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Resumo

Nectomys squamipes (Rodentia: Sigmodontinae) € um roedor
semiaquéatico que ocorre em florestas Neotropicais do leste da América do Sul.
Baixos niveis de fluxo génico e forte estruturacao genética eram esperados
entre as populacdes desta espécie, devido a sua estreita associagdo com o0s
ambientes aquaticos e sua pequena area de uso (home range). Estudos
publicados, no entanto, mostraram o oposto: uma grande homogeneidade
genética em populagdes desta espécie. O objetivo desse trabalho foi investigar
por que N. squamipes tem essa homogeneidade considerando os papéis do
fluxo génico, da hidrografia e das oscilacdes climaticas do Pleistoceno na
estruturacdo genética de suas populacdes. A partir de 167 amostras de tecidos
de N. squamipes foram sequenciados dois marcadores mitocondriais:
Citocromo b (Cit b) e D-loop. Com base em 108 localidades de ocorréncia e em
modelagem ecolégica de nicho, foram inferidos mapas de adequabilidade
ambiental utilizando camadas ambientais do presente e do passado. Dados
genéticos mostraram uma estruturacdo genética fraca e coerente com a
hidrografia. Foram detectadas poucas diferencas nas areas de adequabilidade
ambiental no dltimo maximo glacial, ha 21 mil anos, quando comparadas as
areas do presente, mas grandes alteracdes no ultimo periodo interglacial, ha
cerca de 130 mil anos. A combinacao de resultados genéticos e ecoldgicos
permitiu a reconstrucao de rotas de fluxo génico com base em conexdes entre
as regides hidrograficas da Mata Atlantica. A estrutura genética atual em
Nectomys squamipes resulta da combinagdo de fluxo génico dentro e entre
bacias, e das contracées e expansdes populacionais recorrentes durante as

oscilagdes climaticas do Quaternario.

Palavras-chaves: Sigmodontinae, Mata Atlantica, genética de paisagem,

filogeografia, distribuicao potencial.
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Abstract

Nectomys squamipes (Rodentia: Sigmodontinae) is a semiaquatic rodent
that occurs in Neotropical forests of eastern South America. Low levels of gene
flow and strong genetic structure were expected among populations of this
species due to its close association with aquatic environments and its small
home range. Published studies, however, showed the opposite—a strong
genetic homogeneity in populations of this species. The aim of the present
study was to investigate why N. squamipes shows this genetic homogeneity,
considering the roles of gene flow, hydrography and Pleistocene climatic
oscillations. Using 167 tissue samples of N. squamipes from eastern Brazil, |
sequenced two mitochondrial markers: cytochrome b (Cyt b) and D-loop. Based
on 108 localities and ecological niche modeling, | inferred environmental
suitability maps using climatic envelopes of the present and the past. Molecular
results showed a shallow genetic structure that is consistent with hydrography. |
found few differences in environmental suitability when comparing the Last
Glacial Maximum (21,000 years ago) to the present, but major changes when
compared to the Last Interglacial period (130,000 years ago). The combination
of genetic and ecological results allowed the reconstruction of gene flow routes
based on watershed connections among Atlantic Forest rivers. The current
genetic structure in Nectomys squamipes results from the combination of gene
flow within and among basins, and recurrent population contractions and

expansions during the Quaternary climatic oscillations.

Keywords: Sigmodontinae, Atlantic Forest, landscape genetics,
phylogeography, potential distribution.
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Introducao

Pequenos mamiferos nao-voadores geralmente apresentam uma alta
estruturacdo genética por causa de sua dispersao limitada (Koenig et al. 1996;
Patton et al. 1996). A capacidade de dispersdo determina o padréao
filogeografico, mas outros fatores comportamentais como filopatria podem
influenciar na capacidade de dispersao (Ditchfield 2000). Dessa forma, é
essencial entender a histéria natural de uma espécie para interpretar
corretamente seu padrao filogeografico (Martins e Domingues 2011).

O campo da filogeografia é relativamente novo e busca os padrbes
geograficos da diversidade genética dentro de cada espécie com base na
geologia e no clima do passado e do presente a fim de compreender melhor a
distribuicdo dos organismos no espag¢o e no tempo (Avise et al. 1987). O
objetivo nas avaliagdes filogeograficas € a utilizacao de arvores de genes para
inferir as forcas histéricas e contemporaneas que produziram a atual
arquitetura genealdgica de populacoes e espécies estreitamente relacionadas
(Avise 2009).

Uma ferramenta frequentemente usada em trabalhos recentes de
filogeografia € a modelagem de nicho ecolégico. Apesar de ser amplamente
usada em trabalhos de ecologia, evolugéo e biogeografia (Giannini et al. 2012),
ha varias criticas ao seu uso (Araujo e Guisan 2006). Duas dessas criticas sao
referentes ao conceito de nicho ecoldgico usado e a transferibilidade do modelo
baseada na ideia do conservadorismo do nicho ecolégico. De acordo com o
conceito de nicho ecoldgico utilizado, a interpretacdo dos resultados da
modelagem pode ser diferente. Por exemplo, muitos trabalhos levam em

consideracao a definicdo de nicho de Hutchinson (1957), onde foi criado o
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conceito de nicho ecoldgico fundamental, ou seja, aquele que a espécie pode
ocupar, e o de nicho ecolbgico efetivo, que é aquele que a espécie realmente
ocupa, devido as barreiras para dispersdao ou interagdes ecologicas
desfavoraveis (Araujo e Guisan 2006). Alguns autores citam que os modelos de
nicho proporcionam uma aproximacdo ao nicho fundamental da espécie
(Soberdn e Peterson 2005) enquanto outros defendem que a modelagem seja
a representacao espacial do nicho efetivo (Guisan e Zimmermann 2000;
Pearson e Dawson 2003). Baseados no conceito de nicho de Elton (1927),
alguns autores defendem que, na auséncia de dados sobre interacoes
biolégicas e com apenas dados climaticos, a representacdo da modelagem nao
seria de um nicho ecolégico (Soberdén 2007). Neste caso, as areas indicadas
na modelagem seriam de distribuicao potencial ou preditiva (Jiménez-Valverde
et al. 2008; Giannini et al. 2012), ou ainda de habitat e locais satisfatorios para
a ocorréncia de espécie (Phillips 2008), baseado no conceito de nicho de
Grinnell (1917).

Conservadorismo de nicho ecolégico ou climatico é definido como a
tendéncia de uma espécie reter ou permanecer com seu nicho ecolégico sem
modificacdes por uma escala de tempo evolutivo (Wiens e Graham 2005). Isto
significaria dizer que popula¢des atuais tém o mesmo nicho ecoldgico que suas
populacbes ancestrais. Essa ideia €& uma condicdo basica para a
paleomodelagem e para a modelagem de espécies invasoras ou exéticas, onde
a transferibilidade temporal e espacial do modelo sé poderia acontecer se o
nicho ecolégico da espécie (requisitos para a sobrevivéncia) fosse conservado
no tempo (projecdo no passado) e no espaco (projecao na area invadida).

Diferentes caracteristicas ecolégicas possuem diferentes graus de
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conservadorismo dentro do mesmo grupo de espécies (Freckleton et al. 2002).
De maneira geral, o conservadorismo de nicho é coerente com os padrdes de
distribuicdo de aves (Hawkins et al. 2006), de anfibios e mamiferos (Olalla-
Tarraga et al. 2011) e nao compromete a explicacdo de processos de
especiacao alopatrica (Kozak e Wiens 2006; Sober6on e Nakamura 2009).
Peterson (2011) concluiu que o nicho ecolégico consegue manter-se
conservado por escalas de tempo consideraveis. Dessa forma, escalas curtas
de tempo, como apresentada pela paleomodelagem (entre 6 mil e 140 mil
anos), nao seriam empecilhos para invocar o conservadorismo de nicho.
Mesmo que o nicho tenha mudado nesse intervalo de tempo, ele teria mudado
muito pouco se comparado com periodos mais antigos, causando poucos
problemas para a esse tipo de analise (Svenning 2011).

A modelagem para espécies aquaticas e semiaquaticas € mais
complicada do que para as espécies terrestres, pois ha outras variaveis
importantes como a disponibilidade de agua, qualidade da vegetacao riparia,
que ficam de fora do modelo quando se utilizam so6 variaveis climaticas
(Ottaviani et al. 2009). Dessa forma, surgiram varias sugestoes e exemplos de
modelagem para espécies de vertebrados semiaquaticos (Barbosa et al. 2003;
2009; Ottaviani et al. 2009). Contudo dados recentes indicam que apenas a
modelagem com as variaveis climaticas classicas de temperatura e
precipitacdo podem ser suficiente para recuperar a historia passada de
pequenos mamiferos semiaquaticos (Igea et al. 2013).

Dentro da tribo de roedores neotropicais Oryzomyini da subfamilia
Sigmodintinae, o roedor Nectomys squamipes (Brants 1827) é o maior e mais

adaptado para vida semiaquatica (Ernest e Mares 1986). Ele é conhecido como
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rato d’agua e é encontrado em areas alagadas, proximas a cursos d’agua e
terras Umidas, ndo estando presente nas areas mais secas das florestas
(Hershkovitz 1944; Ernest e Mares 1986). Nectomys squamipes vive ao longo
dos cursos dos rios e tem uma distribuicdo geografica ampla, que abrange
desde o estado de Pernambuco até o norte do Rio Grande do Sul, na costa e
no interior do Brasil, alcancando também areas de Mata Atlantica da Argentina
e do Paraguai (Musser e Carleton 2005; Bonvicino et al. 2008). Eles estao
presentes em areas da Mata Atlantica e do Cerrado (Paglia et al. 2012),
contemplando as bacias dos rios do leste do Brasil e as bacias dos rios Sao
Francisco, Paraiba do Sul e Parana (Bonvicino et al. 2008).

Dados ecologicos tém demonstrado que N. squamipes possui pequena
area de uso (home range), entre 0,3 e 1,6 hectare (Ernest e Mares 1986;
Almeida et al. 2005), sendo a maior distdncia registrada entre o local de
captura e o curso de um rio cerca de 450 m (Ernest e Mares 1986). Seus
deslocamentos ocorrem pelas margens dos rios, sendo raramente superiores a
20 m de distancia das margens (Almeida et al. 2000; Lima 2009). O rato d’agua
possui uma dieta generalista e pode estar presente em areas urbanas (Gentile
et al. 2000). O estudo do padrdao de dispersdao e de deslocamentos de N.
squamipes é importante, pois essa espécie € um dos principais reservatorios
naturais do platelminto Schistosoma mansoni, causador da esquistossomose
(Maldonado et al. 1994; D’Andrea et al. 2002). Alguns autores recomendam
uso desse rato como indicador de possiveis areas de ocorréncia para S.
mansoni (D’Andrea et al. 2000).

Considerando a fidelidade de habitat, pequena area de uso e baixa

capacidade de deslocamento de N. squamipes, era esperado que houvesse
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uma grande estruturacdo genética entre as suas populacdes, baseada nos
padrbes hidrograficos (Igea et al. 2013). Contudo, dos trés trabalhos publicados
com variacdo nucleotidica de N. squamipes, apenas um mostrou uma
estruturacdo genética relevante (Maroja et al. 2003). Os outros dois trabalhos,
com amostras maiores e mais localidades, mostraram grande homogeneidade
genética entre as populacdes (Almeida et al. 2000; Almeida et al. 2005).
Utilizando dois tipos de marcadores genéticos, RAPD (Almeida et al. 2000) e
microssatélites (Maroja et al. 2003; Almeida et al. 2005), os autores
encontraram uma diversidade alélica grande que era compartilhada por quase
todas as populagdes. Essa homogeneidade em populacbes de bacias
hidrograficas diferentes poderia indicar, segundo os autores, que apesar de ser
semiaquatico, N. squamipes nao tem a diversidade genética determinada pela
hidrografia. Aimeida et al. (2000; 2005) levantaram trés hipéteses para explicar
esse padrao: processos recorrentes de extincdes locais e recolonizacéao,
expansao populacional recente ou a presenca de fluxo génico maior em N.

squamipes do que seria esperado pelos trabalhos ecolbgicos.
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Objetivos

Objetivo Geral

Analisar se a hidrografia determina a distribuicAo geografica da

diversidade genética em Nectomys squamipes.

Objetivos Especiticos

i. Mapear a diversidade genética e datar as divergéncias entre os
demes identificados;

ii. Inferir as areas de adequabilidade ambiental de N. squamipes no
presente e no passado;

ii. Inferir o fluxo génico entre os demes identificados e as bacias
hidrograficas, além de identificar potenciais rotas de fluxo génico
entre elas;

iv.  Reconstruir a historia biogeografica de Nectomys squamipes na

Mata Atlantica.
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Materiais e Métodos

Dados genéticos: Foram utilizadas 167 amostras de tecidos de Nectomys

squamipes conservados em etanol provenientes de 50 localidades distribuidas
por toda area de ocorréncia da espécie (Fig. 1; Anexo 1). Esses tecidos foram
fornecidos por pesquisadores e por colegdes e trés sequéncias foram
adquiridas na plataforma online GenBank (Benson et al. 2004).

