
revelando 39 haplétipos e de 89 individuos para o IRBP. O melhor modelo evolutivo,
para ambos os critérios de otimizagdo, foi 0 HKY + G (gamma=0.2730). O teste de
saturacdo mostrou que as sequéncias nao estavam saturadas em nenhuma posicdo das
bases do codon.

Thaptomys mostrou-se como um grupo monofilético nas anélises do CytB e do
IRBP, exceto por seis dos 19 animais de Minduri (MG; MP102, MP108, MP111, MP115,
MP118, MP124; localidade 9, Figura 2.2) que formaram um grupo monofilético, irmao
aos grupos externos, com alto suporte (88 e 1, respectivamente; Figura 2.3) e divergéncia
genética de 9,39% em relagdo as demais amostras de Thaptomys.

Assim, o clado Thaptomys foi composto por amostras de 25 localidades,
compreendendo Una, na Bahia, que representa o extremo norte da distribuicao geogréfica
para a género, passando pelo Espirito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sdo Paulo,
Parana, Rio Grande do Sul, Misiones (Argentina) e San Raphael (extremo sul da
distribuicdo geogréafica conhecida para o género), incluindo lItatiaia (RJ; ponto 12, Figura
2.1), a localidade mais proxima da localidade-tipo da espécie (proximidades da cidade do
Rio de Janeiro; Hershkovitz 1998).

Dentro de Thaptomys, recuperou-se um grupo monofilético “Clado Norte”
(MV=58; IB=1) de abrangéncia geografica ampla, com 104 amostras que compreende
amostras de Una (BA; 2n=50/FN=48), Ibitirama (ES; 2n=52/FN=52), Luminarias (MG;
2n=48-51/FN=52), Minduri (MG; 2n ndo definido), Itatiaia (RJ; 2n=52/FN=52), até
Tapirai (SP; 2n=52/FN=52). Nenhum cario6tipo formou um grupo monofilético, embora
0s 9 especimes com 2n=50/FN=48 de Una (BA), se organizaram em dois clados distintos
e exclusivos. As demais 63 amostras apresentaram 2n=52/FN=52 e formaram uma
politomia, compreendendo as localidades “Sul”: Tapirai (SP), Iguape (SP), Capao Bonito
(SP), Ribeirdo Grande (SP), Piraquara (PR), Maquiné (RS), Misiones (Argentina, sem
cariotipo), San Raphael e Limoy (Paraguai, sem cari6tipo). Assim, ndo se pode concluir
se 0 2n=52/FN=52 € o cariétipo basico em Thaptomys.

Em todos os critérios de otimizacdo (ML e IB) com sequéncias de IRBP,
Thaptomys foi recuperado como grupo monofilético com suportes significativos para o

clado (100 e 1, respectivamente). Em nenhuma das analises foi observada a formagéo de
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grupos monofiléticos correspondentes aos cariétipos ou que demonstrasse qualquer

estruturacdo geogréfica (Apéndice 2).

3.2 Rede de haplotipos

A relacdo hierarquica entre os haplotipos com as 167 amostras (Figura 2.4)
apresentou uma configuragdo em estrela, com um hapl6tipo central (H2), mais frequente
(n=78 individuos, 16 localidades), e os demais se diferenciando a partir dele, com poucos
passos mutacionais, ndo indicando estruturacdo populacional. A localidade Una (BA) foi
a Unica a possuir 5 haplétipos exclusivos (H34-38), diferenciando-se de dois a cinco
passos mutacionais do hapl6tipo mais frequente (Figura 2.4).

Quando a anélise envolveu apenas espécimes cariotipados (n=89, Figura 2.5), a
configuracdo em estrela se repete, sendo o haplétipo mais frequente (H1) representado,
principalmente, por individuos com 2n=52/FN=52. Os individuos com 2n=50/FN=48
apresentaram haplétipos exclusivos e 0s com 2n=48-51/FN=52 apresentaram quatro
haplétipos, sendo H1 e H2 compartilhados com individuos com 2n=52/FN=52 e H13 e

H14, exclusivos.

3.3 Divergéncia Genética

3.3.1.Entre cariogrupos

A divergéncia genética entre espécimes com diferentes cariotipos, utilizando o
CytB, foi de 1,89% entre 2n=50/FN=48 e 2n=52/FN=52, 1,2%, entre 2n=50/FN=48 e
2n=48-51/FN=52 e 1,81%, entre 2n=48-51/FN=52 e 2n=52/FN=52. A divergéncia dentro
dos grupos 2n=50/FN=48, 2n=48-51/FN=52 e 2n=52/FN=52 foi, respectivamente, de
1,37%, 0,83% e 1,06%.

3.3.2. Entre localidades

Na analise de divergéncia genética par a par, considerando todas as amostras,
cariotipadas ou ndo, a amostra RM75, de Una, apresentou divergéncia de 3,85%, quando
comparada a um espécime do Paraguai (TK 145116). Quando se observou a distribuicéo
das localidades na filogenia, notou-se que Tapirai (SP) foi a Gnica localidade presente no
grupo monofilético e na politomia. A divergéncia genetica entre esses dois grupos foi de
2,15%. Dos 1084 pb gerados do gene nuclear IRBP para 65 espécimes de 17 localidades,
com divergéncia par a par variando de 0,1%, entre amostras de Una e Iguape, a 1,1%
entre Una e Iguape, distantes a cerca de 1.373 km (Apéndice 3).
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Figura 2.3. Arvore filogenética obtida através da analise de Inferéncia Bayesiana com sequéncias parciais de 801pb do gene mitocondrial CytB de 176 espécimes de Thaptomys. Os
nameros nos nos representam os suportes nas analises de Méxima Verossimilhanca (boostrap) e na Inferéncia Bayesiana as (probabilidades a posteriore), respectivamente. As cores
dos haplotipos nos ramos terminais representam os trés cariogrupos observados no género, onde vermelho sdo individuos com 2n=50/FN=48, azul, 2n=48-51/FN=52 e verde,
2n=52/FN=52. Em preto, ndo h& informagcdo citogenética.
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Tabela 2.4. Divergéncia genética (K2P) entre localidades ao longo da distribui¢do geogréfica de Thaptomys utilizando apenas espécimes cariotipados.

UNA SNT DOM

IBT

ITA

PIE

LUM

CAP

SJB

IBIU TAP COT IGU PIR

UNA
SNT
DOM
IBT
ITA
PIE
LUM
CAP
SJB
IBIU
TAP
CoT
IGU
PIR
MAQ

0,0165
0,0173
0,0157
0,0169
0,0228
0,0182
0,0220
0,0183
0,0201
0,0213
0,0221
0,0199
0,0220
0,0206

0,0051
0,0065
0,0050
0,0107
0,0093
0,0146
0,0158
0,0081
0,0133
0,0097
0,0127
0,0148
0,0151

0,0058
0,0047
0,0102
0,0091
0,0146
0,0160
0,0077
0,0132
0,0096
0,0127
0,0150
0,0151

0,0058
0,0119
0,0093
0,0146
0,0133
0,0092
0,0134
0,0111
0,0126
0,0150
0,0151

0,0094
0,0084
0,0141
0,0155
0,0069
0,0125
0,0084
0,0122
0,0145
0,0146

0,0088
0,0200
0,0214
0,0062
0,0151
0,0046
0,0173
0,0197
0,0196

0,0169
0,0161
0,0076
0,0134
0,0070
0,0147
0,0170
0,0170

0,0227
0,0173
0,0084
0,0193
0,0029
0,0037
0,0066

0,0187
0,0214
0,0207
0,0207
0,0227
0,0232

0,0133

0,0048 0,0137

0,0148 0,0083 0,0166

0,0171 0,0090 0,0190 0,0045
0,0171 0,0109 0,0189 0,0051 0,0069
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Figura 2.4. Rede de haplétipos evidenciando o compartilhamento de hapl6tipos para o gene mitocondrial CytB (801pb) entre os 176 espécimes de Thaptomys
ao longo de sua distribuicdo geogréfica. Cada cor representa uma localidade (legenda). O tamanho de cada hapl6tipo é proporcional ao nimero de individuos.

63



H15

H3 H13

H24 H2
H23

H25

H6

H21

H33
H16
H20

H35 H37

H38 » H32
H34 , ol N
H10
H18
H9

0@

H19

1 sample
@ 2n=52/FN=52
@ 2n=48-51/FN=52
@® 2n=50/FN=48
@ Misiones / San Raphael / Limoy
Minduri

Figura 2.5. Rede de haplétipos evidenciando o compartilhamento de hapl6tipos entre os espécimes de Thaptomys, com base nas informacdes cariotipicas dos
espécimes utilizados. Cada cor representa um cariogrupo, sendo vermelho 2n=50/FN=48; verde, 2n=52/FN=52; e azul, 2n=48-51/FN=52. Em preto, espécimes
de Misiones (Argentina), San Raphael e Limoy (Paraguai), que foram utilizados como representativos para abranger a maior distribuicdo geografica possivel.
Em cinza, animais de Minduri (Minas Gerais) que formam o clado irm&o dos grupos externos nas anélises filogenéticas.
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3.4. Analises Populacionais

3.4.1. Marcador mitocondrial (CytB)

O teste de SAMOVA utilizando CytB mostrou que as amostras de Thaptomys
estdo organizadas em oito agrupamentos ao longo de sua distribuicéo geogréafica (Tabela
5), sendo este o arranjo que apresenta menor diferenciagdo genética entre as localidades
dentro dos grupos, e a maior entre grupos (Tabela 2.5; Figura 2.6).

Tabela 2.5. Teste de Variancia Molecular Espacial para a obtencdo da melhor organizacdo
populacional das amostras de Thaptomys do presente trabalho a partir do indice de diversidade
molecular ®sr. Kk representa 0 nimero de populacdes admitidas para o teste (variou de 2 a 10).

Entre Localidades

Popula¢des Admitidas  ®ct  ®st  Entre Grupos Dentro Dos Grupos Dentro De Localidades
K=2 0,47 0,65 47,4 17,16 35,44
K=3 0,49 0,62 49,27 12,28 38,44
K=4 0,52 0,62 51,53 10,14 38,33
K=5 0,52 0,62 52,08 9,64 38,27
K=6 0,52 0,61 52,17 9,2 38,63
K=7 0,52 0,61 52,12 8,7 39,18
K=8 0,54 0,58 53,91 4 42,1
K=9 0,53 0,58 52,7 5,78 41,52
K=10 0,53 0,58 53,14 5,01 41,85
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Figura 2.6. Estrutura populacional em Thaptomys determinada pela analise de Variancia Molecular Espacial
(SAMOVA) a partir dos 801pb do gene mitocondrial CytB. Podem ser observadas 8 populagdes, que séo representadas
por cores distintas: vermelho (1 - Una-BA), azul (2 - Santa Teresa, 3 - Domingos Martins, 4 - Ibitirama — ES; 12 -
Itatiaia — RJ; 5 — Fervedouro, 7 - Ouro Preto, 6 - Catas Altas — MG; 11 - Bananal — SP), laranja (10 - Itamonte, 8 -
Luminarias, 13 - Passa Quatro — MG; 15 - Cotia, 14 - Ibilna, 16 - Piedade e 17 - Tapirai — SP), cinza (9 — Minduri —
MG), roxo (18 - Pilar do Sul — SP), preto (27 — Sdo Jodo da Boa Vista — SP), marrom (23 — Maquiné — RS) e verde
(19 — Iguape, 20 — Capéo Bonito e 21 — Ribeirdo Grande — SP; 22 — Piraquara — PR; 24 — Misiones — Argentina; 25 —
San Raphael e 26 — Limoy — Paraguai).
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Nemere de hamozigotes

3.4.2. Microssatélites

Oito dos 11 loci amplificaram em 175 exemplares, com sucesso de (87,06%). O
numero de alelos por locus variou de 15 a 23 (Tabela 2.6), sendo San Raphael-Limoy
(Paraguai, cariotipo desconhecido) a que apresentou maior diversidade de alelos efetivos
para o locus J1 (Ne=7,895), Santa Teresa (ES, 2n=52/FN=52), para os loci T1
(Ne=9,778), Aaz4 (Ne=9,047) e Asl (Ne=7,224) e Minduri (MG, cariotipo desconhecido)
para os loci Li (Ne=2,941) e Acl (Ne=6,541) (Tabela 2.7). Os tamanhos observados dos
alelos variaram em relacdo aos esperados nas descri¢cdes originais, mostrando uma maior
diversidade em nimero e tamanho de alelos.