As amostras de tecido foram submetidas ao protocolo de extracao de
DNA total com sal (SDS/NaCl/Proteinase K) descrito por Bruford et al. (1992) e
os produtos foram quantificados no espectrofotbmetro NanoDrop (Thermo
Fisher Scientific Inc.). As amostras foram diluidas para 50 ng/uL, quando
necessario, para ndo comprometer as etapas seguintes.

Dois marcadores genéticos foram usados: o gene mitocondrial citocromo
b (Cit b) e parte da regido controle do DNA mitocondrial (D-loop). Foram
amplificados 801 pares de base do Cit b e 425 pares de base do D-loop através
da clonagem in vitro pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
termociclador. Utilizou-se os iniciadores MVZ05 e MVZ16, desenvolvidos por
Smith e Patton (1993) para o Cit b e os iniciadores LO (Douzery e Randi 1997)
e E3 (Huchon et al. 1999) para o D-loop. Os perfis das amplificacdes para os
dois marcadores estdo sumarizados no Anexo 2.

Os produtos amplificados foram purificados com a enzima ExoSAP (GE
Healthcare Life Sciences) e em seguida foram sequenciados utilizando o kit Big
Dye 3.1 (Applied Biosystems, Life Technologies Corporation). As sequéncias
foram obtidas no sequenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems, Life

Technologies Corporation).
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O alinhamento das sequéncias foi feito no ClustalW de Larkin et al.
(2007), implementado no software Geneious 6.1 (Biomatters). As sequéncias
de DNA alinhadas foram utilizadas para a obtencdo de cladogramas através
dos algoritmos da maxima parciménia (MP) no programa MEGA 5.2 (Tamura et
al. 2011), da inferéncia bayesiana (IB) no programa Mr. Bayes 3.2.2 (Ronquist
et al. 2012) e da maxima verossimilhanca (MV) no programa Garli 2.0 (Zwickl
2006) e na plataforma online PhyML 3.0 de Guindon e Gascuel (2003). Foi
selecionado o melhor modelo de substituicdo de nucleotideos para as analises
no programa jModelTest 2.1.4 (Darriba et al. 2012) e a saturagdo das
sequénciasdo Cit b foi verificada no programa DAMBE 5 (Xia 2013). Foram
avaliadas trés arvores para cada algoritmo, uma para o Cit b e outra para o D-
loop utilizando os haplétipos das sequéncias e uma com o0s dados
concatenados (Cit b + D-loop), usando os individuos como taxons terminais. O
suporte dos clados nas arvores de MP e MV foi avaliado a partir do anélise de
bootstrap com 100 replicagdes e foram considerados valores de bootstrap
acima de 70% na MP e na MV. Na IB, valores de probabilidade posterior acima
de 95% foram considerados significativos. As arvores de IB percorreram
nimeros de geracdes diferentes, para o Cit b a analise percorreu 1 x 10°, para
o D-loop 1,5 x 10°, e para os dados concatenados 1,5 x 10" geracdes. Como
grupos externos foram utilizados Nectomys rattus, Nectomys apicalis,
Hylaemys laticeps, Euryoryzomys russatus e Oligoryzomys nigripes e as
distancias genéticas dentro e entre os clados foram calculadas no MEGA 5.2
(Tamura et al. 2011) utilizando o modelo de Kimura-2-parametros (K2P).

Visando avaliar a estrutura genética das populagdes, bem como o

compartilhamento de haplétipos, foram construidas redes de haplétipos no
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software Network 4.6 (Bandelt et al. 1999) usando a ferramenta Median-joining.
O teste de Mantel foi realizado no programa Past 2.14 (Hammer et al. 2001)
para verificar a existéncia de correlacdo entre as distadncias genéticas e as
distancias geograficas. A matriz de distancia geografica par-a-par usada no
teste de Mantel foi criada no programa Geographic Distance Matrix Generator
1.2.3 (Ersts 2013).

As populacgoes foram definidas a partir das regiées hidrogréaficas onde as
amostras foram coletadas. A definicdo e os limites das diversas regides
seguiram a classificacdo da Agéncia Nacional de Aguas (ANA) através das
ferramentas  HidroWeb  (http://hidroweb.ana.gov.br/) e  GeoNetwork
(http://metadados.ana.gov.br/geonetwork/srv/pt/main.home)  (Fig. 2). As
divergéncias genéticas dentro e entre as regides hidrograficas foram calculadas
no programa MEGA 5.2 (Tamura et al. 2011) utilizando o modelo de Kimura-2-
parametros (K2P) para verificar as similaridades genéticas entre elas.

Testes de neutralidade (D de Tajima; Ro; Fs de Fu), de diversidade
genética (AMOVA), de fluxo génico (Fs) e de tamanho populacional
(distribuicdo mismatch) foram feitos no programa DnaSP 5.10 (Librado e Rozas
2009) e no Arlequin 3.5 (Excoffier e Lischer 2010) para avaliar a dinamica
populacional da espécie.

O programa Beast 2.0.2 (Drummond et al. 2007) foi usado para datar as
divergéncias entre os clados de N. squamipes. Os haplétipos de Cit b foram
utilizados e percorreram 500 milhées de geracdes usando o reldgio relaxado
log-normal. Quatro pontos de calibracao foram definidos seguindo Palma et al.
(2010) e Machado et al. (2014): a divergéncia entre os géneros Pseudoryzomys

e Holochilus em 2,58 milhées de anos atras (m.a.a.) e intervalo de 0,43 a 5,38;
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Amphinectomys e Nectomys em 2,15 m.a.a. e intervalo de 0,34 a 4,55;
Cerradomys e Sooretamys em 2,35 m.a.a. e intervalo de 0,42 a 5,02; e a
divergéncia entre as espécies Oligoryzomys nigripes, O. flavencens e O.
chacoensis em 3,71 m.a.a. com desvio-padrao de +0,035. Um grafico da
dindmica populacional de N. squamipes foi construido também no Beast 2.0.2
por meio da ferramenta Bayesian Skyline Plot (BSP), percorrendo 10 milhdes
de geragdes e usando também o reldgio relaxado log-normal e a taxa de

mutacao encontrada na datacdo dos clados.

Dados de adequabilidade ambiental: Baseado nas ideias de nicho

ecoldgico de Grinnell (1917) e no trabalho de Phillips (2008), foram usadas
técnicas de modelagem para criar um mapa de adequabilidade ambiental para
Nectomys squamipes. Para a obtencdo desse mapa, foi criado um banco de
dados com 439 localidades georreferenciadas com base em dados de museus,
artigos cientificos, teses e dissertacoes. Os dados de museus foram obtidosa
partir das plataformas online speciesLink (http://splink.cria.org.br/), Global
Biodiversity Information Facility —(GBIF — http://www.gbif.org) e Mammal
Networked Information System (MaNIS — http://manisnet.org/) ou pedidos por e-
mail para alguns curadores. Os pontos de ocorréncia foram triados e dados
com datas de coletas anteriores ao ano da ultima revisdo taxondémica do
género (Bonvicino 1994) foram descartados. Além disso, foram utilizados
apenas dados com localidades especificas, isto &, localidades
georreferenciadas com base na sede do municipio também foram descartadas.
A localizacdo dos pontos de ocorréncia foi verificada por meio do Google

Mapas (http://maps.google.com.br), do software Google Earth 7.0
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(http://earth.google.com) e de ferramentas do speciesLink (geoLoc e infoXY).
No total, foram utilizados 108 pontos de ocorréncia espalhados pela Mata
Atlantica para a construcao dos mapas de adequabilidade (Fig. 3; Anexo 3).

As camadas de dados ambientais contemplaram as regides hidrograficas
da Mata Atlantica onde ha registro de N. squamipes (Parana, Atlantico Sul,
Atlantico Sudeste, Atlantico Leste e Sao Francisco) e representaram a
topografia, o clima e a hidrografia da regido. As variaveis de clima foram
obtidas a partir do WorldClim (Hijmans et al. 2005; http://www.worldclim.org/) e
os dados de topografia e de hidrografia a partir do projeto Hydro1k do United
States Geological Survey (http://eros.usgs.gov/) (Anexo 4).

Foram rejeitadas as variaveis ambientais correlacionadas indicadas por
uma analise de componente principal (PCA) e pelo teste de Mantel, usando o
programa Past 2.14 (Hammer et al. 2001) e a plataforma R 3.0.1 (R-
Development CoreTeam 2011) respectivamente.

O algoritmo escolhido para a modelagem foi 0 de maxima entropia, no
programa MaxEnt 3.3.3 (Phillips et al. 2006). Foram criados dois modelos de
adequabilidade, o modelo restrito utilizando apenas as variaveis climaticas do
WorldClim e o modelo amplo usando as variaveis climaticas, topograficas e
hidrograficas para avaliar a influéncia dos dados hidrogréficos e topograficos
para a modelagem de uma espécie semiaquatica. Para a validacdo dos
modelos foi calculada a area sob a curva (AUC) e os valores de sensibilidade,
especificidade, acuracia, TSS (True Skill Statistc), taxa de erro, de acerto, de
omissdo e de sobrevisdo foram calculados a partir da matriz de confusédo de
cada modelo. Na avaliagdo da acuracia do modelo gerado, empregou-se a

estatistica de probabilidade binomial para determinar se a capacidade do

20



modelo em acertar é diferente do acaso. Além disso, as condicbes ambientais
adequadas para N. squamipes no presente, adquiridas no modelo sé com
dados climaticos, foram projetadas em camadas do passado, criando mapas de
adequabilidade para o ultimo maximo glacial (LGM) ha 21 mil anos atras e para
o ultimo interglacial (LIG) entre 120-140 mil anos atras. As camadas das
variaveis climaticas para o passado também estdo disponiveis no site
WorldClim (http://www.worldclim.org/). Os mapas adquiridos foram comparados
a arvore filogenética para avaliar se alguma diferenca aparente na
adequabilidade ambiental poderia explicar as diferencas entre as linhagens

obtidas.

Dados de genética de paisagem: Redes de haplétipos para Cit b e D-loop
€ 0 mapa de adequabilidade ambiental do presente foram usados para criacao
de rotas de fluxo génico entre as localidades de coleta para demonstrar
possiveis rotas de migracdo em N. squamipes. O mapa de adequabilidade
atual utilizado para essa etapa foi o do modelo restrito. Ele foi convertido para
uma camada de custo de dispersdao invertendo-se o0s valores de
adequabilidade do modelo. Em outras palavras, a probabilidade elevada de
ocorréncia de N. squamipes em uma determinada area do modelo significa
dizer que por essa regidao o custo de dispersao é baixo, ao passo que as
regibes com baixa ou nenhuma probabilidade de ocorréncia tém custos de
dispersao elevados (Chan et al. 2011).

As localidades que compartilhavam haplétipos foram conectadas por rotas
de baixo custo (LCP - Low Cost Path) utilizando como camada de atrito o mapa

de custo de dispersdo e seguindo as instru¢cdes de Chan et al. (2011). Esse
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processo também foi repetido entre as localidades que tinham um passo
mutacional de distancia, e as que tinham dois passos mutacionais. Todas as
rotas foram somadas e um mapa de conectividade populacional foi criado para
cada um dos dois marcadores genéticos. Foi dado peso 1,0 para as rotas que
compartilhavam haplétipos, peso 0,5 para as rotas que tinham diferenca de um
passo mutacional e 0,25 para as que tinham dois passos mutacionais. O
programa utilizado para as analises foi o ArcGIS 10.1 (ESRI 2011).

As rotas de fluxo génico geradas foram usadas para identificar possiveis
caminhos para a troca genética entre populacdes e formular hipéteses sobre a
conectividade das populacbes além de identificar possiveis barreiras a

dispersao (Chan et al. 2011).
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Resultados

Sequéncias de DNA: Das 167 amostras iniciais, foram obtidas 88

sequéncias de Cit b e 154 sequéncias de D-loop, sendo que em 81 amostras
foram obtidas sequéncias para os dois marcadores. O Cit b mostrou pouca
saturacao nas sequéncias, sem perda do sinal filogenético (p<0,01 e Iss<lss.c).
O melhor modelo de evolugao para as sequéncias foi o HKY +| +G. As arvores
com melhor resolucdo e suporte foram as do Citb (Fig. 4) independente do
algoritmo. Ja arvores de D-loop formaram uma politomia basal e as dos dados
concatenados recuperaram alguns clados, mas sem suporte estatistico (Anexo
5-13). Nectomys squamipes foi monofilético na MP (exceto no D-loop) e em
politomia com as demais espécies do género na MV e na IB. Além disso, N.
squamipes esta estruturado em trés clados, nomeados aqui como Atlantico
Leste, Atlantico Sudeste e Atlantico Sul, em referéncia as regides hidrograficas
(Fig. 5). As amostras das bacias dos rios Sdo Francisco e Parana ficaram
espalhadas pelos trés clados (Fig. 5). O clado Atlantico Leste foi o Unico
recuperado monofilético e com alto suporte estatistico na IB (Cit b, D-loop e
concatenada), na MP (Cit b e concatenada) e na MV (Cit b, concatenada). O
unico subclado identificavel dentro dos trés clados foi o do Parque Nacional do
Capara0, que estava presente com alto suporte estatistico na MP (Cit b) e com
baixo suporte na IB (Cit b, D-loop e Concatenada) e na MV (Cit b), inserindo-se
dentro do Clado Atlantico Sudeste. Esse subclado é formado por amostras de
Ibitirama, no Espirito Santo e de Barbacena, Ouro Preto e Marliéria em Minas
Gerais. Amostras do litoral de Sao Paulo, que hidrograficamente pertencem a

regiao do Atlantico Sudeste, filogeneticamente se associaram ao Clado Sul
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(Fig. 5). Isso indica uma quebra filogeografica na regidao da Serra da Bocaina,
divisa entre os estados de S&o Paulo e Rio de Janeiro.