A andlise para verificar a presenca de alelos nulos sugeriu a possivel presenca de
alelos nulos em nos locus Aazl e L1 devido ao elevado nimero de homozigotos
observados (Figura 2.7). Assim, esses loci foram retirados das analises posteriores.
Também foram excluidos os individuos em que se amplificou menos que quatro loci.
Dessa maneira, foram utilizados 149 individuos de 21 localidades nas demais analises
com missing data de 5,9%. Para algumas localidades os marcadores Asl (Santa
Teresa/ES, Luminarias/MG e lguape/SP) J1 (Una/BA) e Li (SAR/Paraguai) desviaram
do Equilibrio de Hardy-Wemberg.

As localidades que apresentaram as maiores diversidades de alelos privados foram
Santa Teresa (2n=52/FN=52), com cinco alelos, seguido de Una (2n=50/FN=48) e
Luminarias (2n=48-51/FN=52), com quatro alelos cada (Tabela 2.7).

Numern de homargetoy

B,

PR dde s b

Alvlos Abelon

Figura 2.7. Graficos boxplots mostrando o nimero de homozigotos esperados para cada alelo nos
individuos do presente estudo para os marcadores Aazl e L1. Pontos pretos indicam outliers,
enquanto os vermelhos indicam o nimero de homozigotos para cada alelo. Pontos vermelhos
acima das linhas verticais nos boxplots indicam excesso de homozigotos para cada alelo.
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Tabela 2.6. Marcadores microssatélites utilizados no presente trabalho, com nome (locus), temperatura de anelamento (T °C), tamanho esperado dos fragmentos
amplificados, tamanho observado dos fragmentos amplificados, nimero total de alelos e referéncia original da descri¢do dos primers.

T° anelamento?!

Tamanho esperado

Tamanho observado

Locus (°C)? (pb) (pb) Namero total de alelos Referéncia
AkJ1 55 (55) 131-167 113-191 23 Moreira et al. 2014
AkL1 58 (52) 111-147 95-223 16 Moreira et al. 2014
AkLi1.2 61 (57) 195-253 197-277 15 Moreira et al. 2014
AkPQAc1 45 (55) 188-252 140-244 20 Moreira et al. 2014
AKPQAs1 60 (60) 164-214 142-218 21 Moreira et al. 2014
AkPQT1 60 (57) 191-235 187-225 20 Moreira et al. 2014
Aaz 1 52 (64) 170-194 154-228 15 Veraetal. 2011
Aaz3 48 (-) 146-170 - - Veraetal. 2011
Aaz 4 50 (58) 180-242 126-236 22 Vera et al. 2011
Aaz 5 50 (-) 116-142 - - Vera et al. 2011
Aaz 11 52 () 112-138 - - Veraetal. 2011

1 Sem a cauda M13; 2 Entre parénteses, temperatura de anelamento apds a adi¢do da cauda M13.
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Tabela 2.7. Namero de alelos privados por localidade, locus, tamanho do alelo e a respectiva frequéncia

observada.

Tamanho do alelo

Localidade Locus (pb) Frequéncia observada
161 0,100
J1 163 0,250
UNA 165 0,100
Aaz4 200 0,045
J1 113 0,023
Aaz4 126 0,023
ST 156 0,023
Asl 158 0,023
Acl 220 0,071
Aaz4 228 0,125
DM Asl 190 0,125
Acl 200 0,125
T1 187 0,100
IBI Li 223 0,100
Asl 166 0,100
FER Acl 218 0,300
T1 189 0,026
. 233 0,026
LUM L 237 0,026
Asl 214 0,026
BIT Acl 222 0,500
CoT Acl 210 0,125
Aaz4 236 0,091
IGU Asl 194 0,050
Acl 216 0,111
PIE Li 245 0,500
T1 225 0,100
TAP Asl 218 0,200
. 269 0,500
PIS L 277 0,500
232 0,063
MAQ Aazd 234 0,063
11 123 0,033
SAR 291 0,033
Acl 140 0,033
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Tabela 2.8. Valores de Fg, par a par, entre as populagdes de Thaptomys analisadas no presente trabalho, a partir dos dados de microssatélite.

UNA ST DM IBI  MIN1 FER ITA LUM MIN2 BIT COT IBIU IGU PIE RIB TAP PIS ORT PIR MAQ MIS SAR

0,000 UNA
0,056 0,000 ST
0,078 0,036 0,000 DM
0,097 0,064 0,077 0,000 1Bl
0,066 0,054 0,057 0,091 0,000 MIN1
0,099 0,080 0,091 0,085 0,094 0,000 FER
0,113 0,090 0,108 0,100 0,099 0,074 0,000 ITA
0,109 0,075 0,076 0,090 0,091 0,131 0,153 0,000 LUM
0,089 0,069 0,077 0,096 0,044 0,108 0,119 0,108 0,000 MIN2
0,200 0,188 0,177 0,240 0,167 0,232 0,257 0,223 0,134 0,000 BIT
0,188 0,162 0,183 0,228 0,124 0,221 0,231 0,241 0,111 0,137 0,000 COoT
0,232 0,217 0,236 0,227 0,203 0,229 0,250 0,270 0,179 0,295 0,255 0,000 IBIU
0,151 0,132 0,138 0,178 0,111 0,159 0,200 0,191 0,096 0,116 0,105 0,233 0,000 IGU
0,156 0,140 0,162 0,203 0,124 0,212 0,238 0,211 0,149 0,247 0,168 0,230 0,160 0,000 PIE
0,243 0,218 0,255 0,291 0,230 0,319 0,364 0,291 0,227 0,303 0,257 0,398 0,228 0,302 0,000 RIB
0,145 0,131 0,133 0,156 0,088 0,160 0,181 0,179 0,083 0,136 0,097 0,218 0,082 0,152 0,203 0,000 TAP
0,290 0,261 0,264 0,291 0,251 0,236 0,262 0,337 0,253 0,358 0,328 0,370 0,302 0,354 0,411 0,256 0,000 PIS
0,285 0,262 0,267 0,289 0,239 0,254 0,283 0,313 0,223 0,374 0,320 0,330 0,280 0,319 0,378 0,242 0,391 0,000 ORT
0,153 0,133 0,134 0,152 0,115 0,136 0,138 0,173 0,089 0,148 0,139 0,188 0,112 0,178 0,240 0,077 0,228 0,171 0,000 PIR
0,160 0,131 0,134 0,161 0,107 0,140 0,128 0,199 0,094 0,135 0,114 0,205 0,104 0,168 0,244 0,087 0,222 0,203 0,050 0,000 MAQ
0,247 0,238 0,242 0,283 0,229 0,269 0,270 0,260 0,243 0,322 0,330 0,336 0,295 0,340 0,360 0,262 0,378 0,317 0,197 0,225 0,000 MIS
0,178 0,133 0,139 0,181 0,142 0,208 0,238 0,187 0,126 0,191 0,197 0,265 0,180 0,209 0,216 0,142 0,314 0,213 0,151 0,171 0,236 0,000 SAR
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O teste de AMOVA, considerando todas as localidades como uma Unica populagdo, mostrou que
a maior porcentagem de variacdo molecular esta entre individuos dentro das localidades, com 82% de

divergéncia, enquanto que a diversidade entre localidades foi de 13% e dentro das localidades foi de 5%.

A Anélise de Componente Principal (PCoA) mostrou que a maior parte da diversidade genética
dos microssatélites ao longo da distribuicdo geografica do género é explicada pelos trés primeiros eixos
(22,16%, 18,28% e 15.19%, respectivamente; Figura 2.8). Além disso, é observada a formacéo de dois
grupos (“Grupo Sul” ¢ Clado “Norte”) com ampla distribuicdo geografica que, de acordo com as
localidades das amostras, sdo semelhantes aos das arvores obtidas nas anélises filogenéticas do gene
mitocondrial Cytb (tanto para MV, quanto para 1B, Figura 2.3). As diferencgas observadas na organizagéo
das amostras nos grupos formados nas filogenias moleculares e na PCoA ¢é a presenca das amostras de
Cotia (SP) no “Grupo S” e o nao compartilhamento de amostras de Tapirai (SP) entre 0s dois grupos

(Figura 2.8), 0 que é observado nas filogenias moleculares.

"Grupo 8" . PIS Clado N
g ORT _ MIS ITA
) » FER
3 e 1BIU OM IBI* \ym
§ AR Maq  [TAP MiN2 vty S UNA
* RIB coT#S | *PE
IGU ¢ Localidade

Coord. 1(22,16%)

Figura 2.8. Anélise de Componente Principal (PCoA) mostrando a organizacao das localidades em dois grandes
grupos com ampla distribuicdo geografica, de acordo com os dados de microssatélites (6 loci). Em destaque, em
preto, as amostras de Tapirai e Cotia (SP), que estao no “Grupo S”, diferindo dos dados obtidos nas filogenias

moleculares com o gene mitocondrial Cytb (801pb).

A estruturacdo geografica obtida através do STRUCTURE mostrou que o nimero de populagdes
que melhor explica a diversidade observada em Thaptomys, segundo o conjunto de dados com o0s seis
loci de microssatélites, € igual a cinco (k=5; Figura 2.9), sendo elas: G1; Una (BA); Santa Teresa,
Domingos Martins e Ibitirama (ES); Fervedouro, Itamonte e Ouro Preto (MG); Ibilina, S&o Jodo da Boa
Vista e Pilar do Sul (SP); G2: Minduri (MG); G3: Luminarias (MG); G4: Biritiba Mirim, Cotia, Iguape,

71



Tapirai e Piedade (SP); Piraquara (PR) e Maquiné (RS); e G5: Ribeirdo Grande (SP), Ortigueira (PR),
Misiones (Argentina) e San Raphael-Limoy (Paraguai).

As populacdes recuperadas pelos dados de microssatélites mostram uma variacéo geografica de
acordo com um gradiente Norte-Sul, onde se observa uma mudanca gradual na composi¢do genética e
nas probabilidades das amostras pertencerem a diferentes populac6es (Figura 2.10). Cada populacéo
apresenta um perfil distinto das demais populacdes. Os individuos localizados nos extremos da
distribuicdo geografica de Thaptomys, como Una-BA (2n=50/FN=48; extremo norte — amarelo) e em
San Raphael-PAR (nédo cariotipados) no extremo sul, sdo bastante distintos, do mesmo modo que as
amostras de Lumindrias-MG (2n=48-51/FN=52) e as amostras de Iguape-SP (2n=52/FN=52)

apresentam composicdo genética distinta de todas as demais (Figura 2.9).
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Figura 2.9. Estruturacdo geogréfica com k = 5 populagdes para Thaptomys ao longo da distribuicéo
geografica para o género, a partir da analise realizada no programa Structure com 0s gendétipos de
microssatélites (6 loci). Cada barra representa um individuo e as cores sdo as probabilidades deles
pertencerem a um grupo ou outro. Barras pretas e siglas (abaixo) representam as localidades das
amostras, segundo a Tabela 2.2.
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Figura 2.10. Estruturacdo geogréafica de Thaptomys ao longo da sua distribuicdo geografica na Mata

Atlantica por diferentes metodologias. No mapa estdo as popula¢fes determinadas pela Andlise de
Variancia Molecular Espacial (SAMOVA) a partir de sequéncias parciais (801pb) do gene mitocondrial
CytB, as quais apresentam cores especificas; o ramo representa 0 grupo norte recuperado nas filogenias
moleculares a partir do mesmo conjunto de dados no teste de SAMOVA,; e o bar plot, evidencia as cinco
populagbes recuperadas pelos dados dos seis loci de microssatélites, em que se observa uma

diferenciacéo norte-sul dos individuos analisados.