As redes de haplétipos também recuperaram os trés clados de N.
squamipes e o subclado do Parque Nacional do Caparaé dentro do Clado
Atlantico Sudeste para os dois marcadores genéticos (Fig. 6 e 7). As amostras
da regiao hidrografica do Sao Francisco e do Parana ficaram espalhadas pelos
trés agrupamentos no D-loop e por dois agrupamentos no Cit b. Além do mais,
as redes de haplétipos mostraram que ha poucos passos mutacionais entre o0s
agrupamentos, indicando baixa divergéncia genética dentro de N. squamipes.

As divergéncias genéticas foram pequenas, tanto dentro quanto entre as
espécies de Nectomys, os clados de N. squamipes (Tabela 1) e as regides
hidrograficas onde essa espécie ocorre (Tabela 2). N. squamipes possui uma
divergéncia intraespecifica baixa (1,2% no Cit b; 2,7% no D-loop) e N. apicalis
€ mais distante geneticamente de N. squamipes (6,9% no Cit b) do que N.
rattus (3,1% no Cit b; 9,1% no D-loop). Os trés clados de N. squamipes
também apresentam baixas distancias genéticas, com pouca variacao dentro
deles (0,6-1,1% no Cit b; 1,75-1,85% no D-loop) e entre eles (1,9-2,2% no Cit
b; 4,0-49% no D-loop). Ja as distancias genéticas entre as regides
hidrograficas mostraram que a regido do Sao Francisco possui a maior
diversidade intrarregional (1,4% no Citb; 4,0% no D-loop) do que as demais
(0,5-1,1% no Cit b; 0,5-2,3% no D-loop). Além disso, os dados apontam que a
maior distancia genética entre as regides hidrogréaficas ocorre entre a regiao do
Atlantico Sul e a do Atlantico Sudeste, que sao vizinhas (1,9% no Cit b; 4,7%
no D-loop), enquanto a menor distancia no D-loop é também entre regides

vizinhas: Atlantico Leste e Atlantico Sudeste (1,7%). No Cit b, a menor
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distdncia é entre regides mais distantes: Paraguai e Atlantico Sul (0,9%). O
teste de Mantel ndo mostrou correlacao entre a distancia genética e geografica
(Cit b p=0,99; D-loop p=0,99) e os graficos de distribuicdo mismatch
apresentaram uma distribuicao bimodal (Fig. 8).

Nao foram encontrados valores significativos para a maioria dos testes de
neutralidade (Tabela 3). Valores significativos e negativos de Fs de Fu foram
encontrados nos dois marcadores para o clado Atlantico Sudeste e para a
regiao hidrografica do Atlantico Sudeste no Cit b. Além deles, o D de Tajima e o
indice Rz no Cit b para a regiao do Atlantico Sudeste e para o Clado Atlantico
Sudeste no Cit b também foram significativos, sendo o valor de D negativo e de
Rz positivo e proximo de zero, indicando expansdes populacionais.

Os valores de Fg; entre as regides hidrograficas, que pode ser usado para
medir o fluxo génico, mostraram fortes trocas genéticas entre as regides do
Sao Francisco e do Parana (0,16) no D-loop e entre o Atlantico Leste e o
Atlantico Sudeste (0,23) no Cit b (Tabela 4). Trocas genéticas mais raras
ocorreram entre a entre as regides do Atlantico Sudeste e do Atlantico Sul
(0,74 no Cit b e 0,62 no D-loop). Os indices de fixacdo da AMOVA foram todos
significativos e com valores altos (Tabela 5). A maior parte da variacdo
molecular ocorre dentro da mesma regido hidrografica entre localidades
diferentes (56,3% no Cit b; 50,9% no D-loop).

Datacao pelo relégio molecular mostrou que o género Nectomys surgiu no
Pleistoceno entre 1,8 — 0,168 milhdo de anos atras, e que N. squamipes
divergiu entre 1,16 — 0,16 milhdo de anos atras (Fig. 9). Os trés clados

encontrados em N. squamipes surgiram entre 935 mil e 82 mil anos atras
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(Anexo 14). A taxa de mutacdo encontrada para Nectomys squamipes foi de
0,024 mutacdes/sitio/milhdo de anos.

O gréfico da dindmica populacional do Bayesian Skyline Plot (BSP)
mostrou que nos intervalos entre 250-200 mil e 50-10 mil anos atras, a
populacdo de N. squamipes permaneceu praticamente estavel (Fig. 10). A
populacdo comecou a crescer mais rapidamente no periodo entre 200 mil e 50
mil anos atras, com crescimento mais elevado entre 100 mil e 50 mil anos
atras. Nos ultimos 10 mil anos, o tamanho populacional médio de N. squamipes

declinou (Fig. 10).

Adequabilidade ambiental: Nos modelos do presente, foram selecionadas

seis variaveis (Anexos 15, 16 e 17) para construcdao do modelo restrito (sé com
os dados climaticos) e trés variaveis para o modelo amplo (variaveis climaticas
+ topograficas + hidrograficas). O valor de AUC (area sob a curva) encontrado
no modelo restrito foi maior (0,858 e desvio-padrdo de 0,057) do que o
encontrado no modelo amplo (0,796 e desvio-padrao de £0,076).

Foi utilizado o limite de corte minimo para criacdo dos modelos (valor
gerado pelo MaxEnt): 0,018 para o modelo restrito e 0,082 para o modelo
amplo. A sazonalidade da temperatura (Bio 4) foi a variavel que mais contribuiu
nos dois modelos (Anexo 18). A matriz de confuséo foi criada para os dois
modelos (Anexo 19) e os indices calculados para a validacdo dos modelos
mostraram que o modelo restrito possuia melhor previsdo de adequabilidade
ambiental (Anexo 20).

O mapa de adequabilidade ambiental gerado pelo modelo restrito

demonstrou areas improprias para a ocorréncia de N. squamipes na Caatinga
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(exceto em enclaves de florestas Umidas, também conhecidos como “brejos” de
altitude, como ocorre na Chapada da Diamantina), no sul de Sao Paulo e na
regiao sul do Brasil, além da Serra do Mar entre Sao Paulo e Rio de Janeiro
(Fig. 11A). Entre a regido hidrografica do Rio Paranda e as demais, existe
apenas uma possibilidade de contato: pelo Rio Grande, na divisa entre os
estados de Sao Paulo e Minas Gerais. O modelo amplo apresentou mais areas
com boa adequabilidade, especialmente no oeste e norte de Minas Gerais e
em Goias. Areas da Caatinga (exceto os “brejos” de altitude) e sul do Brasil,
assim como no modelo restrito, apresentaram baixa adequabilidade (Fig. 11B).

O mapa de adequabilidade ambiental para o LGM ha 21 mil anos atras
indica praticamente as mesmas areas adequadas para N. squamipes (Fig.
11C), quando comparado ao mapa da adequabilidade atual (Fig. 11A). De 21
mil anos para o presente hd uma pequena reducdo na area de alta
adequabilidade, especialmente no interior e litoral norte da Bahia, Goias e na
regiao do triangulo mineiro. J& o0 mapa de 120-140 mil anos atras (Fig. 11D),
apresentou uma reducdo nas areas adequadas e um deslocamento das
mesmas para o sul, quando comparado com o presente € com 21 mil anos
atras. Nesse mapa, trés areas mais adequadas sao evidentes: a mais extensa
no sul do Brasil, uma menor ao longo do litoral da Bahia e a dltima, menos
extensa, mais fragmentada e menos adequada que as outras duas, entre o Rio

de Janeiro e o Espirito Santo (Fig. 11D).

Genética de paisagem: O modelo restrito de adequabilidade ambiental foi

utilizado como mapa de custo de dispersédo, pois ele obteve os melhores

indices na etapa de validacdo (Anexo 20). Varias rotas de fluxo génico foram
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encontradas com os dados de Cit b, que mostram fluxo entre regides
hidrograficas distintas, e de D-loop, onde a maioria das rotas sao dentro da
mesma regido hidrografica (Fig. 12; Anexos 21 e 22). Apesar do mapa de custo
de dispersao ter sido criado apenas com as variaveis climaticas, as rotas
criadas a partir dele foram coincidentes com alguns dos principais rios (Fig. 13).

Quando os mapas foram concatenados, foram identificadas quatro rotas
principais entre as regides hidrograficas (Fig. 13). Uma pelo litoral do Rio de
Janeiro, Espirito Santo e Bahia, ligando as regides do Atlantico Leste e
Atlantico Sudeste. A segunda rota é pelo Rio Doce e seus tributarios, ligando a
regiao do Atlantico Sudeste as demais regides. A terceira rota é pelo Rio
Jequitinhonha e seus tributarios, ligando a regido do Atlantico Leste as bacias
do Atlantico Sudeste e do Sao Francisco. A quarta rota € pelo Rio Preto, na
divisa do Rio de Janeiro e Minas Gerais, que mantém contato com a sub-bacia
do Rio Grande que pertence a regiao do Parana, que por sua vez faz contato

com a regiao do Sao Francisco e com a do Atlantico Sudeste (Fig. 13).
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Discussao

Filogeografia e dindmica populacional: Em geral, a capacidade de

dispersao de uma espécie esta relacionada a sua tolerancia as variacoes
climaticas, ao seu tamanho corporal e aos fatores comportamentais, como a
filopatria (Indorf 2010; Lyons et al. 2010; Martins e Domingues 2011).
Nectomys squamipes possui pouca capacidade de dispersao por causa de seu
pequeno tamanho corporal e pela sua dependéncia da agua (Ernest e Mares
1986; Galliez e Fernandez 2012). Desta forma, era de se esperar uma forte
estruturacdo genética coerente com a hidrografia, ja que as barreiras para
dispersao de organismos associados a ambientes aquaticos sao mais
numerosas de que para organismos terrestres (Tonn 1990; Abellet al. 2008).
No entanto, foi recuperada uma estruturagéo genética superficial, ou seja, com
divergéncias genéticas baixas. A estruturacdo foi coerente com a hidrografia,
pois os trés clados de N. squamipes representam trés regides hidrograficas e
os agrupamentos definidos a partir das regides hidrograficas tiveram suporte na
AMOVA. Centeno-Cuadros et al. (2009) tiveram resultados semelhantes com
outro pequeno roedor semiaquatico, Arvicola sapidus, que apresentou uma
estrutura genética fraca, mas filogeograficamente coerente. Os autores
resumiram a fraca estruturagcdo genética em A. sapidus a partir de trés
resultados que também estdo presentes em N. squamipes: (i) poucos clados
suportados estatisticamente; (ii) clados com ramos curtos nas arvores
filogenéticas e (iii) baixo numero de haplétipos isolados nas redes de

haplétipos.
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Outros trabalhos com pequenos mamiferos semiaquaticos, como o roedor
sigmodontineo Oryzomys palustris (Indorf 2010) e a toupeira-d’agua Galemys
pyrenaicus (lgea et al. 2013), corroboraram a fraca estruturacdo genética, com
baixas divergéncias genéticas, quando o esperado seria o contrario. Além
disso, trabalhos com mamiferos semiaquaticos de maior tamanho corporal,
como castores (Ducroz et al. 2005; Durka et al. 2005) e lontras (Mucci et al.
2010; Quaglietta et al. 2013) também indicaram alta homogeneidade e baixa
estruturacdao genética entre populacdes. Nesses trabalhos, isso foi explicado
pela maior capacidade de dispersdo, por serem mamiferos maiores, e pela
pressao da caca que submeteu as populacdes naturais de lontras e castores a
um efeito gargalo (Durka et al. 2005; Mucci et al. 2010). Contudo, os dados de
pequenos mamiferos semiaquaticos, como N. squamipes, indicam que a
dependéncia dos rios favorece o deslocamento de individuos ao longo do curso
do rio, resultando em baixa estruturacao e a alta homogeneidade genética.

A homogeneidade genética encontrada em N. squamipes foi encontrada
por outros trabalhos usando diferentes marcadores genéticos, como
microssatélites (Almeida et al. 2000; 2005) e é consistente com a sua baixa
variacao morfolégica intraespecifica (Bonvicino 1994). As taxas de divergéncia
intra- e interespecificas de Nectomys e também dentro e entre os clados foram
muito baixas quando comparadas com outros roedores sigmodontineos, como
em Rhipidomys mastacalis (intraespecifica: 4,5% e interespecifica com R.
emiliae: 7,25% no Cit b) (De Andrade Costa et al. 2011). Almeida et al. (2000)
lancaram trés hip6teses para explicar a baixa diversidade genética em N.

squamipes: (i) processos recorrentes de extingdo local e recolonizacdo; (ii)
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expansao populacional recente; e (iii) fluxo génico maior do que o esperado
para uma espécie semiaquatica.