73



3.5.Modelagem de nicho

A modelagem de nicho revelou as areas de maior adequabilidade para Thaptomys, de acordo com
as variaveis ambientais utilizadas. As areas de adequabilidade foram praticamente iguais em todos os
cenarios testados, abrangendo, principalmente, as regides serranas do Espirito Santo até o Rio Grande
do Sul, no Brasil. Na Argentina e no Paraguai, as areas de ocorréncia para a espécie apareceram, de
maneira geral, pouco adequadas (Figura 2.11).

Quando comparou-se as areas de adequabilidade nos diferentes cenérios testados, algumas
diferencas importantes foram observadas. Ao considerar todos os pontos de ocorréncia e cariétipos, Una
(2n=50/NF=48; BA), Luminarias (2n=48-51/NF=52; MG) e as demais localidades com 2n=52/NF=52
apresentaram-se como adequadas (Figura 13a). Entretanto, quando Una, unica localidade onde o
cariétipo com 2n=50/NF=48 € observado, foi retirada da analise, a regido deixou de ser adequada (Figura
2.11b). Quando Luminarias foi retirada da analise, aquela regido continuou como adequada (Figura
2.11c). Por fim, quando apenas as localidades com registros de espécimes com 2n=52/NF=52 foram
mantidas para a andlise, Una continuou com baixa adequabilidade e Luminarias, com alta
adequabilidade. (Figura 2.11d). Nossos dados podem indicar que a populagdo de Uma, na Bahia,

apresenta diferentes necessidades ambientais que as populacdes com os demais cariétipos.
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Figura 2.11. Modelagem de nicho revelando as areas de maior adequabilidade para Thaptomys ao longo da
distribuicdo geogréfica na Mata Atlantica e os cendrios testados, considerando (a) todos os cariogrupos, (b)
retirando os pontos de registro de espécimes com 2n=50/FN=48, (c) retirando apenas 0s registros de animais com
2n=48-51/FN=52 e (d), considerando apenas as localidades de espécimes com 2n=52/FN=52.
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4. DISCUSSAO

4.1. As dificuldades dos estudos taxondmicos em Thaptomys

O género Thaptomys foi reconhecido pela primeira vez por Thomas, em 1916. Desde entdo, 0s
estudos taxondmicos com o grupo foram realizados, exclusivamente, baseados em dados morfolégicos
até 1961, com Cabrera. Apenas em 1999 Thaptomys foi incluido em um trabalho com abordagem
molecular (Smith e Patton, 1999) e, posteriormente, em 2003 (D’Elia et al. 2003) e 2007 (Smith e Patton
2007). Apesar desses trabalhos incluirem Thaptomys em suas analises, ndo houve proposta de se discutir
a taxonomia do género, mas, somente indicar sua posicao filogenética dentro de Akodontini.

Por outro lado, dados citogenéticos sdo conhecidos para o género desde 1978, analisados pela
primeira vez, ainda como Akodon nigrita, para espécimes coletados em regides do estado de S&o Paulo
(Yonenaga, 1978). Nesse estudo, foram analisados poucos individuos de S&o Paulo. Posteriormente, em
1993, Fagundes analisou espécimes que apresentaram o mesmo cariétipo com 2n=52/FN=52 observado
por Yonenaga.

Ap06s 50 anos do trabalho realizado por Cabrera (1961), Moreira e Oliveira (2011) direcionaram
seus esfor¢os para analisar morfologicamente a maior amostra de Thaptomys em um Unico trabalho,
compreendendo toda a distribuicdo geografica do género na Mata Atlantica brasileira, com 379
espécimes e 30 localidades. Nesse trabalho, os autores relatam a inclusdo de 103 animais coletados entre
1943-1945 no programa “Yellow Fever Research Service” nas regides de I1héus e Buerarema, proximas
a Una (BA) (73 km e 47 km, respectivamente).

Os primeiros dados citogenéticos para espécimes da Bahia s6 foram obtidos em 1998 (V.
Fagundes, comunicacdo pessoal) e publicados em 2004 (Ventura et al. 2004) como um cariotipo novo
com 2n=50/FN=48, exclusivo de Una.

Apenas em 2010 foi publicada a primeira filogenia molecular buscando-se entender a diversidade
cariotipica e geografica no género (Ventura et al. 2010), utilizando 18 espécimes de oito localidades.
Nota-se, portanto, que os trabalhos com abordagem taxondmica em Thaptomys ou demoram muito
tempo para serem feitos, como no caso das analises morfologicas, ou sdo feitos com amostras pequenas,
de pouca representatidade geografica, o que dificulta a resposta de algumas questdes importantes.

Isso pode estar associado a varios impedimentos, dos quais pode-se destacar a dificuldade em se
capturar espécimes de Thaptomys pela sua propria histéria natural. Thaptomys é um género semi-
fossorial, terrestre e principalmente diurno (Teta et al. 2015). S&o coletados tanto em florestas primarias,

quanto secundarias, e nas pastagens proximas a essas florestas (Davis 1947; Myers e Wetzel, 1979). No
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Brasil, geralmente sdo encontrados sob troncos e raizes de arvores (Davis 1947). No Paraguai, sao
capturados em regides de floresta tropical imida ao longo de caminhos através de grama, em pilhas de
madeira e ao lado de troncos caidos (Myers e Wetzel, 1979). Essas caracteristicas, portanto, podem
refletir em uma interpretacdo de que Thaptomys nigrita € uma espécie rara, com populacdes pequenas
e, por isso, um baixo indice de captura, o que é recorrentemente relatado em varios trabalhos (Gatto-
Almeida et al. 2016; Geise et al. 2004; Bonvicino et al. 2002). Com isso, precisa-se de estudos mais
detalhados sobre a biologia da espécie, como de captura, marcacdo e recaptura, acompanhamento dos
individiuos capturados com linhas de carretel, com o intuito de observar onde e como vivem e estudo de
habitos alimentares, por exemplo.

De 2013 a 2015 foram realizadas varias campanhas em Una (BA) na tentativa de capturar novos
espécimes de Thaptomys, pois o Ultimo registro que se tem desse género na regido é de 1998 (a0 menos
dos individuos utilizados no presente estudo). Nesse periodo, apenas um individuo foi coletado e
incorporado a presente amostra (LGA 4014).

No presente trabalho é apresentada a maior amostragem (em numero de individuos e abrangéncia
geografica) de Thaptomys em uma abordagem citogenética (n=141), sendo aplicadas técnicas de
coloracdo de cromossomos, bandeamento, FISH e pintura cromossémica; numa analise molecular
(n=201), com sequenciamento de genes mitocondrial e nuclear e genotipagem por microssatélites; e
numa analise de distribuicdo geografica, com coletas, obtencdo de tecidos por doacdo de varios
pesquisadores e levantamento de pontos de ocorréncia para analises de modelagem de nicho.

Cada método utilizado no presente estudo pode apresentar problemas que muitas vezes sao
intrinsecos a propria técnica. Um exemplo é a amplificacdo de sequéncias mitocondriais que estdo
presentes no genoma nuclear, conhecidas como Numts ou pseudogenes. Numts sdo copias nao funcionais
de sequéncias mitocondriais que se incorporaram ao genoma nuclear (Leite 2012). Esse tipo de cOpia ja
foi detectada em mais de 85 organismos de eucariotos (Hazkani-Covo et al. 2010). A transferéncia de
genes mitocondriais para 0 DNA nuclear pode ocorrer através de transferéncia direta, ou pode ser
mediada por RNAs, caso em que o0s elementos virais participam (Williams & Knowlton 2001, D'Errico
et al. 2004, Frézal & Leblois 2008, Song et al. 2008). Assim, quando transferido para o nucleo, o gene
mitocondrial perde sua fung&o original e é livre para acumular muta¢Ges, mesmo que em taxas diferentes
que a do genoma mitocondrial (Strugnell e Lindgren 2007). Por isso, conclusdes errbneas podem ser
observadas quando os pseudogenes sdo incluidos nas analises de sequéncias mitocondriais (Leite 2012).

Nas analises filogenéticas utilizando o marcador mitocondrial Cytb no presente estudo, seis das
19 amostras de Thaptomys da localidade de Minduri (MG), que ndo possuem dados cariotipicos, se

relacionaram mais proximamente com 0S grupos externos do que com as demais amostras e nao
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compdem o grupo monofilético recuperado para Thaptomys nas analises de ML e IB (98/1,
respectivamente). As seis amostras divergiram em 9,99%, com amostras do cariogrupo 2n=52/FN=52,
9,81% com 2n=50/FN=48 e 9,47% com 2n=48-51/FN=52. Nas redes de haplotipos, esses animais ndo
compartilharam nenhum haplétipo com outras localidades (H16 e H17) e sdo os mais divergentes,
diferindo de H13 em 15 passos mutacionais (Figura 6). As demais 13 amotras se posicionaram no “Clado
Norte” relacionadas com amostras com 2n=48/FN=52 (Lumindrias/MG) e 2n=50/FN=48 (Una/BA) ¢
divergéncia genética de 1,21% e 2,25%, respectivamente.

Nos eletroferogramas das seis sequéncias dessas amostras foram observados picos duplos em
diversas posicdes, sem a presenca de codons de parada, além de apresentar 9% de diferenca entre as
sequéncias depositadas no GenBank (Figura 2.12). Além disso, nos dados de microssatélite 0s mesmos
seis individuos compuseram a mesma populacdo (Minduri-MG), junto com as demais amostras dessa
localidade (Figura 2.12). Todas essas evidéncias reforcam a presenca de pseudogenes nesses espécimes.

Na tentativa de reduzir possiveis problemas com Numts, pode-se adotar algumas estratégias,
como a amplificacdo de material fresco, o uso de primers especificos, a andlise cuidadosa dos
eletroferogramas e a comparagdo com outras sequéncias (Leite 2012). Portanto, os Numts, se ignorados,
principalmente em trabalhos de taxonomia com a utilizacdo de inferéncias filogenéticas, podem causar

interpretacOes e conclusdes errdneas, como a identificacdo e descri¢do de taxons novos.
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Figura 2.12. Eletroferograma da sequéncia do gene mitocondrial Citocromo B de um espécime de
Minduri (MG), como evidéncia da amplificacdo de Numts. Em destaque (contorno preto), posi¢cdes com
picos duplos e ambiguidade na composicédo das bases nitrogenadas. Abaixo, a ferramenta Blast utilizada

para verificar a similaridade entre as sequéncias mitocondriais geradas e as presentes no GenBank.

78



4.2. Uma interpretacdo integrativa em Thaptomys

4.2.1. 2n=50/FN=48: uma espécie nova?

Desde 2004, quando foi descrito pela primeira vez para espécimes de Una, na Bahia, o caridtipo
2n=50/FN=48 foi apontado como um taxon novo para o género. Essa intepretacdo foi possivel gracas a
identificacdo de rearranjos cromossémicos do tipo fusdo em tandem e inversao pericéntrica que, segundo
0s autores, atuariam como barreira pré-zigética em um possivel cruzamento com espécimes de
2n=52/FN=52 (Ventura et al. 2004). Corroborando esses dados, as filogenias moleculares obtidas por
Ventura et al. (2010), recuperaram cada cariétipo, 2n=50/FN=48 e 2n=52/FN=52, como grupos
reciprocamente monofiléticos e com divergéncia genética entre eles variando de 1,9% a 3,5%. Assim,
os dados filogenéticos reforcaram a proposta de que 0 2n=50/FN=48 seria um taxon distinto, ainda ndo
descrito.

Os dados morfoldgicos e morfométricos apresentados por Moreira e Oliveira (2011) sugerem
uma “discriminacdo morfométrica muito sutil” a partir de diferengas craniodentais entre espécimes do
“Grupo Norte”, com representantes de Una (2n=50/FN=48), Almada, Pirataquissé e Buerarema, na
Bahia (sem cari6tipo), e Biritiba-Mirim e Iguape de S&o Paulo (2n=52/FN=52), ¢ do “Grupo Sul”,
abrangendo espécimes de Santa Teresa (ES) até Torres (RS), com 2n=52/FN=52. Além disso, essa
distincdo sutil se acentua quando as amostras dos extremos da distribuicdo geografica do género foram
comparadas entre si (Bahia, com 2n=50/FN=48; e Telémaco Borba, Parana, com 2n=52/FN=52),
desconsiderando as demais amostras de outras localidades.

Apesar da deteccdo dessa diferenca sutil e congruente entre espécimes com 2n=50/FN=48 e
2n=52/FN=52, os proprios autores apontaram que, em uma escala geografica mais ampla, o padréo de
diferenciacdo morfologica entre populacdes se assemelha ao modelo de isolamento por distancia.
Portanto, a divergéncia morfométrica sutil de espécimes da Bahia em relagdo as amostras do sul e do
sudeste brasileiro ndo poderia ser interpretada como resultado de uma descontinuidade morfolégica, mas
sim como um artefato de amostragem geografica desigual de Thaptomys (Moreira e Oliveira 2011),
devido ao gap amostral de 540 km entre Santa Teresa (ES; registro mais ao norte) e Una (Bahia).

Diante dessas evidéncias citogenéticas, moleculares e morfologicas, espécimes com
2n=50/FN=48 poderiam representar um taxon distinto e criptico a 2n=52/FN=52, situa¢do observada na
literatura para varios grupos de Sigmodontinae (Oecomys, Suérez-Villota et al. 2017; Calomys,
Gonzalez-lttig et al. 2014 e Akodon, Astua et al. 2015; Fagundes e Nogueira 2007).

79



Entretanto, os dados do presente estudo apontam para uma interpretacdo bem mais complexa, em
que sdo apresentados novos dados, tanto citogenéticos, quanto moleculares, de uma amostragem ampla
e representativa da distribuicdo geografica de Thaptomys.

Colombi (2018) traz novas interpretacdes quanto a evolucgéo cariotipica de Thaptomys (Capitulo
1) e mostra que 0s rearranjos cromossdmicos responsaveis pela distingdo de 2n=50/FN=48 e
2n=52/FN=52 sdo mais complexos do que os apresentados previamente por Ventura et al. (2004). Na
verdade, os rearranjos que ocorrem sdo uma fissdo céntrica desigual do par 25, um metacéntrico
pequeno, seguida de fusdo em tandem com outros dois pares cromossémicos, 2 e 23 (2+25 e 23+25),
mais complexos do que a fusdo em tandem dos pares 2 e 24 e a inversao pericéntrica do par 25, como
sugeridos previamente.

Os rearranjos detectados apos a reinterpretacdo dos dados sdo reportados em varios grupos de
mamiferos (Dobigny et al. 2015). Entretanto, fissdes sdo raramente identificadas como um
polimorfismo, isto é, uma variacdo intraespecifica (Perry et al., 2004), assim como fusdes em tandem
sdo consideradas rearranjos altamente deletérios quando em estado heterozigotico (nunca sendo
detectada nessa condicdo; Dobigny et al. 2015), exibindo pelo menos uma diminui¢do de 50% na
producdo de gametas equilibrados (White, 1973; King, 1993).

Mesmo que em Thaptomys as fusdes em tandem no cari6tipo com 2n=50/FN=48 ndo sejam
heterozigoticas, o que implicaria em problemas gaméticos, essa observacao é interessante, pois a falta
de relatos de estados polimérficos intermediarios entre 2n=50 e 2n=52, sugere que 0 2n=50/FN=48 se
fixou rapidamente na populacgéo, ao passo que, ao contrario, poderia ser perdido extremamente rapido,
possivelmente dentro de poucas geracdes (Elder e Hsu, 1988). Além disso, se a condi¢do do caridtipo
com 2n=50/FN=48 fosse transitoria e ndo estivesse fixada na populacéo, € razoavel pensar que ndo seria
a Unica constituicdo cariotipica observada naquela regido ou que Thaptomys estaria extinto localmente.

De fato, a distribuicdo geografica dos diferentes cariotipos de Thaptomys mostra que eles nunca
foram detectados em simpatria. Esse fato pode refletir apenas um problema amostral. Por outro lado, os
diferentes cariotipos parecem estar isolados geograficamente e as populacdes nao estdo proximas umas
das outras, ja que Una (BA; 2n=50/FN=48) dista em 938 km de Luminérias (MG; 2n=48-51/FN=52), e
540km de 2n=52/FN=52 (ES; Santa Teresa). Além disso, ndo ha evidéncias de hibridos entre nenhum
dos cariogrupos. Nesse caso, é esperado que nao esteja ocorrendo fluxo génico entre as diferentes
carioformas observadas em Thaptomys, pois a fixagdo de um rearranjo cromossémico com alta
frequéncia em uma populacdo acarretaria na separacdo dessa populacdo em dois subgrupos nao
intercruzantes (com e sem 0 rearranjo cromossémico), representando uma barreira ao fluxo génico

(Rieseberg 2001). O modelo de especiagdo cromossdémico peripatrico (Baker e Bickham 1986), assim,
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leva em consideracdo aspectos geogréficos, no qual popula¢Bes fundadoras de pequeno tamanho
tenderiam a representar espécies distintas, sendo o cromossomo o fator desencadeador do processo de
especiacao.

As filogenias moleculares apresentadas aqui foram discordantes daquelas recuperadas por
Ventura et al. (2010), uma vez que nenhum dos cariétipos foi recuperado como grupo monofilético em
todas as analises, com excecdo dos espécimes com 2n=50/FN=48, que formaram dois grupos
monofiléticos ndo reciprocos (Figura 2.3). Além disso, foi o Unico cariotipo que ndo compartilhou
hapl6tipos com nenhum outro cari6tipo ou quaisquer localidades (Figuras 2.4 e 2.5).

Uma andlise comparativa dos dados de Ventura et al. (2010) e do presente estudo mostra que no
primeiro foram utilizadas 18 sequéncias (1077 pb) do gene Cytb, de quatro estados, sete localidades
(Una-BA; Santa Teresa e Domingos Martins-ES, Biritiba Mirim, Sdo Bernardo do Campo, Pilar do Sul
e Iguape-SP; e Ortigueira-PR) que apresentaram baixos valores de bootstrap para os clados recuperados
(96-89% para MP e 61-52% para ML). Por outro lado, no presente estudo, utilizou-se 201 espécimes de
26 localidades e com o clado norte com suporte elevado (58 para ML e 1 para IB). Assim, atribuimos a
formacdo dos clados descrito por Ventura et al. (2010) como decorréncia de uma amostra reduzida e
descontinua, com pequena abrangéncia geografica se comparada a distribuicdo geografica conhecida
para o género, o que provavelmente levou a formacdo desses agrupamentos (por cariétipo e subgrupos
geogréaficos). Essa mesma observacao é feita por Moreira e Oliveira (2011) comparativamente aos dados
morfolégicos.

Um aspecto importante levantado por Moreira e Oliveira (2011) é a falta de registros desse
género acima de Santa Teresa (ES), sendo observado novamente em Una (BA), deixando um gap de
500km. Roedores do género Thaptomys possuem héabito semifossorial, area de vida reduzida de até
100m, e sdo caracteristicos de ambientes com elevada altitude (Teta et al. 2015). A regido norte do
Espirito Santo, acima do Rio Doce, até o sul da Bahia, € composta por Florestas de Tabuleiro (Costa e
Leite 2012), regibes de baixa altitude, altamente impactadas por monoculturas extensivas e pastos, quase
ndo restando remanescentes florestais, com excecao da Reserva Biologica de Sooretama (Sooretama) e
do Cdrrego do Veado (Pinheiros). Costa e Leite (2012) apontam para a necessidade de se realizar
inventarios bioldgicos intensivos nessa regido, tendo em vista o seu potencial para ajudar a elucidar os
padrBes de diversificacdo animal na Mata Atlantica. Nesse intuito, foram realizados trés anos de coleta
nessa regido, porém, nunca foram registradas capturas de Thaptomys. Uma excec¢éo a esse padrédo, sao
as amostras coletadas em Una (BA), onde foram capturados ao nivel do mar. Portanto, aspectos
ambientais e intrinsecos a biologia desses roedores podem influenciar na ocorréncia e na distribuicao

geografica do género.
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A fixagéo dos rearranjos cromossémicos observados em 2n=50/FN=48 pode ser favorecida por
uma estrutura de metapopulacao, onde as subpopulagdes ndo se encontram ligadas entre si (corroborando
com o fato de que os diferentes cariotipos nunca foram detectados em simpatria), apesar de terem uma
histdria evolutiva em comum, onde as extingdes locais podem facilitar eventos fundadores durante os
processos de recolonizacdo (Michalakis e Olivieri, 1993). As estruturacdes geogréaficas nas analises
populacionais, tanto para 0 gene mitocondrial, quanto para 0s microssatélites, apontam Una
(2n=50/FN=48) como uma populacéo distinta das demais.

A falta de resolucdo filogenética em recuperar esses espécimes como monofiléticos somada a
distincdo morfoldgica sutil, mas ndo significativa, pode estar associado a um processo de especiacao
abrupto e recente, deflagrado pelos rearranjos cromossdmicos complexos em que as linhagens néo
tiveram tempo de acumular diferencas, ndo sendo descartada a possibilidade de estar associado aos
marcadores moleculares utilizados.

Um cenéario semelhante foi observado na descricdo de uma espécie nova de Phyllomys, em que
0s autores apontam para o papel da reestruturacdo cromossdmica na especiagéo, diante das semelhancas
geneticas e morfoldgicas entre P. sulinus e P. dasythrix, que contrastam com as caracteristicas
cariotipicas (Leite et al, 2008).

Assim, diante das evidéncias de que as amostras de Una, com 2n=50/FN=48, sdo identificadas
como populagdes distintas das demais, portadoras de rearranjos cromossomicos complexos, altamente
deletérios em um cruzamento experimental hipotético com qualquer um dos outros caridtipos, e
aparentemente isoladas geograficamente, acreditamos que trata-se de um taxon distinto de T. nigrita,
ainda ndo descrito.

Essa proposi¢do ndo € inédita na literatura para Thaptomys, uma vez que ja foram classificadas
duas espécies no género, T. nigrita e T. subterraneus (Gyldenstolpe, 1932). Entretanto, apesar de
monotipico, € intrigante, a partir das evidéncias apresentadas aqui, assumir que ocorra apenas uma
espécie no género, diante da area geografica extensa em que é observado, em um bioma tdo complexo
quanto a Mata Atlantica.

Recuperando os nomes que estariam disponiveis para a denominacdo de uma espécie nova,
levantou-se algumas formas nominais que foram historicamente incluidas em Thaptomys: (I) Mus
orycter (localidade tipo em Lagoa Santa/MG), (I1) Mus nigrita (Rio de Janeiro/RJ), (I11) Hesperomys
fuliginosus (Ipanema/SP), (IV) Hesperomys subterraneus (Taquara/RS). Entretanto, aparentemente,
nenhuma dessas sinonimias se refere e inclui espécimes de Una/BA, sendo necessaria a designacao de

um nome NOVO para esses espécimes.
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4.2.2. O curioso caso de 2n=52/FN=52

Na revisdo mais recente de Mamiferos da América do Sul, Teta et al. (2015) se referem ao género
Thaptomys como monotipico, com a sugestdo de duas subespécies: T. nigrita nigrita e T. nigrita
subterraneus, sem indicar as regides geograficas que cada um compreenderia. Essa proposta, segundo
0s autores, j& havia sido sugerida por Cabrera (1961) e Massoia (1963).