No presente estudo, ndo houve correlacdo entre as distancias genética e
geografica e espécimes de regides hidrograficas vizinhas estdo mais distantes
geneticamente (Atlantico Sul e Atlantico Sudeste) enquanto outros de regides
distantes estdo mais préximos geneticamente (Paraguai e Atlantico Sul). Isso
mostra que a divergéncia genética entre as populacées nao pode ser explicada
principalmente pela distancia geografica, um resultado também encontrado em
outros trabalhos (Almeida et al. 2000; 2005) e que pode indicar que as
populacées nao estdo em equilibrio (Hutchinson e Templeton 1999). Uma
razao para uma populagcdo nao estar em equilibrio € ter passado por uma
recente expansao populacional, dando suporte para as hip6teses (i) e (i) de
Almeida et al. (2000).

Os testes de neutralidade mostraram expansao populacional recente no
Atlantico Sudeste. Além disso, ha haplétipos do Atlantico Sudeste sendo
compartilhados por outras regides hidrograficas o que sugere também a
existéncia de expansao populacional para essa regiao.

Nao houve indicios de expansao exponencial para a espécie como um
todo na distribuicdo mismatch. Um padrao bimodal nesses graficos pode
indicar um tamanho populacional grande e constante, sem expansdes
exponenciais (Slatkin e Hudson 1991), mas néo se pode afirmar que ndo houve
uma expansao menos abrupta. O padrdo bimodal pode ser reflexo da
estruturacdo genética associada a hidrografia nas distancias par-a-par, com a
menor moda sendo resultante de pares da mesma regidao hidrografica e a maior

de pares de regides diferentes. Ja os resultados do indice Fs de Fu e do BSP
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indicaram expansao populacional para a espécie. Dados apontam que essa
expansao populacional teria ocorrido durante o periodo de glaciacdo: um fraco
crescimento populacional entre 150 mil e 100 mil, seguido por um crescimento
acelerado entre 100 mil e 75 mil e lento entre 75 mil e 50 mil anos atras. A
populagdo permaneceu relativamente estavel entre 50 mil e 10 mil durante o
LGM, declinando desde entdo. Esse padrao foi coerente com as areas de
adequabilidade do passado que encontramos para N. squamipes. Elas
mostraram um padrao de retracao e de deslocamento para o sul das areas de
alta adequabilidade ambiental no LIG, isto €, em épocas mais quentes e
Uumidas, e expansao dessas areas no LGM, onde o clima é mais frio e, segundo
alguns autores, mais seco (mas veja Bush e Oliveira 2006, para uma opiniao
contraria a aridez). No Holoceno, com o aumento da temperatura e talvez da
umidade, o tamanho populacional de N. squamipes decaiu e as areas de
adequabilidade ambiental no presente também diminuiram quando
comparadas ao LGM, ainda que em pouca proporcao.

A estimativa de flutuacao populacional de N. squamipes nos ultimos 140
mil anos acompanha as mudancgas climaticas documentadas pelos is6topos
estaveis de oxigénio 18 (3'%0) (Cohen e Gibbard 2011) (Fig. 10). Esses
isétopos sdao usados em estudos de paleotemperatura e em estudos de
investigagbes dos ciclos glaciais-interglaciais do Quaternario, incluindo LIG e
LGM, utilizando carapacas de foraminiferos ou nucleos de gelo retirados das
regides polares (NEEM community members 2013; Rodrigues e Fauth 2013).
Os is6topos de oxigénio estao relacionados a composicao dos oceanos, 0 que
esta diretamente relacionado ao ciclo das chuvas e da quantidade de vapor

d’agua da atmosfera, afetando também a precipitacdo nos continentes (Frew et
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al. 2000). Outro fato que coloca a temperatura como importante na distribuicao
geografica de N. squamipes é que as camadas ambientais de hidrografia e de
relevo, que deveriam ser importantes para o modelo por causa da histéria
natural da espécie, ndo melhoram a predicdo do modelo. O melhor modelo foi
aquele criado s6 com variaveis de precipitacdo e temperatura. Além disso, a
sazonalidade de temperatura foi a variavel mais importante para a construcao
dos modelos das areas de adequabilidade.

A datacdo mostrou uma origem recente, no Pleistoceno, tanto para N.
squamipes (entre 160.000 e 1,16 milhdes de anos atras), quanto para os
demais congéneres analisados. Isso indica que as oscilagdes climaticas do
periodo podem ter sido importantes na especiacdo do género e na a
estruturacdo genética de N. squamipes. Os trés clados de N. squamipes
datados mostraram que suas divergéncias ocorreram no Pleistoceno Médio
(780-126 mil anos atras), que se encaixa no padrdao de estruturacao
intraespecifica da maioria das linhagens sul-americanas de mamiferos, peixes,
aves, invertebrados e plantas (Turchetto-Zolet et al. 2013). As trés éareas
principais formadas na modelagem do LIG sdo coerentes com o clados
encontrados nas arvores filogenéticas e com a datacao pelo relégio molecular,
mostrando uma sintonia entre os dados ecolégicos de modelagem e dados
genéticos, como ja foi descrito em outros trabalhos (Carnaval et al. 2009; Igea
et al. 2013, mas para uma ressalva veja Tonini et al. 2013).

Levando em consideragcdo que durante o Pleistoceno houve varios
periodos de glaciacbes com periodos interglaciais entre elas (Brown e
Lomolino 1998), ha a possibilidade das populacées de N. squamipes terem

passado por recorrentes processos de reducdo e de expansao populacional
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como sugerido por Almeida et al. (2000). A homogeneidade genética pode ser
explicada em parte por esses processos, em funcao das oscilagdes climaticas
do Quaternario, mas o fluxo génico também pode ter desempenhado papel
importante. Os indices de Fg indicam uma taxa de fluxo génico alta entre
algumas regides hidrograficas vizinhas, como por exemplo a regidao do Parana
e do Sao Francisco. A regidao do Sao Francisco compartilha uma taxa de fluxo
génico (Fs) similar a maioria das outras regides. Isso aliado ao fato dessa
regiao ter as maiores divergéncias genéticas intra- e interregionais e de nao
apresentar areas estaveis de adequabilidade ambiental no passado, indica que
a regiao do Sao Francisco foi colonizada mais recentemente por individuos
provenientes de outras regides hidrograficas.

Haplétipos idénticos foram encontrados em regides hidrograficas
diferentes, indicando fluxo génico atual ou em um passado préximo. O
compartilhamento de haplétipos em regides hidrograficas diferentes foi
encontrado também no trabalho sobre a filogeografia da toupeira-d’agua
Galemys pyrenaicus (lgea et al. 2013). No entanto foram avaliados neste
trabalho apenas marcadores genéticos mitocondriais, que evidenciam a
heranca de linhagens maternas. Se forem analisados marcadores que megcam
também a heranca paterna, genes nucleares ou microssatélites, os indices de
fluxo génicos podem ser maiores. Isso porque os machos de N. squamipes tém
areas de uso maiores que as fémeas (Lima 2009) e com isso ha a possibilidade
deles se dispersarem mais do que as fémeas.

Nos ultimos anos, varios trabalhos com filogeografia avaliaram diferentes
hip6teses para explicar os padroes de diversidade e de estruturacdo genética

encontrados na Mata Atlantica em grupos de vertebrados (Pellegrino et al.
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2005; Cabanne et al. 2007; 2008; Thomé et al. 2010; Costa e Leite 2012), de
invertebrados (Resende et al. 2010) e de plantas (Ribeiro et al. 2011). Quatro
propostas principais sdo normalmente utilizadas para explicar os padroes
filogeograficos: isolamento por montanhas (Moreau 1966); gradientes
ecolégicos (Endler 1977); rios como barreiras (Wallace 1852) e reflgios
pleistocénicos (Haffer 1969). Lara et al. (2005) fizeram uma revisdo sobre
essas propostas a partir de alguns estudos filogeograficos com pequenos
mamiferos e encontraram dois modelos que se encaixam nos padroes
estudados: o de isolamento por montanhas e o de gradientes ecoldgicos. De
acordo com Lara et al. (2005) o modelo de rios como barreiras pode ser tratado
em larga escala na Mata Atlantica como parte do modelo de isolamento por
montanhas ja que rios grandes da regiao tém seus cursos correspondendo as
cadeias de montanhas.

Ultimamente, a proposta dos reflgios pleistocénicos, adaptado para a
Mata Atlantica no trabalho de Carnaval e Moritz (2008), tem ganhado forca
(Carnaval et al. 2009; Martins 2011; Maldonado-Coelho et al. 2012; Valdez e
D'Elia 2013), especialmente com a integracdo dos dados genéticos aos de
paleogeografia e de paleomodelagem (Richards et al. 2007; Lamb et al. 2008;
Chan et al. 2011; Svenning 2011; Igea et al. 2013). Contudo, as datacdes de
alguns trabalhos indicam que o surgimento de grande parte da divergéncia
genética é anterior ao Pleistoceno (Lara e Patton 2000; Wdister et al. 2005;
Grazziotin et al. 2006; Brunes et al. 2010). Dessa forma, a ideia de que na
América do Sul os padrdes filogeograficos de vertebrados séo resultantes dos
movimentos tectdnicos do Plioceno e das oscilagdes climaticas de todo o

Pleistoceno, e ndo apenas do ultimo méximo glacial (LGM), é mais abrangente
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(Lara e Patton 2000; Hoorn et al2010; Thomé et al. 2010; Antonelli e
Sanmartin 2011; Turchetto-Zolet et al. 2013).

No caso de N. squamipes, os dados de modelagem e de dindmica
populacional indicaram expansdo da populagdo no LGM e retracdo e
fragmentacdo do habitat no LIG. Esse padrdao também é encontrado em
algumas espécies adaptadas a ambientes abertos como o guanaco (Marin et
al. 2008) e gramineas (Jakob et al. 2009). Com isso, parece que N. squamipes
nao foi negativamente afetado pela suposta fragmentacdo das florestas no
LGM indicada por Carnaval e Moritz (2008), sendo a proposta dos reflgios,
portanto, inadequada para explicar o padrao filogeografico nessa espécie. A
proposta de rios como barreiras tampouco se aplica, afinal de contas N.
squamipes é uma espécie semiaquatica e utiliza os rios para deslocamento e
dispersdao e nao foram encontrados indicios de que a estruturacdo genética
dessa espécie possa ser explicada por algum gradiente ecolégico. Por fim, o
isolamento por montanhas € a Unica das quatro propostas principais avaliadas
por Lara et al. (2005) que se encaixa na estruturacdo genética encontrada em
N. squamipes. As regides hidrograficas causam o isolamento entres as
populacdes dessa espécie e sdo as montanhas e o revelo que determinam os
cursos dos rios e o fluxo de agua dentro das regides, além de sua acumulacao
no solo. O fluxo génico entre regides hidrograficas € restrito principalmente as
cabeceiras de rios, onde existem rotas de fluxo génico (Fig. 13). As regides
hidrograficas sdo coerentes, portanto, com o relevo e cadeias de montanhas da
Mata Atlantica. Esse resultado corrobora a proposta de Lara et al. (2005) de

que para a Mata Atlantica o modelo de isolamento por montanhas seria uma
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das principais explicagcdes para os padroes filogeograficos de pequenos
mamiferos.

Apesar de dados filogeograficos de outras espécies de mamiferos
semiaquaticos de pequeno e médio porte confirmarem a tendéncia de que as
oscilagdes climaticas do Quaternario sao mais significativas para a
diversificacao e estruturacao genética do que o padrao hidrografico (Durka et
al. 2005; Centeno-Cuadros et al. 2009; Indorf 2010; Igea et al. 2013), no caso
de N. squamipes isso nao se ratifica, sendo a hidrografia determinante para a

os padrdes filogeograficos da espécie.

Hipotese para a expansio populacional em periodos glaciais: Uma

expansao populacional durante glaciacées é tao diferente do que se espera
para um pequeno mamifero de floresta, que precisa ser mais bem discutido. N.
squamipes pode expandir a sua distribuicdo durante o LGM, onde a florestas e
0S rios estariam mais secos, gracas a algumas caracteristicas ecolégicas.

Durante o LGM pode ter ocorrido a fragmentacdo da Mata Atlantica e
mudancas na composicao floristica, segundo os dados de palinologia (Ledru et
al. 2009). Dados de distribuicdo do nicho ecoldgico potencial de varias
espécies e da propria Mata Atlantica mostram retragdes no LGM (Carnaval e
Moritz 2008; Carnaval et al. 2009) por causa do clima frio e talvez seco
(Guilderson et al. 1994; Webb et al. 1997). Esses dados predizem uma reducao
da area de florestas umidas da Mata Atlantica.