Os dados apresentados no presente trabalho ddo suporte para a identificacdo dessas duas
subespécies em Thaptomys nigrita. A filogenia molecular utilizando dados do gene mitocondrial Cytb
recupera um grupo monofilético, identificado como “Clado Norte”, de abrangéncia geografica ampla,
de Santa Teresa (ES) até Tapirai (SP), sem estruturacdo geografica interna, tanto nas andlises
filogenéticas, quanto nas redes de haplétipos. As demais amostras, nomeadas artificialmente como
“Grupo Sul”, formaram uma politomia, com amostras de Tapirai (SP) até San Raphael (Paraguai). Esses
mesmos agrupamentos, com composicao de localidades semelhantes, foram recuperados na Analise de
Componente Principal (Figura 2.8) a partir dos dados de microssatélite. Além disso, a estruturacdo
geografica obtida pela analise no STRUCTURE, mostra que esses agrupamentos sdo distintos para o0s
marcadores utilizados.

Uma observacdo interessante é que, nas andlises filogenéticas utilizando o gene mitocondrial, as
amostras de Tapirai ndo foram exclusivas do clado Santa Teresa-Tapirai, permanecendo algumas delas
no “Grupo Sul”, com amostras de Tapirai (SP) até San Raphael (Paraguai). O municipio de Tapirai esta
localizado nos contrafortes da Serra do Mar e seu relevo é montanhoso com declives e vales em "V*",
dividindo a Serra do Mar em duas grandes por¢des. Aparentemente, as formac6es dos vales ou processos
geoldgicos mais recentes (neotectonismo; Menezes et al. 2017) podem ter tido alguma influéncia no
processo de diversificacdo de Thaptomys que reflete na estruturacdo geografica observada atualmente,
inclusive para outros grupos de animais na mesma regido (Pellegrino et al. 2005; Rezende et al. 2010,
Ventura et al. 2012b, Carnaval et al. 2009) e plantas (Cazé et al. 2016).

Nesse mesmo enfoque, os dados morfométricos falharam em recuperar uma estruturagao
geografica em Thaptomys, sugerindo baixos niveis de regionalizacdo e a falta de uma estruturagao
geografica clara da diversidade morfologica em Thaptomys (Moreira e Oliveira 2011).

Gomes (2008), a partir de inferéncias filogenéticas de Maxima Parcimbnia, Maxima
Verossimilhanca e analises populacionais, também utilizando 833pb do Cytb, propde que espécimes de
Thaptomys com 2n=52/FN=52 constituam trés grupos diferentes, denominando (I) T. nigrita para
espécimes do Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro; (II) Thaptomys sp2, para amostras do leste
e centro de Sdo Paulo e para uma pequena porcao do sul de Minas Gerais; e (111) Thaptomys subterraneus
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para espécimes do sul de Sdo Paulo, Parang, Rio Grande do Sul e Misiones (Argentina). Nesse trabalho,
a autora utilizou 74 individuos de 16 localidades (que foram incorporadas as anélises do presente
trabalho) e obtém baixos valores de bootstrap para 0s grupos propostos.

Nesse contexto, diante dos agrupamentos obtidos nas andlises filogenéticas e da organizacao
geogréfica recuperada nas analises populacionais, tanto para 0 marcador mitocondrial, quanto para o0s
microssatélites, T. nigrita esta representado por duas subespécies: () T. n. nigrita, com 2n=52/FN=52,
com espécimes de Santa Teresa (ES) a Tapirai (SP), recebendo essa denominacéo por incluir o Rio de
Janeiro, localidade-tipo de Mus nigrita Lichtenstein 1829; e (1) T. n. subterraneus, por abranger Taquara
(RS), localidade-tipo de Hesperomys subterraneus, também com 2n=52/FN=52, abrangendo espécimes
de Pilar do Sul (SP), a San Raphael, no Paraguai.

Teta et al. (2015) ainda destacam a necessidade de se analisar o material original referido por
Lund como Mus orycter, uma vez que essa espécie foi sinonimizada com Thaptomys nigrita (Avila-
Pires 1960b). O hol6tipo de Mus orycter € um fragmento de crénio grande que esta depositado no Museu
de Historia Natural da Dinamarca (ZMK 1/1845: 13239, figuras em http: //www.zmuc. dk / VerWeb /
lund / lund_mammals.html), ilustrado por Winge (1887) (pl. Il, figura. 8) e por Hansen (2012:56-57). A
localidade de tipo M. orycter € "Lapa da Serra das Abelhas", no municipio de Lagoa Santa, em Minas
Gerais, onde esse féssil foi coletado (Winge 1887: 27; Hansen 2012: 56). As analises morfoldgicas do
hol6tipo, segundo esses trabalhos, estdo de acordo com Thaptomys. No entanto, estudos adicionais séo
necessarios para determinar se M. orycter representa uma espécie distinta (extinta?) de Thaptomys ou se

€ um sindnimo de T. nigrita.

4.2.3 A surpreendente diversidade cariotipica em Luminarias (2n=48-51/FN=52)

Historicamente, Thaptomys era caracterizado por apresentar apenas dois cariotipos, um com
2n=50/FN=48, em Una (Bahia), e outro com 2n=52/FN=52, de Santa Teresa (Espirito Santo) até
Maquiné (Rio Grande do Sul).

Colombi (2018; Capitulo 1), ao realizar uma campanha em Luminarias (Minas Gerais), coletou
oito espécimes de Thaptomys e, ao cariotipa-los, descreveu 5 cariotipos novos, facilmente reconheciveis
pela presenga de dois cromossomos grandes de dois bragos, oriundos de fusdes céntricas envolvendo 4
pares acrocéntricos, 1 e 15, formando um submetacéntrico grande 1+15, e 3 e 4, originando um
metacéntrico grande 3+4, tanto em heterozigose, como em homozigose, o0 que leva a varia¢do observada
de 2n=48, 493, 49b, 50b e 51, todos com FN=52.
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Esse tipo de rearranjo cromossdémico é considerado o mais comum em mamiferos (Primates:
Hamilton, Beuttner-Janush e Chu, 1977; Cetartiodactyla: Cribiu et al., 1990; Vassart et al., 1993;
Kingswood et al., 1998; Rubes et al., 2007; Perissodactyla: Trifonov et al., 2008; Eulipotyphla:
Qumsiyeh et al., 1997; Rogatcheva et al., 1998; Carnivora: Larsen et al., 1979; Wada e Imai, 1991,
Rodentia: Hima et al., 2011), geralmente ndo esta associado com problemas de fertilidade (Rodentia:
Nachman e Myers, 1989; Nachman, 1992), mesmo que em heterozigose (Himaet al., 2011; Searle, 1993;
Rogatcheva et al., 1998; Sans-Fuentes et al., 2010), como no caso de Thaptomys, e podem indicar uma
zona hibrida entre populagdes cariotipicamente diferentes (Searle e Wojcik, 1998; Sans-Fuentes et al.,
2010).

O fato desse tipo de rearranjo, mesmo em heterozigose, como no caso de Thaptomys, no cariétipo
com 2n=51/FN=52, ndo encadear nenhum problema gamético para seus portadores, é perceptivel nos
dados apresentados no presente trabalho. Apesar de dados meidticos ndo terem sido analisados, nas
inferéncias filogenéticas os cinco cariétipos novos ndo foram recuperados como grupos monofiléticos,
apresentaram baixa divergéncia genética quando comparado ao 2n=52/FN=52 (0,84% a 0,93%) e
compartilharam haplétipos com esse mesmo cariétipo, o que sugere que esteja ocorrendo fluxo génico
e que ndo formam uma linhagem distinta de 2n=52/FN=52.

Além disso, com o intuito de verificar como as amostras de Luminéarias (2n=48-51/FN=52) se
comportariam nas analises morfométricas, as mesmas medidas cranianas mensuradas por Moreira e
Oliveira (2011) também foram obtidas para esses espécimes e incorporadas aos dados. Os individuos de
Luminarias se agruparam com amostras de Santa Teresa e Ibitirama/ES, com 2n=52/FN=52, revelando
que a estrutura observada parece ndo ser influenciada pelo cariétipo (J. Moreira, comunicagdo pessoal).

Assim, diante dos rearranjos cromossémicos envolvidos (fusdes céntricas), de ndo formarem um
grupo monofilético distinto nas analises filogenéticas, da baixa divergéncia genética e da falta de
diferenciacdo morfométrica, quando analisados em conjunto, ndo fornecem suporte para considerar
2n=48-51/FN=52 como um taxon distinto de T. nigrita. Dessa maneira, 0S cinco cariotipos novos
encontrados em Luminarias sao considerados um polimorfismo em Thaptomys.

Teta et al. (2015) destaca a necessidade de investigar se Mus orycter representa uma espécie
distinta de Thaptomys ou se é um sindnimo de T. nigrita. Na tentativa de averiguar se 2n=48-51/FN=52
e M. orycter estariam relacionados, observou-se que Luminarias e Lagoa Santa (localidade tipo de M.
orycter) distam em 243 km e ndo existem outras informacdes, quanto ao caridtipo de M. orycter, por
exemplo. Assim, ndo foi possivel determinar se M. orycter e 0 2n=48-51/FN=52 estao relacionados.

Por outro lado, as andlises populacionais levantam uma questdo interessante. Apesar da

SAMOVA (dados mitocondriais) mostrar que Luminarias pertence & mesma populagdo que outras
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localidades de Minas Gerais e Sdo Paulo (Figura 2.6), a estruturacdo geografica obtida pelos
microssatélites (Figura 2.9), marcadores moleculares que evoluem mais rapidamente, revela que as
amostras dessa localidade sdo distintas das demais e parecem estar isoladas.

Os cinco cariotipos de Luminarias, considerando a auséncia de coletas em localidades proximas
e adjancentes, sugere que sdo exclusivos de uma localidade situada ao extremo oeste da distribuicdo
geogréfica de Thaptomys (localidade 8; Figura 2.1), com altitude variando de 800m a 1300m.

Ao plotar em um mapa as localidades das amostras utilizadas no presente estudo, foi possivel
observar que Luminarias, curiosamente, estad delimitada pelos rios Pardo e Moji Guagu. O rio Moji
Guacu nasce na cidade de Bom Repouso, no sul de Minas Gerais, na Serra da Mantiqueira (MG) a 1.650
m de altitude com 0 nome de Ribeirdo do Corisco, e suas dguas percorrem a regiao central e nordeste do
estado de S&o Paulo, até desaguar a 470 m de altitude no Rio Pardo, na divisa dos municipios de Pontal,
Pitangueiras e Morro Agudo. Sendo Thaptomys um roedor semifossorial e com area de vida menor que
100m (Davis, 1947), esses rios podem estar isolando esses individuos com 2n=48-51/FN=52 nessa
regiéo.

O fato dos individuos de Luminérias serem recuperados como uma populacao distinta, isolada
geograficamente, podendo ser identificada pelo cariétipo, com 2n=48-51/FN=52, e, a partir das analises
integrativas no presente estudo, ser uma variagdo geografica (polimorfismo), pode-se sugerir que essa
populacado represente uma subespécie em Thaptomys, com a necessidade de ser formalmente descrita.

A existéncia de subespécies no género ja foi observada ao longo de sua histéria taxonémica e
mais uma vez sugerida recentemente (Teta et al. 2015). Mayr (1963) definiu subespécie como "um
conjunto de populacdes locais de uma espécie, habitando uma subdivisdo geografica dentro da
distribuicdo geogréfica da espécie e diferindo taxonomicamente de outras populacBes dessa espécie”.
Entretanto, mais recentemente, Patton e Cornoy (2017) apontam sobre a utilizacdo erronea do conceito
de subespécie, defindo-a como “redes genealdgicas de populagdes, muitas vezes sem estrutura
cladistica”. A auséncia de estruturacdo cladistica seria um reflexo das relac6es dentro das espécies, pois
permanecem conduzidas por compatibilidades reprodutivas que promovem o fluxo génico, que soO
podem ser interrompidas pela populagcdo (variancia no tamanho efetivo da populacdo, filopatria,
acasalamento seletivo, dispersdo sexual) ou processos ecoldgicos (vales de densidade baseados em
habitat, barreiras vicariantas). As espécies, por outro lado, seriam unidades hierarquicas com uma
histdria de ramificacdo dicotdmica (Patton e Cornoy, 2017).