Galliez e Fernandez (2012) afirmaram que N. squamipes possui
segregacao espacial com outra espécie de mamifero semiaquatico, a cuica

d’agua (Chironectes minimus), que é uma espécie de marsupial que ocupa
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ambientes ndo degradados. Eles demonstraram que as abundancias de C.
minimus e N. squamipes sdo negativamente correlacionadas, com a cuica
d’agua ocupando areas onde havia maior densidade de arvores nas margens
dos rios e N. squamipes ocupando rios estreitos com pouca vegetacao riparia.
Desta forma, a reducao ou fragmentacao da floresta no LGM poderia beneficiar
N. squamipes em detrimento de outras espécies semiaquaticas.

Outro fato marcante da ecologia de N. squamipes é a preferéncia por rios
pequenos com pouco fluxo de agua. Lima (2009) demonstrou que o rato d’agua
tem preferéncia pelos pequenos afluentes pantanosos ao invés dos rios
maiores de agua mais rapida. Uma possivel razdo para isso seria a sua
capacidade de natacdo, que nao é tao eficiente quanto o de outras espécies
semiaquaticas como a lontra e a cuica d’agua (Stein 1988; Lima 2009). No
LGM, os rios foram mais afetados pelo clima e pela variagdo no nivel do mar do
que pela tectbnica, que influencia a dindmica hidrografica em uma escala de
tempo maior (Clapperton 1993). A reducao da cobertura vegetal e o aumento
da sazonalidade das chuvas (Ledru et al. 2009) abaixou o nivel dos lengois
freaticos, ocasionando um aumento no escoamento de sedimentos pelos rios
(Clapperton 1993) e a seca de varios riachos menores. Nos rios que nao
secaram, o fluxo de agua foi reduzido, o que facilitaria a natagdo pouco
eficiente de N. squamipes, favorecendo assim maiores dareas de uso
disponiveis para N. squamipes.

Outro fato que pode ajudar no aumento da distribuicao de N. squamipes
no LGM é a reducédo no nivel dos oceanos, que ficou em média 100 metros
abaixo do atual (Suguio et al. 1985; Rossetti et al. 2011). Isso aumentou a faixa

de terra na costa leste do Brasil e os cursos dos rios que desadguam no oceano
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Atlantico, rios que na época tinham um menor fluxo de agua (Clapperton 1993).
Isso também pode ter influenciado a maior dispersdao da espécie nesse
periodo, favorecendo o fluxo génico. Quando o nivel do mar se elevou para o
atual, populacdes ficaram isoladas nas areas elevadas que se transformaram
em ilhas oceénicas (Almeida et al. 2005).

A reducao ou fragmentagao das florestas durante o LGM nao parece ter
afetado tanto N. squamipes de acordo com os dados de modelagem (LGM nao
teve grande reducdo de areas com boa adequabilidade) e com os dados
genéticos (BSP mostra o tamanho populacional constante ou em crescimento
durante o LGM). Isso pode ser explicado pela disponibilidade de agua, que
mesmo em épocas mais frias e secas manteriam as matas ciliares nos rios
maiores. Além disso, os ambientes riparios dao estabilidade, podendo
funcionar como corredores entre fragmentos para as espécies florestais e tem
pouco efeito de borda quando comparados as ilhas de florestas (Naxara 2008).
Outro fato importante é que os corredores formados pela vegetagao riparia tém
a mesma disponibilidade de recursos do que o interior de fragmentos préximos
(Naxara 2008). Dessa forma, os corredores riparios durante o LGM, mesmo
tendo caracteristicas de florestas mais secas, permitiiam a dispersdo de N.
squamipes para outras areas. Apesar de caracteristicas ecologicas atuais
serem utilizadas para explicar a distribuicdo e dispersdao no LGM, a ideia de
conservacao de nicho ecolégico dentro de uma linhagem evolutiva permite
essa extrapolacao.

Ha outros dados ecoldgicos que podem contradizer a pouca capacidade
de dispersao de N. squamipes, nao s6 no LGM, mas em qualquer época do

Quaternario: (i) ele possui uma dieta generalista, é onivoro, se alimenta desde
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folhas e frutas até pequenos vertebrados (D’Andrea et al. 1996; Gentile et al.
2000); (ii) N. squamipes distribui igualmente sua movimentagdo entre os
ambientes aquaticos e terrestres, ndo sendo tado dependente assim da agua, ao
contrario de outros mamiferos semiaquaticos (Lima 2009); (iii) N. squamipes é
o maior roedor da tribo Oryzomyini, o que faz com que ele tenha uma
capacidade de dispersdao maior do que outros roedores do grupo; e (iv)
correlagdo positiva entre o tamanho corporal do individuo e sua area de
extensao de uso (Lima 2009), sendo que os machos tiveram area de extensdes
de uso maiores que as fémeas na média (Ribeiro 2001; Bergallo e Magnusson

2004).

Conectividade populacional entre reqiées hidrograficas: Dados genéticos

evidenciaram que N. squamipes tem uma capacidade de dispersdo maior do
que indicada pela maioria dos trabalhos ecolégicos de campo. As rotas de fluxo
génico demonstraram que a troca genética entre individuos de bacias
diferentes existe, mas elas ocorrem em areas pontuais, utilizando alguns rios
para isso, como o Doce, o Jequitinhonha, o Preto e o Grande. Por causa da
taxa de mutacgao, as rotas indicados pelo Cit b seriam mais antigas que aquelas
inferidas pelo D-loop. Como as rotas de Cit b foram as que mais indicaram
trocas entre regides hidrograficas diferentes, o fluxo genético poderia ser mais
frequente no passado do que no presente. O que melhor explica esse fluxo
génico interregional sdo as conexdes histdricas entre as regides hidrograficas.
Para ambientes aquaticos, os rios podem ter papéis importantes na
estruturacdo genética, ndao s6 como barreiras ecolégicas, mas também como

corredores para a dispersao (Turchetto-Zolet et al. 2013). O grau de isolamento
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entre as regides hidrograficas é a principal promotora do padrao de
estruturacdo genética nesses ambientes (Abell et al. 2008; Turchetto-Zolet et
al. 2013). A captura de divisores de agua nas regides de cabeceiras dos rios
(nascentes nas regides altas que delimitam uma bacia ou regiao hidrografica),
devido a atividade tectbnica ou a erosao, pode ligar ou isolar duas regides
hidrograficas (Wilkinson et al. 2006; Abell et al. 2008). Essas caracteristicas
podem afetar tanto a migragdo entre rios quanto a comunidades atuais de
organismos aquaticos e semiaquaticos. Montoya-Burgos (2003) usou essa
ideia de conexdes entre bacias por meio de captura de cabeceiras de rios para
explicar a especiacao e dispersao de alguns peixes da Amazénia (Montoya-
Burgos 2003; Hubert e Renno 2006).

Fullerton et al. (2010) alertou sobre a importancia de se estudar a
conectividade entre ambientes dulcicolas. Eles classificaram as conexdes
existentes em trés tipos: (1) Conexdes estaveis por um longo periodo de tempo
na escala evolutiva, que poderiam afetar a adaptacéo e criar novas barreiras,
elas ocorreriam no nivel de grandes bacias; (2) Conexdes dinamicas que
estariam estaveis em escalas de décadas-séculos, influenciariam a migragao, a
genética populacional e padrdes de dispersdo em escala de sub-bacias e
captura de nascentes e (3) conexdes alteradas pelo homem, criacdo de pocos
e rios artificiais que poderiam conectar ou isolar populacdes, essas conexdes
podem ter influéncia em varias escalas temporais. As quatro rotas encontradas
na analise de conectividade populacional podem ser explicadas por esses tipos
de conexdes. Exemplos classicos de capturas de divisores de agua e de
cabeceiras sdo mais comuns em estudos de peixes, especialmente na

Amazédnia, como o canal do Cassiquiare entre as cabeceiras dos rios Orinoco e
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Negro (Willis et al.2010; Turchetto-Zolet et al. 2013). Para as regides da Mata
Atlantica e Sao Francisco, pertencentes ao Escudo Brasileiro, ha poucos
exemplos e trabalhos sobre conexdes entre regides hidrogréaficas (Lundberg et
al. 1998; Ribeiro 2006; Buckup 2011).

Ribeiro (2006) defendeu a existéncia de trés padrdes biogeograficos para
os rios da regiao do Escudo Brasileiro, a partir da idade da ligacdo e da
similaridade de faunas encontrada nos rios da regido. O mais recente deles,
onde uma mesma espécie é compartilhada entre regides hidrograficas ou sub-
bacias vizinhas data do Quaternario e se aplica a N. squamipes. Apesar de
ocorrer no Quaternario, ndao foram apenas as oscilacdes climaticas
responsaveis por esse padrao, a atividade tectdnica recente também teve um
papel significante (Ribeiro 2006). Ha indicios de atividades tecténicas
importantes nos ultimos 1,6 milhdo de anos (Saadi et al. 2002) que podem ter
causado reorganizacdo das bacias hidrograficas devido a captura de
cabeceiras de outros rios (Modenesi-Guattieri et al. 2002).

Ha uma alta similaridade entre a fauna de peixes do rio Sao Francisco e
do rio Parana (Menezes 1972; Buckup 2011), indicando um contato histérico
entre as essas regioes. O relevo que faz a divisdo entre a regido do Parana e o
do Sao Francisco é muito menos pronunciado quando comparado aquele entre
as regides hidrograficas do Atlantico Sudeste, Atlantico Sul e a regido do rio
Parana. A area de ligacdo entre essas regides possui em média de 200 metros
de altitude que muitas vezes envolvem areas pantanosas em um terreno quase
plano (Buckup 2011).

A semelhanca da fauna entre o Parana e o S&o Francisco € ainda maior

se considerarmos apenas a sub-bacia do rio Grande, que drena a encosta sul
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da bacia do Sao Francisco e que forma o rio Parana junto com o rio Paranaiba.
81% das espécies de peixes de |4 ocorrem na regidao do Sao Francisco e do
Parana (Buckup, 2011). O elevado numero de espécies compartilhadas sugere
que a ligacao entre as regides do Parana e Sao Francisco pela sub-bacia do rio
Grande é geologicamente recente (Buckup, 2011) e coerente com o tempo de
divergéncia de N. squamipes. Dados de modelagem (Fig. 11) e de genética de
paisagem (Fig. 13) também apontaram para a sub-bacia do rio Grande como
ligacédo entre a regido do Sao Francisco e do Parana (Conexao 4, Fig. 14).
Ribeiro (2006) indicou outra ligagdo na margem nordeste da regiao
hidrografica do Parana, ao lado das sub-bacias do alto rio S&o Francisco, do
Paraiba do Sul e do rio Itapemirim (Conexao 5, Fig. 14), sendo que as duas
ultimas pertencem a regido hidrografica do Atlantico Sudeste. Algumas
espécies de peixe do género Piabina estdo espalhadas por esses rios. A
hipotese filogenética disponivel sugere que o lugar para a diversificagao inicial
do grupo provavelmente é a regido do Parana (Ribeiro 2006). Outra rota na
regiao ja foi indicada como um corredor para dispersdo de cascaveéis (Conexao
6, Fig. 14). Bastos et al. (2005) afirmaram que a ligagéo do rio Preto (tributario
do Paraiba do Sul) e do rio Grande foi a porta de entrada para a invasao de
cascavéis no estado do Rio de Janeiro vindas do sul de Minas Gerais (regidao
da sub-bacia do rio Grande), demonstrando a importancia desse corredor para
alguns vertebrados. Essas duas rotas, a de dispersdo de peixes e a de
cascaveis, coincidiram com a rota de fluxo génico encontrada nesse estudo.
Além de explicarem a diversidade compartilhada de peixes entre regides
hidrograficas, essas areas de contato podem explicar também o movimento de

N. squamipes entre as regides hidrograficas do Parana (sub-bacia do rio
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Grande), do Sao Francisco e do Atlantico Sudeste, duas das quatro rotas
encontradas.

A terceira rota de fluxo génico, entre o Atlantico Sudeste e o Atlantico
Leste pode ser explicada pelas variacbes no nivel do mar durante o
Quaternario (Conexao 7, Fig. 14). As transgressbes oceanicas sao
frequentemente clamadas para explicar a ampla distribuicio de muitas
espécies de peixes pelos rios da regiao costeira da Mata Atlantica (Ribeiro
2006; Buckup 2011) e alguns padrées filogeograficos de vertebrados
(Grazziotin et al. 2006; Fitzpatrick et al. 2009). Durante as épocas de
glaciagdes o nivel do oceano caiu bastante, chegando a ficar em média 100
metros abaixo do nivel atual, deixando amostra a plataforma continental
(Suguio et al. 1985; Rossetti et al. 2011). A reducao do nivel do mar,
consequentemente levou os rios que desaguam no oceano Atlantico a ter seus
cursos aumentados, tendo que atravessar toda a plataforma continental. Com
0S Ccursos maiores esses rios poderiam ter conexdes que hoje estédo
escondidas pelo oceano. A fauna de peixes compartilhada entre os rios dessas
regides hidrograficas é grande, indicando que houve ligacao e ela foi recente
(Ribeiro 2006). Atualmente N. squamipes ocorre préximo ao litoral em areas de
restinga do Espirito Santo (Moreira e Mendes 2010) e do Rio de Janeiro
(Pessba et al. 2010) o que pode sugerir que no passado essa espécie também
tenha ocupado areas do litoral, com sua distribuicdo acompanhado a linha do
litoral.

A diminuicao do nivel do mar durante as glaciagdes, da mesma forma que
deveria ter ajudado na expansdo e conexao entre sub-bacias do Atlantico

Sudeste com o Atlantico Leste deveria ter permitido também a ligacéo entre o
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Atlantico Sudeste e o Atlantico Sul, propiciando um maior fluxo génico do que o
encontrado. Além disso, o litoral de Sao Paulo estd mais relacionado
filogeneticamente a regido do Parana do que a prépria regidao do Atlantico
Sudeste. Esses resultados sdo coerentes com a falta de adequabilidade
ambiental no sul do Rio de Janeiro, regido da Serra da Bocaina, o que dificulta
a dispersao entre o litoral de Sdo Paulo e o litoral do Rio de Janeiro. De acordo
com os dados de adequabilidade do passado, essa area de baixa
adequabilidade no sul do Rio de Janeiro estava presente também no LGM e no
LIG (Fig. 15). Por causa disso a bacia do Atlantico Sul e litoral de Sdo Paulo
tem maior fluxo génico, e consequente semelhanca filogeografica, com a bacia
do Parana do que com a do Atlantico Sudeste. Essa area de baixa
adequabilidade ambiental que poderia também ter acompanhado a reducao do
nivel do mar e avangado em direcao ao litoral no LGM, evitando as trocas
genéticas entre essas regides.

Sobre a quarta rota, entre o Sdo Francisco e o Atlantico Leste usando o
rio Jequitinhonha (Conexao 8, Fig. 14), ndo ha dados de literatura que
sustentem uma ligacdo entre esses dois cursos numa época mais recente,
dentro do Pleistoceno. Ha poucos estudos sobre o levantamento de ictiofauna
realizados no Jequitinhonha e seus tributarios (Andrade-Neto 2009). Com isso
a falta de dados impede a confirmacado sobre a possibilidade de essa rota
existir.

Ha ainda uma ligacdo entre a regidao hidrografica do Parana e a do
Atlantico Sul e o litoral de Sdo Paulo que néo ficou evidenciada na analise de
conectividade populacional (talvez pelo baixo numero de amostras na regiao).

Essa ligacao ocorre entre o rio Iguacu, tributario do Paranapanema (regiao do
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Parana) e o rio Ribeira de Iguape (regido do Atlantico Sul) (Conexao 2, Fig. 14).
O compartilhamento de fauna indica que a ligacdo pode ser também do
Quaternario (Bizerrill e Lima 2000; Ingenito et al. 2004; Ribeiro 2006).

Existe uma ligacao entre o rio Tiéte (regido do Parana) e o rio Paraiba do
Sul (regido do Atlantico Sudeste) que explica a similaridade de ictiofauna entre
esses rios (Conexao 3, Fig. 14). Contudo N. squamipes tem pouco fluxo génico
entre Parana e o Atlantico Sudeste, exceto na regido do litoral de Sao Paulo. A
idade da ligacado pode estar influenciando nesse caso. A ligacdo entre esses
rios foi contemporanea a Formacao Tremembé, com depdsitos do Oligoceno
Superior ou Mioceno Inferior (Gallego e Mesquita 2000; Vucetich e Ribeiro
2003), muito antes da diversificacdo de Nectomys que € do Pleistoceno. A
ligacdo entre o Tiéte e o Paraiba do Sul é antiga, mas outras ligacdes foram
propostas entre o alto Tiéte e o alto Paraiba do Sul que datam do Quartenario
em que N. squamipes poderia ter usado (Ribeiro et al. 2006; Serra et al. 2007;
Buckup 2011). A falta de fluxo génico pode ser decorrente da falta de areas
com alta adequabilidade ambiental entre o Rio de Janeiro e Sao Paulo (Fig.
15). Além disso, o baixo numero amostral dessas trés regides (Sao Paulo, Rio
de Janeiro e na regido hidrografica do Atlantico Sul) podem explicar a falta de
fluxo génico.

A determinacao de rotas de fluxo génico do passado ou presente recente
€ importante para prever possiveis rotas de disseminacdo de S. mansoni,
parasita responsavel pela esquistossomose. Por N. squamipes ser um de seus
hospedeiros naturais e por ele ndo ser afetado pelo parasita (D’Andrea et al.
2000), esse roedor pode levar esse platelminto para novas areas que antes

estavam livres da doenca (Almeida et al. 2000; D’Andrea et al. 2000). Em
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época de aquecimento global, pode-se predizer que as populagdes de N.
squamipes terao suas populacdes retraidas. Isso é o que indicam os resultados
da modelagem, onde a area de adequabilidade ambiental atual € menor do que
a do LGM, e genéticos, com um declinio do tamanho efetivo da popula¢do nos
ultimos 10 mil anos. Contudo, a degradacao ambiental e o risco de extingcao de
algumas espécies de mamiferos semiaquaticos que competem com N.
squamipes podem causar um aumento populacional nessa espécie (Galliez e
Fernandez 2012). Dados de modelagem futura podem mostrar como N.
squamipes pode reagir diante de um cenario pessimista e otimista de mudanca

climatica, indicando rotas futuras também para a disseminacao de S. mansoni.

Distribuicdo geografica_e hipotese biogeografica para a origem de N.

squamipes: Nao é apenas estruturagdo genética de N. squamipes que é
moldada pela hidrografia, mas sua distribuicdo geografica também. N.
squamipes ocorre em cinco regides hidrograficas brasileiras (Parana, Atlantico
Sul, Atlantico Sudeste, Atlantico Leste e Sao Francisco). Nas regides
adjacentes a essas cinco (Atlantico Nordeste Oriental, Parnaiba, Tocantins e
Paraguai) ocorre outra espécie, Nectomys rattus. Existem dados na literatura
que indicam a presenca de N. squamipes no norte do rio Sdo Francisco, na
regiao do Atlantico Nordeste Oriental (Bonvicino et al. 2008; Asfora 2011).
Contudo, os dados genéticos e de cari6tipo de alguns espécimes mostraram
que individuos classificados como N. squamipes sdo na verdade Nectomys
rattus (Asfora, com. pess.). N. rattus é uma espécie criptica, que sé pode ser
diferenciada de N. squamipes pelo cari6tipo e por dados genéticos (Bonvicino

1994; Bonvicino et al. 1996). Mais dados da regiao Atlantico Nordeste Oriental
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devem ser avaliados para delimitar a distribuicdo dessas duas espécies na
regiao.

Estudando a distribuicido de pequenos mamiferos nas bacias do rio
Araguaia (regido hidrografica do Tocantins) e do rio Parand, Cérceres et al.
(2008) encontraram N. rattus e N. squamipes com distribuicdo parapatrica.
Segundo esses autores, o limite de distribuicdo das espécies coincide com as
bacias do Araguaia (N. rattus) e do Parana (N. squamipes). Isso confirma que a
hidrografia também é importante para a distribuicdo de outras espécies do
género e nao sé para N. squamipes. Claro que os limites de distribuicdo das
espécies entre regidoes hidrograficas ndo sao perfeitos. No presente estudo, por
exemplo, ha uma amostra de N. squamipes na regido do Paraguai, onde se
esperaria a ocorréncia de N. rattus, com localidade e sequéncia adquiridas no

Genbank (Localidade 50, Fig. 1).

A subfamilia Sigmodontinae invadiu a América do Sul durante o Grande
Intercambio Americano no fim do Mioceno (Marshall et al. 1979; Engel et al.
1998) ou antes disso, quando o Istmo do Panama nao estava completo, a partir
de ilhas, por volta de 9 milhées de anos atras (Parada et al. 2012) ou 20
milhées de anos atras (Hershkovitz 1966; Reig 1978). Uma vez na América do
Sul, eles se diversificaram e se tornaram um dos grupos mais diversos de
mamiferos (Schenk et al. 2013).

A provavel origem do género Nectomys é no norte da América do Sul, na
regiao Amazédnica, onde trés das cinco espécies descritas se encontram (N.

rattus, N. apicalis e N. magdalenae) e também onde esta distribuido o grupo-
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irmao de Nectomys, Amphinectomys (Weskler 2006; Machado et al. 2014) que
vive na Amazénia peruana, préximo aos Andes (Pacheco et al. 2008).

A partir de sua origem no norte da América do Sul, as populacoes
ancestrais de Nectomys se espalharam pelo continente e uma populagéao
ancestral de N. squamipes conseguiu chegar a regido da Mata Atlantica. Essa
chegada poderia ter acontecido por trés caminhos, ja que existe uma politomia
basal na filogenia da espécie: pelo norte, pela regidao hidrografica do rio Sao
Francisco e a do Atlantico Nordeste Oriental ou Parnaiba; pela regiao central
do Brasil entre a regiao hidrografica do rio Sdo Francisco e a do Tocantins; pela
ligacdo da regiao hidrografica da Amazdnia com a regido do Parana através da
regiao hidrografica do Paraguai (Conexdo 1; Fig. 14). Apesar de existirem
trabalhos que indicam a ligacdo recente entre os dois primeiros caminhos
(Atlantico Nordeste/Parnaiba - Sdo Francisco por Rosa et al. 2005; Tocantins -
Sao Francisco por Lima e Caires 2011), a terceira hipétese parece ser mais
plausivel, ja que as areas no sul do Brasil foram mais adequadas para a
ocorréncia das espécies em periodos mais quentes e umidos como o final do
Plioceno e inicio do Pleistoceno. Além disso, ha trabalhos que indicam uma
ligacdo hidrografica entre as regibes do Paraguai-Parana com a Amazénia
(Carvalho e Albert 2011) e também uma ligagdo entre a fauna de mamiferos
entre a Amazébnia e a Mata Atlantica por essa regido (Costa 2003; Silva et al.
2012).

Nectomys squamipes provavelmente comegou a sua expansao a partir da
regidao hidrografica do Parana e passou para as demais regiées hidrograficas
no Pleistoceno Médio, segundo a datacdo. Para isso, as populacées ancentrais

utilizaram para facilitar a dispersao: (i) as recorrentes glaciagdes do periodo; (ii)
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as ligacdoes em entre as regides hidrograficas; (iii) as oscilacbes do nivel do
mar. Os periodos glaciais e interglaciais ciclicos do Quaternario teriam causado
expansodes e reducdes da populacdo, em resposta a cada ciclo, como indicam
os dados de modelagem e genética (Fig. 16). Isso e o fluxo génico entre as
regides hidrograficas teria contribuido para a homogeneidade genética da

espécie.
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Conclusoes

Nectomys squamipes apresenta uma estruturacdo genética coerente com
as regides hidrograficas, com trés clados representando essas regides
(Atlantico Sudeste, Atlantico Leste e Parand + Atlantico Sul) e com
representantes do Sao Francisco distribuidos pelos trés clados, indicando uma
colonizagao recente dessa regido. Essa espécie surgiu e se diversificou no
Pleistoceno, tendo sofrido contracdes e expansdes populacionais oriundas das
oscilagdes climaticas do Quaternario, que resultaram em baixa divergéncia
genética intra- e interespecifica. A preferéncia por ocupar rios estreitos com
pouco fluxo de agua e com pouca vegetacao riparia poderiam promover um
aumento na dispersao e consequente fluxo génico de N. squamipes entre
regides hidrograficas durante as glaciacées. O fluxo génico entre individuos de
regides hidrograficas diferentes ocorreu em areas pontuais, utilizando alguns
rios para isso, como o Doce, o Jequitinhonha, o Preto e o Grande, e foi mais
comum do que os trabalhos ecoldgicos sugeriram.

O tamanho efetivo da populagdo e a dispersédo de N. squamipes
aumentaram no ultimo maximo glacial (LGM), o inverso do que se esperaria de
uma espécie florestal pelo modelo dos refagios pleistocénicos. O modelo de
isolamento por montanhas é o que melhor se encaixa na estruturacao
filogeogréafica encontrada em N. squamipes.

A reducdo das areas propicias para a ocorréncia de N. squamipes e 0
deslocamento para o sul aconteceu no periodo mais quente, no ultimo
interglacial (LIG), ha 120-140 mil anos. Esse processo criou trés areas que sao
geografica e temporalmente coerentes com os clados encontrados nas arvores

filogenéticas e com os agrupamentos das redes de haplétipos. Climas mais
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quentes e Umidos parecem causar a retracao das populagées enquanto o clima
frio e seco parece favorecé-las.

As regides hidrograficas tendem a isolar as populagdes de N. squamipes,
enquanto o fluxo génico e as oscilagdes climaticas do Quaternario favorecem a
homogeneidade genética. Como o fluxo génico é irregular, ocorrendo mais
entre algumas bacias do que entre outras, essa homogeneidade nao foi
suficiente para apagar o efeito do isolamento das regides hidrograficas no

padréao filogeografico da espécie.
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TABELAS

Tabela 1: Distancias genéticas (K2P) para os dois marcadores genéticos dentro e entre os clados encontrados nas arvores filogenéticas.
Valores estdo em percentagem (%). Os valores em italico representam as distancias de Cit b e os valores em negrito os de D-loop. CS: Clado
Sul; CAL: Clado Atlantico Leste; CAS: Clado Atlantico Sudeste; N.A.: Nao aplicavel pela falta de amostras.