A taxonomia integrativa considera os maltiplos tipos de evidéncias dos critérios operacionais

como independentes na tentativa de atribuir o estado de uma espécie a um determinado conjunto de
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dados (Lecocq et al. 2014; Fisher e Smith, 2008). Essas evidéncias podem revelar padrdes complexos,
como os observados em Thaptomys.

Portanto, seguindo a sugestdo de Patton e Cornoy (2017) de que uma subespécie é considerada
“uma unidade que apresenta forte concordancia entre conjuntos de caracteres estruturados
geograficamente™, a proposta aplicada, aqui, é para ajudar na compreensdo da variagdo geografica em
populacOes alopétricas, que apresentam concordancia entre alguns dos critérios operacionais utilizados
no contexto taxondmico (Hawlitschek et al., 2012). Sendo assim, espécimes de Thaptomys que
apresentam o cariotipo com 2n=48/FN=51 sdo sugeridas, aqui, como uma subespécie nova, com a
necessidade de um nome novo, uma vez que 0s nomes disponiveis para essa categoria taxondémica ja
foram atribuidos os exemplares com 2n=52/FN=>52.

Thaptomys, portanto, ap6s as propostas do presente estudo, seria representado por duas espécies,
sendo (I) Thaptomys spl, com 2n=50/FN=48, exclusivo de Una, na Bahia; e (II) Thaptomys nigrita,
apresentando polimorfismo cromossémico, com 2n=48-52/FN=52, com trés subespécies, sendo (I1I)
Thaptomys nigrita sspl, com 2n=48-51/FN=52, exclusiva de Luminarias, em Minas Gerais, (IV)
Thaptomys nigrita nigrita (subespécie nominotipica), ocorrendo de Santa Teresa (ES) até Tapirai (SP)
e (V) Thaptomys nigrita subterraneus, de Pilar do Sul (SP) a San Rapheal (Paraguai).

Por fim, os dados do presente trabalho mostram que Thaptomys apresenta uma evolugéo
cariotipica complexa, sem formacéo de grupos monofiléticos congruentes com os cariétipos, divergéncia
genética relativamente baixa e sem diferencas morfoldgicas significativas. Esse conjunto de dados é
interessante do ponto de vista evolutivo, pois pode-se tratar de um processo de especiacdo incipiente

deflagrado pelos rearranjos cromossémicos.
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Figura 2.13. Proposta taxondmica para Thaptomys do presente estudo, sendo representado por duas espécies: (1) Thaptomys
spl, com 2n=50/FN=48, exclusivo de Una, na Bahia (vermelho); e (II) Thaptomys nigrita, apresentando polimorfismo
cromossdmico, com 2n=48-52/FN=52 (azul, amarelo e verde), com trés subespécies, sendo (111) Thaptomys nigrita ssp1, com
2n=48-51/FN=52, exclusiva de Lumindrias, em Minas Gerais (amarelo), (IV) Thaptomys nigrita nigrita (subespécie
nominotipica; em azul), ocorrendo de Santa Teresa (ES) até Tapirai (SP) e (V) Thaptomys nigrita subterraneus (verde), de
Pilar do Sul (SP) a San Rapheal (Paraguai).
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6. APENDICES
APENDICE 1

Espécimes de Thaptomys utilizados no presente trabalho. Em ordem: Estado brasileiro (maiusculo, em
negrito), numero total de espécimes amostrados (entre parénteses, em negrito), localidade (em italico),

coordenadas geograficas (entre parénteses), numero de identificacdo dos espécimes.

Siglas referentes as colecdes ou coletores: AC: Alexandre Christoff, LGA: Laboratério de Genética Animal,
UFES; MN: Museu Nacional, UFRJ; UFMG: Colecdo de Mamiferos do Departamento de Zoologia, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, ICB, UFMG; HGB: Helena de Godoy Bergallo; JAO: Jodo Alves Oliveira; RP: Renata
Pardini; UP: Ulyses Pardinas.

BRASIL — BAHIA: Una (15°18’S; 39°04’W): Fazenda Jueirana: UFMG 2017, UFMG 2018, UFMG 2180,
UFMG 2181; Reserva Bioldgica de Una: UFMG 2019, CIT 0935, CIT 913; Fazenda Bolandeira: UFMG 2020;
RPPN Nova Angélica: LGA 4014. ESPIRITO SANTO: Santa Teresa (19°55'S, 40°36'W): Estacao Biologica
de Santa Lucia: LGA 76, LGA 77, LGA 81, LGA 83, LGA 93, LGA 94, LGA 98, LGA 102, LGA 103, LGA
105, LGA 111, LGA 116, LGA 117, LGA 127, LGA 703, LGA 997, LGA 2943, MBML 2288, MBML 2337;
Domingos Martins (20°22'S, 40°40'W): Parque Estadual Pedra Azul: LGA 958, LGA 959, LGA 974, LGA
977; Castelo (20°36'13"S, 41°11'05"W): Fazenda Forno Grande: MBML 2650; Dores do Rio Preto (20°28’S,
41°49°W): Parque Nacional do Caparad: LGA 1376, LGA 1486, LGA 1491, LGA 1632, LGA 1635, LGA
1652. MINAS GERAIS: Catas Altas (-43,44, -19,98): KRTP 54; Delfim Moreira (22°30’S, 45°17°W):
Fazenda da Onga: UFMG 1839; Passa Quatro (22°24'S, 44°59'W): Fazenda do Itaguaré: UFMG 1838; Ouro
Preto (20°18’S, 43°31°W): UFMG 1851; Fervedouro (20°43’S, 42°28’W): Fazenda Neblina: UFMG 1841,
UFMG 1843, UFMG 1847, UFMG 1848, UFMG 1849, UFMG 1850; Monte Verde (19°53'S, 41°57'W): EF
206815; Luminarias (21°34'12"S, 44°47'24"W): Fazenda Pedra do Navio: LGA 3065, LGA 3066, LGA 3067,
LGA 3819, LGA 3821, LGA 3825, LGA 3827, LGA 3830, LGA 3836, MP 594, MP 607, MP 611, MP 619,
MP 626, MP 627, MP 629, MP 630, MP 631, MP 632; Itamonte (22°09'S, 44°44'24"W): Serra do Papagaio:
MP 474, MP 496, MP 508; Minduri (-44,933333, -21,983333): MP 95, MP 102, MP 104, MP 108, MP 111,
MP115, MP118, M124, CPT 10, 40, 68, 102, 118, 197, 221, 232, 312, 356, 357, 358, 369. RIO DE JANEIRO:
Itatiaia (22°23°S, 44°43°W): Parque Nacional de Itatiaia: MN 48074, HGB 385. SAO PAULO: S&o Jodo da
Boa Vista (21°58°S, 46°47"W): Fazenda Santa Tereza: HGB DB 05; Ibitina (23°37’S, 46°56’W): Reserva de
Morro Grande: RP 66, RP 193; Iguape (24°43’S, 47°33°W): CIT 204, CIT 260, CIT 261, CIT 262, CIT 275,
CIT 319, CIT 320, CIT 324, CIT 325, CIT 330, CIT 331, CIT 332; Piedade (23°49'48"S, 47°27'W): AB 276,
AB 274; Tapirai (23°54'36"S, 47°27'W): AB 194, AB 214, AB 185, AB 209, AB 236; Ribeirdo Grande
(22°10'48"S, 48°46'12"W): RP 155, AB 577, AB 744 (C42); Cotia (23°45'S, 47°W): B_302, B_712, B_789,
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B_355, B_716; Capé&o Bonito (24°10'12"S, 48°14'24"W): AB 127; Boracéia (24°04'48"S, 48°22'12"W): AF
108666. Bananal (- 44,328553, -22,682428): EEB1017. Pilar do Sul: CIT 1035, CIT 1034. PARANA:
Piraquara (25°21°S, 49°04’W): Mananciais da Serra: JAO 1020, JAO 1021, JAO 1024, JAO 1563, JAO 1573,
JAO 1575 Ortigueira (24°12’ S, 50°56° W): 11 M077, 11 M078, 11 M082. RIO GRANDE DO SUL: Maquiné
(29°40°S, 50°34°W): AC 662, AC 666, AC 684, AC 675, AC 679, AC 680, AC 685, LGA 323.
ARGENTINA — MISIONES: Valle del Arroyo Cuna Pira (27°05°S, 54°57°W): Reserva Privada de la
UNLP: UP 735, UP 736, CG 45, CG 27, LTU 356, LTU 361, LTU 362, LTU 695, LTU 846, LTU 858, LTU
859, LTU 860, LTU 877, 879, LTU 890, LTU 905, RBO 159, RBO 258.

PARAGUAI - SAN RAPHAEL (-55,7838889, -26,5291667): FMNH 145107, TTU 145116, FMNH 145117,
TTU 145138, FMNH 145147, FMNH 145148, TTU 145158, FMNH 145163, TTU 145164, FMNH 145227,
FMNH 145228, FMNH 129362, TTU 129416, FMNH 129424, FMNH 129474, FMNH 129573, FMNH
129638; LYMOY (-54,447671, -24,7534074): TK 129625 TK 129627
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APENDICE 2
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Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanca com 1000 replicacdes gerada a partir de 65 sequéncias (1084pb)
do gene nuclear IRBP de espécimes de Thaptomys.
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APENDICE 3

Divergéncias genéticas (K2P) para o gene nuclear IRBP (1084pb) entre os diferentes haplotipos obtidos para Thaptomys.

H1 H2Z H3 H4 H5 H6 H7 H8 HY9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 AZA AMO
H1
H2 0.001
H3 0.002 0.001
H4 0.005 0.004 0.005
H5 0.007 0.006 0.007 0.010
H6 0.009 0.008 0.009 0.012 0.002
H7 0.003 0.002 0.003 0.006 0.008 0.010
H8 0.002 0.001 0.002 0.005 0.007 0.009 0.003
H9 0.002 0.001 0.002 0.005 0.007 0.009 0.003 0.002
H10 0.001 0.002 0.003 0.005 0.008 0.010 0.004 0.003 0.003
H1l 0.003 0.004 0.003 0.008 0.008 0.010 0.006 0.005 0.005 0.004
H12 0.008 0.007 0.008 0.011 0.011 0.009 0.007 0.008 0.008 0.009 0.009
H13 0.004 0.003 0.004 0.007 0.007 0.009 0.005 0.004 0.004 0.005 0.003 0.008
H14 0.002 0.001 0.002 0.005 0.007 0.009 0.003 0.002 0.002 0.003 0.003 0.008 0.002
H15 0.002 0.001 0.002 0.005 0.007 0.009 0.003 0.002 0.002 0.003 0.005 0.007 0.004 0.002
AZA 0.018 0.017 0.018 0.020 0.022 0.024 0.019 0.018 0.018 0.018 0.019 0.021 0.018 0.016 0.017
AMO 0.015 0.014 0.015 0.018 0.020 0.021 0.016 0.015 0.015 0.016 0.018 0.021 0.017 0.015 0.015 0.007
OBl 0.038 0.037 0.038 0.041 0.043 0.045 0.039 0.038 0.038 0.039 0.041 0.044 0.040 0.038 0.038 0.040 0.037

AZA=A. azarae ((AY1635781), AMO= A. montensis (AY2774262), OBI= O. bicolor (AY163604)
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APENDICE 4

Divergéncias genéticas (K2P) gene mitocondrial Cytb (801pb) entre espécimes das localidades amostradas no presente trabalho.

UNA
SNT
DOM
IBT
FER
CAT
OouP
LUM
MIN
IT™
BAN
ITA
IBIU
coT
PIE
SJB
TAP
IGU
CAB
RIB
PIR
MAQ
MIS
SAR
LIM

UNA

0,0236
0,0241
0,0226
0,0235
0,0227
0,0256
0,0259
0,0225
0,0244
0,0208
0,0237
0,0268
0,0284
0,0247
0,0251
0,0280
0,0260
0,0278
0,0317
0,0281
0,0267
0,0264
0,0260
0,0254

SNT
0,0035

0,0054
0,0068
0,0056
0,0042
0,0069
0,0093
0,0109
0,0087
0,0097
0,0052
0,0084
0,0097
0,0102
0,0160
0,0123
0,0130
0,0149
0,0196
0,0150
0,0153
0,0134
0,0125
0,0122

DOM
0,0037
0,0015

0,0058
0,0048
0,0033
0,0060
0,0086
0,0106
0,0082
0,0091
0,0047
0,0077
0,0091
0,0097
0,0159
0,0117
0,0126
0,0146
0,0193
0,0149
0,0150
0,0130
0,0121
0,0119

IBT
0,0032
0,0016
0,0015

0,0062
0,0048
0,0076
0,0096
0,0090
0,0085
0,0064
0,0058
0,0091
0,0107
0,0094
0,0132
0,0125
0,0126
0,0145
0,0192
0,0149
0,0150
0,0131
0,0122
0,0119

FER
0,0034
0,0014
0,0014
0,0014

0,0036
0,0061
0,0079
0,0103
0,0074
0,0092
0,0042
0,0066
0,0078
0,0090
0,0157
0,0109
0,0125
0,0146
0,0191
0,0148
0,0149
0,0131
0,0122
0,0119

CAT
0,0035
0,0016
0,0015
0,0015
0,0014

0,0027
0,0073
0,0092
0,0070
0,0087
0,0033
0,0066
0,0081
0,0085
0,0146
0,0105
0,0113
0,0132
0,0179
0,0135
0,0137
0,0116
0,0108
0,0106

OoupP
0,0041
0,0025
0,0025
0,0024
0,0024
0,0018

0,0093
0,0121
0,0089
0,0125
0,0061
0,0080
0,0096
0,0107
0,0175
0,0126
0,0142
0,0162
0,0210
0,0160
0,0148
0,0145
0,0138
0,0135

LUM
0,0038
0,0022
0,0022
0,0023
0,0020
0,0023
0,0030

0,0126
0,0068
0,0133
0,0079
0,0065
0,0055
0,0091
0,0177
0,0101
0,0150
0,0174
0,0221
0,0174
0,0173
0,0160
0,0151
0,0148

MIN
0,0031
0,0027
0,0028
0,0023
0,0028
0,0030
0,0036
0,0030

0,0104
0,0075
0,0099
0,0134
0,0149
0,0102
0,0126
0,0161
0,0158
0,0179
0,0226
0,0182
0,0183
0,0163
0,0156
0,0152

IT™
0,0036
0,0021
0,0022
0,0021
0,0019
0,0022
0,0029
0,0019
0,0026

0,0104
0,0076
0,0066
0,0059
0,0077
0,0155
0,0102
0,0143
0,0168
0,0215
0,0167
0,0166
0,0153
0,0144
0,0141

BAN
0,0037
0,0035
0,0035
0,0027
0,0034
0,0037
0,0047
0,0038
0,0025
0,0033

0,0078
0,0134
0,0157
0,0096
0,0069
0,0168
0,0166
0,0193
0,0202
0,0198
0,0199
0,0168
0,0150
0,0157

ITA
0,0035
0,0015
0,0017
0,0016
0,0014
0,0018
0,0027
0,0022
0,0028
0,0021
0,0034

0,0069
0,0080
0,0090
0,0155
0,0110
0,0121
0,0141
0,0185
0,0144
0,0145
0,0125
0,0114
0,0114

IBIU
0,0040
0,0021
0,0022
0,0021
0,0019
0,0022
0,0028
0,0017
0,0032
0,0017
0,0041
0,0021

0,0046
0,0090
0,0186
0,0098
0,0147
0,0172
0,0215
0,0171
0,0171
0,0157
0,0148
0,0146

CoT
0,0044
0,0027
0,0028
0,0028
0,0024
0,0029
0,0033
0,0014
0,0036
0,0016
0,0047
0,0026
0,0013

0,0088
0,0202
0,0088
0,0161
0,0188
0,0236
0,0185
0,0184
0,0173
0,0165
0,0162

PIE
0,0035
0,0023
0,0024
0,0023
0,0023
0,0025
0,0031
0,0024
0,0025
0,0022
0,0031
0,0023
0,0023
0,0023

0,0152
0,0126
0,0155
0,0179
0,0226
0,0179
0,0179
0,0164
0,0155
0,0152

SJB
0,0039
0,0042
0,0043
0,0036
0,0042
0,0043
0,0047
0,0042
0,0035
0,0039
0,0033
0,0042
0,0045
0,0048
0,0039

0,0210
0,0206
0,0226
0,0261
0,0226
0,0231
0,0212
0,0203
0,0200

TAP
0,0038
0,0025
0,0025
0,0025
0,0023
0,0026
0,0031
0,0022
0,0032
0,0022
0,0041
0,0024
0,0022
0,0020
0,0027
0,0044

0,0116
0,0127
0,0171
0,0129
0,0140
0,0124
0,0121
0,0111

IGU
0,0038
0,0036
0,0036
0,0033
0,0035
0,0036
0,0041
0,0037
0,0040
0,0036
0,0051
0,0036
0,0038
0,0042
0,0037
0,0051
0,0028

0,0028
0,0086
0,0045
0,0051
0,0026
0,0033
0,0013

CAB
0,0042
0,0041
0,0041
0,0039
0,0041
0,0041
0,0046
0,0042
0,0044
0,0042
0,0057
0,0041
0,0044
0,0047
0,0042
0,0054
0,0031
0,0016

0,0072
0,0037
0,0066
0,0039
0,0046
0,0026

RIB
0,0044
0,0043
0,0044
0,0041
0,0043
0,0044
0,0049
0,0044
0,0047
0,0044
0,0058
0,0044
0,0046
0,0049
0,0045
0,0054
0,0034
0,0023
0,0022

0,0084
0,0112
0,0085
0,0090
0,0072

PIR
0,0041
0,0038
0,0039
0,0037
0,0038
0,0039
0,0043
0,0039
0,0043
0,0039
0,0056
0,0039
0,0041
0,0044
0,0040
0,0052
0,0029
0,0015
0,0015
0,0020

0,0068
0,0045
0,0052
0,0033

MAQ
0,0040
0,0038
0,0038
0,0035
0,0037
0,0038
0,0040
0,0039
0,0042
0,0038
0,0055
0,0038
0,0040
0,0043
0,0039
0,0052
0,0031
0,0018
0,0026
0,0029
0,0022

0,0053
0,0058
0,0039

MIS
0,0039
0,0036
0,0037
0,0034
0,0036
0,0037
0,0042
0,0038
0,0041
0,0038
0,0053
0,0037
0,0039
0,0043
0,0039
0,0052
0,0028
0,0008
0,0019
0,0023
0,0014
0,0018

0,0033
0,0013

SAR
0,0039
0,0034
0,0034
0,0032
0,0034
0,0034
0,0040
0,0036
0,0039
0,0035
0,0049
0,0034
0,0037
0,0041
0,0036
0,0050
0,0028
0,0010
0,0019
0,0023
0,0015
0,0018
0,0008

0,0020

LIM
0,0039
0,0036
0,0037
0,0034
0,0036
0,0037
0,0042
0,0038
0,0041
0,0037
0,0053
0,0037
0,0039
0,0043
0,0038
0,0051
0,0028
0,0007
0,0018
0,0023
0,0013
0,0017
0,0004
0,0007
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APENDICE 5
Localidades que comp&em as oito populagdes determinadas pelo teste de Variancia Molecular Espacial
(SAMOVA) utilizando sequéncias do gene mitocondrial Cytb (801pb).

Pais Populacdo Estados Localidades Identificacdo no mapa (cor; Figura 8)
Gl BA Una Vermelho
Santa Teresa, Domingo Martins,
ES L
Ibitirama
G2 RJ Itatiaia Azul
MG Fervedouro, Ouro Preto, Catas Altas
SP Bananal
MG Itamonte, Luminarias, Passa Quatro
Brasil G3 Laranja
SP Cotia, Ibilina, Piedade, Tapirai
G4 MG Minduri Cinza
G5 SP Pilar do Sul Roxo
G6 SP S&o Jodo da Boa Vista Preto
G7 RS Maquiné Marrom
SP Capdo Bonito, Iguape, Ribeirdo Grande
PR Piraquara
G8 Verde
Argentina Misiones
Paraguai San Raphael, Limoy

105



APENDICE 6

Diversidade alélica por localidade, por locus, em todos os espécimes analisados no presente estudo. N=ndmero de individuos; Na=nUmero de alelos observados;

Ne=numero de alelos efetivos; I=indice de Shannon; Ho=heterozigosidade observada; He=heterozigosidade esperada; uHe= heterozigosidade esperada apos fator de

correcdo para o tamanho amostral; F=indice de fixagao.