Dentro dos Entre os Clados
Grupo Clados N. N. N. Grupo
(Cit b - D-loop) CS CAL CAS rattus apicalis squamipes Extefno

Clado Sul 1,1-1,87 - 4,6 4,9 9,0 N.A. - 28,3
Clado Atlantico Leste 0,8-1,78 22 - 4,0 7,8 N.A. - 28,3
Clado Atlantico Sudeste 0,6 -1,75 2,0 1,9 - 7,7 N.A. - 26,7
Nectomys rattus 2,1-7,0 3,6 3,3 32 - N.A. 9,1 30,0
Nectomys apicalis 0,4 —N.A. 8,0 7.4 7.5 7,0 - N.A. N.A.
Nectomys squamipes 1,2- 2,7 - - - 3,1 6,9 - 27,9

Grupo Externo 15,0 —30,0 176 176 17,3 182 16,9 17,3 -
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Tabela 2: Distancias genéticas (K2P) para os dois marcadores genéticos dentro e entre as regides hidrogréaficas. Valores estdo em
percentagem (%).Os valores em italico representam as distancias de Cit b e os valores em negrito os de D-loop. Média: indica as médias das
distancias genéticas intrarregionais e interregionais. N.A.: Nao aplicavel pela falta de amostras.

Dentro das Entre as Regides

Regides . Atlantico Atlantico Sao Atlantico .

(Citb g D-loop)  Parana Leste Sudeste Francisco syl  raraguai
Parana 1,17-1,6 - 4.0 4.1 3,2 1,7 N.A.
Atlantico Leste 08-2,3 1,7 - 2,5 4,0 3,9 N.A.
Atlantico Sudeste 09-1,9 1,8 1,0 - 4.1 4,2 N.A.
Sao Francisco 1,4-4,0 1,5 1,5 1,7 - 3,0 N.A.
Atlantico Sul 0,0-0,5 1,2 1,9 1,9 1,4 - N.A.

Paraguai N.A. - N.A. 1,3 1,8 1,8 1,2 0,9 -
Média 0,8-2,0 1,5-3,5
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Tabela 3: indices basicos e testes de neutralidade para as regides hidrograficas e clados dos dois marcadores genéticos. N = niimero de
amostras; H = numero de haplétipos; S = numero de sitios segregantes; N.A.: ndo aplicavel. Valores em negrito sao significativos.

M Regides Hidrograficas e indices Basicos Testes de Neutralidade
arcador .

Clados n H S FsdeFu p-valor R, p-valor D de Tajima p-valor

Séao Francisco 4 3 18 2,81 0,85 0,26 0,58 1,40 0,89

Parana 9 5 17 1,67 0,80 0,20 0,80 -0,87 0,20

Atlantico Sul 3 1 8 N.A. N.A.  N.A. N.A. N.A. N.A.

Citb Atlantico Sudeste 41 19 25 -6,18 0,01 0,11 0,03 -1,76 0,01

Atlantico Leste 20 10 28 0,31 0,58 0,11 0,35 0,05 0,36

Clado Sul 14 7 19 1,08 0,70 0,14 0,52 0,09 0,57

Clado Atlantico Sudeste 55 22 31 -9,45 0,00 0,05 0,02 -1,48 0,04

Clado Atlantico Leste 8 7 13 -2,37 0,05 0,13 0,14 -0,88 0,22

Nectomys squamipes 77 36 63 -10,88 0,01 0,06 0,11 -1,07 0,13

Séo Francisco 7 6 38 1,05 0,60 0,18 0,50 0,34 0,64

Parana 12 5 26 3,49 0,93 0,12 0,283 -0,66 0,28

Atlantico Sul 4 2 4 2,20 0,82 0,24 1,00 -0,78 0,22

Atlantico Sudeste 82 35 51 -10,53 0,00 0,09 0,23 -0,80 0,25

D-loop Atlantico Leste 43 23 44 -3,88 0,10 0,09 0,35 -0,33 0,39

Clado Sul 20 10 28 -0,12 0,51 0,12 042 -0,81 0,24

Clado Atlantico Sudeste 118 51 52  -24,49 0,00 0,07 0,25 0,51 0,27

Clado Atlantico Leste 10 8 21 -1,20 0,23 0,13 0,22 -0,40 0,35

Nectomys squamipes 148 69 80 -24,20 0,00 0,07 0,28 -0,70 0,27
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Tabela 4: Valores de Fg entre as diferentes regides hidrograficas com ocorréncia
de N. squamipes na Mata Atlantica para os dois marcadores genéticos. Os valores em
italico representam os F¢ do Cit b e os valores em negrito os de D-loop.

Sao . Atlantico Atlantico Atlantico
Francisco Parana Sul Sudeste Leste
Sao Francisco - 0,16 0,18 0,40 0,29
Parana 0,27 - 0,29 0,53 0,46
Atlantico Sul 0,41 0,46 - 0,62 0,55
Atlantico Sudeste 0,54 0,64 0,74 - 0,18
Atlantico Leste 0,25 0,49 0,60 0,23 -
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Tabela 5: Valores da analise da variancia molecular (AMOVA) considerando

regides hidrograficas e as 50 localidades amostradas com ocorréncia de N. squamipes

na Mata Atlantica (Fig. 1) para os dois marcadores moleculares.

Variancia dos

- ~ - ~ ° 4 - - ~ o
Fonte da Variacao Variacao (%) Componentes Indices de Fixacao p-valor
Entre as Regides 36,40 1,86879 Va Fsc: 0,88498 <0,01
. Entre Localidades dentro )
Citb das Regioes 56,29 2,89007 Vb Fst: 0,92685 <0,01
Entre Localidades 7,32 0,7561 Vc Fcr: 0,36397 <0,01
Entre as Regides 24,36 1,56729 Va Fsc: 0,67323 <0,01
D-loop  Cntre Localidades dentro 50,92 3,27664 Vb Fsr:0,75283  <0,01
das Regides
Entre Localidades 24,72 1,59039 Vc Fcr: 0,24358 <0,01
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Figura 1: Mapa com as amostras genéticas analisadas e com os limites das regiées hidrograficas baseados nos dados da Agéncia
Nacional de Aguas (ANA). Regido do Atlantico Leste: 1 — Cairu, BA; 2 — Wenceslau Guimaraes, BA; 3 — ltamari, BA; 4 — Jussari, BA; 5 — Una,
BA; 6 — ltamaraju, BA; 7 — Nova Vigosa, BA; 8 — Conceigao da Barra, ES; 9 — Sdo Mateus, ES; 10 — Pinheiros, ES; 11 — Sdo Gongalo do Rio
Preto, MG. Regido do Sdo Francisco: 12 — Felixlandia, MG; 13 — Santana do Riacho, MG; 14 — Lagoa Santa, MG; 15 — Nova Lima, MG. Regido
do Atlantico Sudeste: 16 — Santa Bérbara, MG; 17 — Bardo de Cocais, MG; 18 — Catas Altas, MG; 19 — Ouro Preto, MG; 20 — Marliéria, MG; 21
— Santa Cruz do Escalvado, MG; 22 — Teixeiras, MG; 23 — Aguia Branca, ES; 24 — Pancas, ES; 25 — Linhares, ES; 26 — Aracruz, ES; 27 —
Santa Teresa, ES; 28 — Serra, ES; 29 — Cariacica, ES; 30 — Viana, ES; 31 — Anchieta, ES; 32 — Castelo, ES; 33 — Ibitirama, ES; 34 — Sao José
do Calgado, ES; 35 — Presidente Kennedy, ES; 36 — Sumidouro, RJ; 37 — Sao Luis do Paraitinga, SP; 38 — Ubatuba, SP; 39 — llhabela, SP; 40
— Sete Barras, SP; 41 — Juquia, SP. Regido do Atlantico Sul- 42 — Cananeia, SP. Regido do Parana: 43 — Tapirai, SP; 44 — Sorocaba, SP; 45 —
Aiuruoca, MG; 46 — Barbacena, MG; 47 — Santo Anténio do Amparo, MG; 48 — Luiz Anténio, SP; 49 — Maracaju, MS. Regido do Paraguai: 50 —
Ybycui, Paraguai.
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Nacional de Aguas (ANA) desde 2003.
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Figura 3: Mapa com os limites das regides hidrograficas baseados nos dados da

Agéncia Nacional de Aguas (ANA) e com as 108 localidades usadas para a constru¢ao

dos modelos de adequabilidade ambiental. Detalhes das localidades no Anexo 3.
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Figura 4: Arvore filogenética para o gene mitocondrial Cit b. Trés clados foram recuperados para Nectomys squamipes com seus
respectivos nomes. Os nomes abaixo dos clados sdo das regides hidrograficas que tiveram amostras alocadas dentro dos clados. Os valores
acima dos ramos sao os de bootstrap para a Maxima Parciménia (MP) e para Maxima Verossimilhanga (MV) respectivamente. Os valores
abaixo dos ramos sao os de probabilidade posterior para a Inferéncia Bayesiana (IB). (-): Grupo monofilético ndo recuperado na IB.
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Figura 5: Distribuicao geografica dos trés clados encontrados nas arvores filogenéticas pelas regides hidrogréficas. Os valores acima
dos ramos sao os de bootstrap para a Maxima Parciménia (MP) e para Maxima Verossimilhanca (MV) respectivamente. Os valores abaixo dos
ramos sao os de probabilidade posterior para a Inferéncia Bayesiana (IB). (-): Grupo monofilético ndo recuperado na IB. AS: regido hidrografica
do Atlantico Sul; ASD: Atlantico Sudeste; AL: Atlantico Leste; SF: Sao Francisco; PR: Parana; PRG: Paraguai.
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Figura 6: Rede de haplétipos do Cit b de Nectomys squamipes. As cores representam as regides hidrograficas, o tamanho dos circulos o
numero de haplétipos compartilhados e o tamanho das linhas a distancia entre os haplétipos. O circulo azul dentro do clado do Atlantico
Sudeste representa o subclado do Parque Nacional do Caparad.
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Figura 7: Rede de haplétipos do D-loop de Nectomys squamipes. As cores representam as regides hidrograficas, o tamanho dos circulos
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Figura 8: Grafico de distribuicdo mismatch de Nectomys squamipes para os dois marcadores genéticos: Cit b e D-loop. As linhas

pontilhadas nos graficos representam a frequéncia esperada para populagdes em expansao populacional, € a linha continua a frequéncia

observada para N. squamipes.
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Figura 9: Arvore com a datagdo dos eventos de cladogénese baseados nas
sequéncias de Cit b. As barras representam o intervalo de confianca (95%) e os
principais nés de Nectomys estdo enumerados de 1 a 10. Os valores exatos dos
intervalos de confianga e da média dos eventos estdo no Anexo 14. 1: Origem de
Nectomys; 2 — N. apicalis + A. savamis; 3 — Nectomys rattus + Nectomys squamipes; 4
— Nectomys rattus; 5 — Nectomys squamipes; 6 — Clado Sul; 7 — Clado Atlantico Leste
+ Clado Atlantico Sudeste; 8 — Clado Atlantico Leste; 9 — Clado Atlantico Sudeste e 10
— Subclado do Parque Nacional do Caparag.
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Figura 10: Tamanho efetivo da populacao (N.) de Nectomys squamipes ao
longo do tempo com base no Cit b (acima, com intervalo de confianca de 95% em
azul), comparado ao nivel de is6topos estaveis de Oqg (Cohen e Gibbard 2011). As
barras verticais indicam o periodo do ultimo maximo glacial (LGM) e do ultimo
interglacial (LIG). No gréafico do nivel de isétopos, a linha cinza indica um crescimento
rapido, correspondente a um crescimento do Node N. squamipes. A linha preta indica
um nivel médio estavel de is6topos permanece estavel até o LGM, mas com grandes
oscilacbes. Nesse periodo ha também o periodo estavel do tamanho populacional de
N. squamipes. Apo6s o LGM tanto o nivel de isétopos quanto o tamanho populacional
de N. squamipes caem.
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Figura 11: Mapas de adequabilidade ambiental atual (A e B) e no passado (C e
D) para Nectomys squamipes. (A): Modelo restrito usando s6 as variaveis climaticas.
(B): Modelo amplo usando as variaveis climaticas, topograficas e hidrogréficas. (C):
Adequabilidade ambiental para 21 mil anos atras e (D) para 120-140 mil anos atras.
Areas em roxo indicam baixa adequabilidade enquanto areas verdes indicam alta

adequabilidade.
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Figura 12: Rotas de fluxo génico entre populagbes amostradas de Nectomys squamipes inferidas apartir do mapa de adequabilidade
ambiental e da distribuicdo espacial da diversidade genética de sequéncias do Cit b (A), D-loop (B). Areas em roxo representam baixa

probabilidade de fluxo génico e areas verdes representam alta probabilidade.
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Figura 13: Rotas de fluxo génico entre populagdes de Nectomys squamipes

inferidas a partir do mapa de adequabilidade ambiental e da distribuicdo espacial da

diversidade genética de sequéncias

de citocromo b e D-loop, com adicdo dos

principais rios das regides hidrograficas que permitem o contato entre as essas

regides. Areas em roxo representam baixa probabilidade de fluxo génico e &reas

verdes representam alta probabilidade.
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Figura 14: Mapa com as conexdes hidrograficas mais importantes para Nectomys squamipes. Retangulos representam intervalo de
confianga da datacdo para cada clado e para a origem de N. squamipes (Anexo 14). Setas e nimeros indicam as conexdes hidrograficas
usadas por N. squamipes. 1: Conexao Amazénia-Paraguai-Parana; 2: Rio Iguacu — Rio Ribeira de Iguape; 3: Rio Tieté — Rio Paraiba do Sul; 4:
Conexao entre a sub-bacia do Rio Grande e os limites das regides hidrograficas do Sdo Francisco e do Atlantico Sudeste; 5: Rio Grande — Rio