Localidade J1 T1 Aaz4 Aazl Li L1 Asl Acl
N 11 11 12 9 11 5 10 11
Na 9 7 7 5 3 4 5 6
Ne 7,563 4,939 5,053 3,600 1,716 3,571 4,082 3,103
UNA I 2,111 1,721 1,751 1,446 0,709 1,332 1,496 1,362
Ho 0,727 0,818 0,917 0,444 0,545 0,000 0,700 0,909
He 0,868 0,798 0,802 0,722 0,417 0,720 0,755 0,678
uHe 0,909 0,835 0,837 0,765 0,437 0,800 0,795 0,710
F 0,162 -0,026  -0,143 0,385 -0,307 1,000 0,073 -0,341
N 23 22 22 20 21 20 22 21
Na 11 14 14 9 5 10 10 9
Ne 6,826 9,778 9,047 5,333 1,583 7,207 7,224 6,438
I 2,105 2,431 2,386 1,891 0,792 2,127 2,108 2,003
ST Ho 0,565 0,909 0,909 0,600 0,429 0,250 0,409 0,905
He 0,853 0,898 0,889 0,813 0,368 0,861 0,862 0,845
uHe 0,872 0,919 0,910 0,833 0,377 0,883 0,882 0,865
F 0,338 -0,013  -0,022 0,262 -0,163 0,710 0,525 -0,071
N 4 4 4 4 4 4 4 4
Na 5 7 6 5 3 3 5 6
Ne 4,000 6,400 5,333 3,200 1,684 2,462 4571 5,333
I 1,494 1,906 1,733 1,386 0,736 0,974 1,560 1,733
DM Ho 1,000 1,000 1,000 0,750 0,500 0,500 0,250 0,500
He 0,750 0,844 0,813 0,688 0,406 0,594 0,781 0,813
uHe 0,857 0,964 0,929 0,786 0,464 0,679 0,893 0,929
F -0,333 -0,185 -0,231 -0,091 -0,231 0,158 0,680 0,385
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Localidade J1 T1 Aaz4 Aazl Li L1 Asl Acl
N 5 5 5 2 5 5 5 5
Na 4 7 9 4 2 4 5 5
Ne 2,941 6,250 8,333 4,000 1,220 2,941 3,125 3,125
IBI I 1,221 1,887 2,164 1,386 0,325 1,221 1,359 1,359
Ho 0,800 1,000 1,000 1,000 0,200 0,800 0,400 0,400
He 0,660 0,840 0,880 0,750 0,180 0,660 0,680 0,680
uHe 0,733 0,933 0,978 1,000 0,200 0,733 0,756 0,756
F -0,212 -0,190 -0,136 -0,333 -0,111 -0,212 0,412 0,412
N 1 1 1 1 1 0 1 1
Na 2 2 2 2 1 0 1 2
Ne 2,000 2,000 2,000 2,000 1,000 0,000 1,000 2,000
| 0,693 0,693 0,693 0,693 0,000 0,000 0,000 0,693
RJ Ho 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
He 0,500 0,500 0,500 0,500 0,000 0,000 0,000 0,500
uHe 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
F -1,000 -1,000 -1,000 -1,000 - - - -1,000
N 13 13 13 13 12 8 10 11
Na 8 6 7 6 4 6 4 9
Ne 4,333 3,449 4,761 3,841 2,380 3,765 3,175 6,541
| 1,726 1,432 1,721 1,495 1,053 1,511 1,249 2,035
MIN Ho 0,538 0,769 0,923 0,462 0,667 0,625 0,300 0,818
He 0,769 0,710 0,790 0,740 0,580 0,734 0,685 0,847
uHe 0,800 0,738 0,822 0,769 0,605 0,783 0,721 0,887
F 0,300 -0,083 -0,169 0,376 -0,150 0,149 0,562 0,034
N 5 5 5 4 5 5 5 5
Na 7 6 6 4 2 5 2 5
Ne 5,556 4,545 4,167 2,909 1,471 2,500 1,471 4,167
| 1,834 1,643 1,609 1,213 0,500 1,228 0,500 1,505
FER Ho 0,800 0,800 1,000 0,500 0,400 0,600 0,000 0,800
He 0,820 0,780 0,760 0,656 0,320 0,600 0,320 0,760
uHe 0,911 0,867 0,844 0,750 0,356 0,667 0,356 0,844
F 0,024 -0,026 -0,316 0,238 -0,250 0,000 1,000 -0,053
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Localidade J1 T1 Aaz4 Aazl Li L1 Asl Acl
N 3 3 3 3 3 3 3 3
Na 5 5 5 3 2 3 1 5
Ne 4,500 4,500 4,500 2,571 1,385 3,000 1,000 4,500
ITA I 1,561 1,561 1,561 1,011 0,451 1,099 0,000 1,561
Ho 0,667 1,000 1,000 0,667 0,333 0,000 0,000 1,000
He 0,778 0,778 0,778 0,611 0,278 0,667 0,000 0,778
uHe 0,933 0,933 0,933 0,733 0,333 0,800 0,000 0,933
F 0,143 -0,286 -0,286 -0,091 -0,200 1,000 #N/D  -0,286
N 19 20 18 14 20 19 19 17
Na 8 8 8 5 5 7 6 5
Ne 3,967 3,089 4,596 4,261 1,370 3,072 2,299 3,635
| 1,654 1,516 1,782 1,489 0,609 1,472 1,186 1,453
LUM Ho 0,684 0,550 0,722 0,643 0,300 0,474 0,263 0,529
He 0,748 0,676 0,782 0,765 0,270 0,675 0,565 0,725
uHe 0,768 0,694 0,805 0,794 0,277 0,693 0,580 0,747
F 0,085 0,187 0,077 0,160 -0,111 0,298 0,534 0,270
N 6 5 6 4 7 8 6 8
Na 6 6 8 5 5 7 5 7
Ne 4,500 5,000 6,000 4,000 3,379 4,571 3,600 3,879
| 1,633 1,696 1,936 1,494 1,376 1,721 1,424 1,629
MIN2 Ho 0,833 1,000 0,833 0,500 0,286 0,375 0,333 0,875
He 0,778 0,800 0,833 0,750 0,704 0,781 0,722 0,742
uHe 0,848 0,889 0,909 0,857 0,758 0,833 0,788 0,792
F -0,071 -0,250 0,000 0,333 0,594 0,520 0,538 -0,179
N 1 1 1 0 0 1 1 1
Na 1 2 1 0 0 2 2 1
Ne 1,000 2,000 1,000 0,000 0,000 2,000 2,000 1,000
| 0,000 0,693 0,000 0,000 0,000 0,693 0,693 0,000
Oup Ho 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 0,000
He 0,000 0,500 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,000
uHe 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 0,000
F - -1,000 - - - -1,000 -1,000 -
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Localidade J1 T1 Aaz4 Aazl Li L1 Asl Acl
N 2 2 2 2 2 1 2 2
Na 4 4 3 2 1 1 3 3
Ne 4,000 4,000 2,667 2,000 1,000 1,000 2,667 2,667
BIT | 1,386 1,386 1,040 0,693 0,000 0,000 1,040 1,040
Ho 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,500 1,000
He 0,750 0,750 0,625 0,500 0,000 0,000 0,625 0,625
uHe 1,000 1,000 0,833 0,667 0,000 0,000 0,833 0,833
F -0,333 -0,333 -0,600 1,000 - - 0,200 -0,600
N 4 4 4 4 4 5 5 5
Na 4 6 5 5 3 5 5 7
Ne 2,909 5,333 4,000 4,000 1,684 3,846 5,000 6,250
| 1,213 1,733 1,494 1,494 0,736 1,471 1,609 1,887
cor Ho 0,500 0,750 1,000 0,500 0,250 0,600 0,000 1,000
He 0,656 0,813 0,750 0,750 0,406 0,740 0,800 0,840
uHe 0,750 0,929 0,857 0,857 0,464 0,822 0,889 0,933
F 0,238 0,077 -0,333 0,333 0,385 0,189 1,000 -0,190
N 3 3 3 3 0 4 4 2
Na 6 4 4 4 0 3 3 4
Ne 6,000 3,600 3,000 3,600 0,000 2,667 2,667 4,000
I 1,792 1,330 1,242 1,330 0,000 1,040 1,040 1,386
IBIU Ho 1,000 0,333 1,000 0,333 0,000 0,000 0,000 1,000
He 0,833 0,722 0,667 0,722 0,000 0,625 0,625 0,750
uHe 1,000 0,867 0,800 0,867 0,000 0,714 0,714 1,000
F -0,200 0,538 -0,500 0,538 1,000 1,000 -0,333
N 10 11 11 12 13 14 14 13
Na 8 9 8 6 2 6 8 6
Ne 5,882 5,261 4,840 2,880 1,742 3,920 4,667 2,641
I 1,921 1,893 1,807 1,363 0,617 1,538 1,808 1,302
IGU Ho 0,800 0,636 0,636 0,333 0,000 0,214 0,143 0,462
He 0,830 0,810 0,793 0,653 0,426 0,745 0,786 0,621
uHe 0,874 0,848 0,831 0,681 0,443 0,772 0,815 0,646
F 0,036 0,214 0,198 0,489 1,000 0,712 0,818 0,257
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Localidade J1 T1 Aaz4 Aazl Li L1 Asl Acl
N 2 2 2 2 2 2 2 2
Na 4 4 3 2 2 3 3 3
Ne 4,000 4,000 2,667 2,000 2,000 2,667 2,667 2,667
PIE | 1,386 1,386 1,040 0,693 0,693 1,040 1,040 1,040
Ho 1,000 1,000 0,500 0,000 0,000 1,000 0,500 1,000
He 0,750 0,750 0,625 0,500 0,500 0,625 0,625 0,625
uHe 1,000 1,000 0,833 0,667 0,667 0,833 0,833 0,833
F -0,333 -0,333 0,200 1,000 1,000 -0,600 0,200 -0,600
N 1 1 1 1 1 2 2 2
Na 2 2 2 2 2 3 2 4
Ne 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 2,667 2,000 4,000
RIB | 0,693 0,693 0,693 0,693 0,693 1,040 0,693 1,386
Ho 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,500 0,000 1,000
He 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,625 0,500 0,750
uHe 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,833 0,667 1,000
F -1,000 -1,000 -1,000 -1,000 -1,000 0,200 1,000 -0,333
N 5 5 5 4 4 4 5 5
Na 6 7 5 5 2 4 4 6
Ne 5,000 5,556 3,571 4571 1,600 3,556 3,571 5,556
| 1,696 1,834 1,418 1,560 0,562 1,321 1,332 1,748
TAP Ho 0,800 1,000 0,800 0,250 0,000 0,250 0,000 0,600
He 0,800 0,820 0,720 0,781 0,375 0,719 0,720 0,820
uHe 0,889 0,911 0,800 0,893 0,429 0,821 0,800 0,911
F 0,000 -0,220 -0,111 0,680 1,000 0,652 1,000 0,268
N 1 1 1 1 2 3 3 3
Na 2 2 2 1 3 5 2 3
Ne 2,000 2,000 2,000 1,000 2,667 4,500 1,800 2,571
PIS | 0,693 0,693 0,693 0,000 1,040 1,561 0,637 1,011
Ho 1,000 1,000 1,000 0,000 0,500 0,667 0,000 0,667
He 0,500 0,500 0,500 0,000 0,625 0,778 0,444 0,611
uHe 1,000 1,000 1,000 0,000 0,833 0,933 0,533 0,733
F -1,000 -1,000 -1,000 #N/D 0,200 0,143 1,000 -0,091
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Localidade J1l T1 Aaz4 Aazl Li L1 Asl Acl
N 1 1 1 1 1 1 1 1
Na 1 1 2 1 2 2 1 2
Ne 1,000 1,000 2,000 1,000 2,000 2,000 1,000 2,000
SBC I 0,000 0,000 0,693 0,000 0,693 0,693 0,000 0,693
Ho 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000
He 0,000 0,000 0,500 0,000 0,500 0,500 0,000 0,500
uHe 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000
F #N/D #N/D -1,000 #N/D -1,000 -1,000 #N/D  -1,000
N 3 3 3 3 2 3 3 3
Na 2 3 3 3 1 1 1 4
Ne 1,385 2,000 2,571 2,571 1,000 1,000 1,000 3,600
I 0,451 0,868 1,011 1,011 0,000 0,000 0,000 1,330
ORT Ho 0,333 0,667 1,000 0,333 0,000 0,000 0,000 1,000
He 0,278 0,500 0,611 0,611 0,000 0,000 0,000 0,722
uHe 0,333 0,600 0,733 0,733 0,000 0,000 0,000 0,867
F -0,200 -0,333 -0,636 0,455 #N/D #N/D #N/D  -0,385
N 4 4 4 3 6 4 6 5
Na 5 5 4 5 2 4 3 6
Ne 4,000 4571 3,556 4,500 2,000 2,909 2,000 4,545
I 1,494 1,560 1,321 1,561 0,693 1,213 0,868 1,643
PIR Ho 0,500 1,000 0,750 1,000 0,333 0,250 0,000 1,000
He 0,750 0,781 0,719 0,778 0,500 0,656 0,500 0,780
uHe 0,857 0,893 0,821 0,933 0,545 0,750 0,545 0,867
F 0,333 -0,280 -0,043 -0,286 0,333 0,619 1,000 -0,282
N 8 9 9 9 8 6 9 7
Na 6 7 8 4 4 6 2 6
Ne 4,741 5,226 6,231 2,793 2,246 4,500 1,246 3,769
I 1,663 1,802 1,937 1,162 1,041 1,633 0,349 1,537
MAQ Ho 0,625 0,667 0,889 0,333 0,500 0,667 0,000 0,714
He 0,789 0,809 0,840 0,642 0,555 0,778 0,198 0,735
uHe 0,842 0,856 0,889 0,680 0,592 0,848 0,209 0,791
F 0,208 0,176 -0,059 0,481 0,099 0,143 1,000 0,028
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Localidade J1l T1 Aaz4 Aazl Li L1 Asl Acl
N 2 2 2 2 2 2 2 2
Na 1 2 1 2 2 2 2 3
Ne 1,000 2,000 1,000 1,600 2,000 1,600 1,600 2,667
MIS I 0,000 0,693 0,000 0,562 0,693 0,562 0,562 1,040
Ho 0,000 1,000 0,000 0,500 0,000 0,500 0,500 1,000
He 0,000 0,500 0,000 0,375 0,500 0,375 0,375 0,625
uHe 0,000 0,667 0,000 0,500 0,667 0,500 0,500 0,833
F #N/D -1,000 #N/D -0,333 1,000 -0,333 -0,333  -0,600
N 15 15 15 15 16 16 15 15
Na 11 10 7 6 4 12 2 5
Ne 7,895 7,031 3,879 3,671 1,903 7,314 1,471 3,309
I 2,203 2,099 1,587 1,412 0,872 2,193 0,500 1,328
SAR Ho 0,800 0,867 0,667 0,667 0,125 0,813 0,267 0,867
He 0,873 0,858 0,742 0,720 0,475 0,863 0,320 0,698
uHe 0,903 0,887 0,768 0,745 0,490 0,891 0,331 0,722
F 0,084 -0,010 0,102 0,074 0,737 0,059 0,167 -0,242
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