Itapemirim — Rio Paraiba do Sul; 6: Rio Grande — Rio Preto — Rio Paraiba do Sul; 7: Conexdes pelo litoral durante a reducéo do nivel do mar;
8: Rio Jequitinhonha — Regido Hidrografica do S&o Francisco.
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(B) e para 120-140 mil anos atras (C) para Nectomys squamipes nas areas entre o Rio
de Janeiro e Sao Paulo. H4 a estabilidade de uma area de baixa adequabilidade
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Figura 16: Comportamento das populagdes de N. squamipes durante os
periodos interglaciais, exemplo do LIG (A) e durante os periodos glaciais do
Pleistoceno, exemplo do LGM (B). (A): Comportamento das populacbes de N.
squamipes durante o periodo interglacial, uma parte da populacéo foi deslocada para
o sul; outra no nordeste do Brasil foi reduzida e uma terceira area entre os estado do
Rio de Janeiro, Espirito Santo e sul da Bahia foi fragmentada. (B): Comportamento das
populagdes de N. squamipes durante o periodo glacial. As setas indicam as rotas da
Figura 14. Essas rotas foram utilizadas para a expansao populacional nos periodos
glaciais e sao coincidentes com as areas de maior adequabilidade ambiental do LGM.

91



ANEXOS

Anexo 1: Lista de amostras examinadas, organizada por espécies e por
localidades de coletas. AB — Renata Pardini; CIT - Yatyio Yassuda-Yonenaga; CTA —
Colegéo de Tecido Animal da Universidade Federal do Espirito Santo; ISSP — Israel de
Souza Pinto; LBCE — Cibele Bonvicino; LGA e CVMA — Valéria Fagundes; LPC —
Leonora P. Costa; MBML — Museu de Biologia Professor Mello Leitao; MCNM — Museu
de Ciéncias Naturais PUC-Minas; MP — Marcelo Passamani; MVZ — Museum of
Vertebrate Zoology (University of California, Berkeley); RM — Raquel Moura; ROD —
Raisa Rodarte; TAX e FER— Mariana Ferreira Rocha; YL — Yuri Leite. ML, CC, LT e
LGVI sem coletores especificados.

Amphinectomys savamis: PERU: IQUITOS: San Pedro: EU579480 (Genbank).

Cerradomys subflavus: BRASIL: MINAS GERAIS: Nao Informada: Fazenda
Canoas: GU126543 (Genbank).

Euryoryzomys russatus: BRASIL: MINAS GERAIS: Nao Informada: Rodovia
MG—-354: MP 834.

Holochilus sciureus: BOLIVIA; SANTA CRUZ: Ascension: 6km W: EU579497
(Genbank).

Hylaecamys laticeps: BRASIL: BAHIA: Una: Reserva Particular do Patriménio
Natural Santa Angélica (-39,07; -15,29): YL 814.

Nectomys apicalis: NAO INFORMADA: AY041195 (Genbank). PERU: CUSCO:
La Convencion (-72,83; -12,33): MVZ 166700.

Nectomys rattus: BRASIL: MATO GROSSO: Aripuana (-59,3; -9,98): CIT 669.
Barra do Gargas (-52,35; -15,63): CTA 1348, 1366, 1381 e 1440. PIAUI: Cristino
Castro (-44,16; -8,83): CIT 1386 e 1452. RONDONIA: Porto Velho (-63,9; -8,76):
UFRO 583. PERU: LORETO: Maynas (-73,23; -4,30): MVZ 970012.

Nectomys squamipes: NAO INFORMADA: CC 04, LG VI 1, LG VI 3, LT 02 e RM
223. BRASIL: BAHIA: Cairu, Fazenda Subauma (-39,05; -13,50): RM 167. Iltamaraju,
Fazenda Princesa do Pajau (-39,53; -17,06): RM 212. Itamari, Fazenda Sao Roque (-
39,61; -13,78): RM 202. Jussari, Serra do Teimoso (-39,48; -15,17): CIT 1574, 1586 e
1604. Nova Vicosa, Fazenda Elma (-39,56; -17,97): CTA 74 a 81, 90, 91, 93, 756 e
757. Fazenda Joao Guarda (-39,57; -17,98): CTA 82. Fazenda Suécia (-40,03; -17,88)
CTA 83, 84 e 89. Una: ESMAI - Estacdo Experimental Lemos Maia (-39,08; -15,28):
CTA 968. Reserva Particular do Patriménio Natural Santa Angélica (-39,07; -15,29): YL
784, 788, 792, 793, 794, 806 e 833. Wenceslau Guimaraes: Estacdo Ecoldgica
Estadual Nova Esperanca (-39,48; -13,68): RM 158. ESPIRITO SANTO: Aguia
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Branca: Fazenda Lacerda, Aquas Claras (-40,75; -18,98): CTA 128, 238 e 239.
Fazenda do Zequinha Manduca (-40,81; -18,87): CTA 135 e 240. Anchieta: Ubu,
Samarco (-40,64; -20,80): MBML 2306. Aracruz: Barragem da Fibria (-40,27; -19,82):
LPC 1347. Cariacica: Reserva Biolégica de Duas Bocas (-40,52; -20,28): CTA 388,
508 a 518. Conceicao da Barra: Floresta Nacional do Rio Preto (-39,84; -18,35): LPC
1278, 1283, 1289, 1291, 1295, 1297 e 1300. Ibitirama: Parque Nacional do Caparad (-
41,67; -20,54): LGA 1215, 1238 e 1239. Linhares: Reserva da Vale (-40,07; -19,39):
TAX 07,17, 18 e 26. Pancas: Cérrego Sao Luis (-40,84;-19,17): ISPP 1, 2, 3, 5,8 e 9.
Pinheiros: Reserva Biol6gica Cérrego do Veado (-40,22; -18,42): CVMA 7.
Presidente Kennedy: Alagados do ltabapoana (-41,03; -21,09): FER 01. Santa
Teresa: Estacdo Biolégica de Santa Lucia (-40,54; -19,96): CTA 803, LGA 60, 85, 95,
96, 140, 151. Valsugana Velha (-40,60; -19,93) MBML 2467, 2468 e 2685. Sao José
do Calcado: Sitio Sapucaia, Alegoria (-41,72; -21,04): LPC 1367 e 1375. Airituba (-
41,67; -20,96): LPC 1391 e 1392. Sao Mateus (-39,85; -18,72): LGA 2521. Serra:
Clube Capixaba de Golfe, Area de Protecdo Ambiental do Mestre Alvaro (-40,18; -
20,07): YL 774. Viana: Pimenta (-40,47; -20,38): CTA 616, 620, 719 a 727. Sitio Bem-
te-vi, Formate (-40,50; -20,35): CTA 729 a 732. Fazenda Boa Baixa (-40,46; -20,39):
CTA 733 a 735 e 858. Coacas (-40,47; -20,36): CTA 736 e 737. MATO GROSSO DO
SUL: Maracaju: Fazenda da Mata (-55,17; -21,61): AF181283 (Genbank). MINAS
GERAIS: Aiuruoca (-44,60; -21,92): MP 318. Barao dos Cocais: Mina de Gongo
Soco (-43,49; -19,95): MCNM 1425. Barbacena (-43,77; -21,23): MCNM 2458. Catas
Altas: Area Alegria 2 (-43,40; -20,08) MCNM 1593. Felixlandia (-44,88; -18,73)
MCNM 2005. Lagoa Santa (-43,89; -19,63) ML 67 e 83. Marliéria: Parque Estadual do
Rio Doce (-42,65; -19,72): CTA 1119. Nova Lima (-43,84; -20,01) MCNM 1920, 1928 e
1930. Ouro Preto: Floresta Estadual do Uaimii (-43,48; -20,41): MCNM 1371. Santa
Barbara: Parque do Caraca (-43,50; -20,08): CTA 925 e RM 02. Santa Cruz do
Escalvado: UHE Cadonga (-42,86; -20,22): MCNM 1362. Santana do Riacho: Parque
Nacional da Serra do Cipé (-43,71; -19,17): MCNM 2045. Santo Anténio do Amparo:
(-44,92; -20,95): MP 331. Sao Goncalo do Rio Preto: Parque Estadual do Rio Preto (-
43,38; -18,15): CTA 928, 930 e 1108. Teixeiras (-42,86; -20,65): MCNM 303 e 304.
RIO DE JANEIRO: Sumidouro (-42,67; -22,04): LBCE 7781 e 7805. SAO PAULO:
Cananéia: Parque Estadual llha do Cardoso (-47,96; -25,13): ROD 131, 135, 150, 154,
297 e GU126522 (Genbank). llhabela: Fazenda da Toca, llha de Sdo Sebastido (-
45,32; -23,84): ML 47. Juquia (-47,63; -24,31): CIT 1302. Luiz Anténio (-47,72; -
21,55): CIT 937. Sao Luis do Paraitinga: Parque Estadual da Serra do Mar (-45,12; -
23,36): ROD 41. Sete Barras: Fazenda Intervales (-48,08; -24,22): CIT 02, 41 e 100.
Sorocaba: Floresta Nacional de Ipanema (-47,63; -23,43) CTA 1737 a 1739, 1745 a
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1747, 1751, 1757 e LPC 857. Tapirai: Sitio D. Ivone (-47,45; -23,85): AB 598.
Ubatuba: Praia do Félix (-45,08; -23,43): ML 61. PARAGUAI: PARAGUARI: Ybycui:
Parque Nacional de Ybycui (-56,86; -26,07) EU074634 (Genbank).

Oligoryzomys chacoensis: NAO INFORMADA: GU185904 (Genbank).

Oligoryzomys _flavescens: BRASIL: SAO PAULO: Pedreira: JQ013746
(Genbank).

Oligoryzomys nigripes: NAO INFORMADA: GU185870 (Genbank). BRASIL:
SANTA CATARINA: Jabora: JQ013778 (Genbank).

Pseudoryzomys simplex: PARAGUAI: NEEMBUCU: Nao Informada: Estancia
Yacare: EU579517 (Genbank).

Sooretamys angouya: BRASIL: RIO DE JANEIRO: Teresoépolis: EU579511
(Genbank).
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Anexo 2 Perfis de amplificagdes dos dois marcadores genéticos (Cit b e D-loop)
através da clonagem in vitro pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). (A) Volumes
e concentragdes dos reagentes e (B) Temperatura e tempo de cada etapa da
amplificacdo em termociclador. Volumes e concentragdes dos reagentes para os dois
marcadores foram os mesmos. Temperatura em graus Celsius (°C) e tempo em

minutos (min) ou em segundos ().

A
Concentracado na PCR Volume na PCR
Agua Ultrapura - 9,05ul
Tris-HCe pH 9,0 KCe, 10mM 1,25l
MgC¢e, 2mM 0,5ul
dNTP (cada) 165uM 0,25pl
Iniciador 5'-3' 0,1mM 0,15l
Iniciador 3'-5' 0,1mM 0,15ul
Taq polimerase 0.05U 0,15l
DNA 50ng 1l
Volume Final - 12,5l
B

Desnaturacao Ciclos Abertura Anelamento Extensdao  Extensao Final

Citb 94 °C - 5min 40 94°C-30s 48°C-30s 72 °C - 45s 72 °C - 5min
D-loop 94 °C - 3min 36 94°C-30s 52°C-30s 72 °C - 30s 72 °C - 3min
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Anexo 3: Lista das 108 localidades usadas para a construgdo dos modelos de

adequabilidade ambiental organizada alfabeticamente por pais,
estado/provincia/departamento e municipios. As fontes pesquisadas estao com citagéo
completa em Literatura Citada. Os museus foram identificados por suas respectivas
siglas. APN-AR: Administracién de Parques Nacionales, Argentina. KUM: University of
Kansas (Mammalogy). MAMIFEROS — ES: Banco de dados sobre mamiferos do
Espirito Santo. MBML-MAMIFEROS: Museu de Biologia Professor Mello Leitdo. MVZ-
BR: Museum of Vertebrate Zoology (University of California, Berkeley). MZUEL-
MAMIFEROS: Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina. MCNM:
SINBIOTA: Sistema de
Ambiental do Programa Biota (Fapesp). UFES-CTA: Colegcao de Tecido Animal da
Universidade Federal do Espirito Santo. UFES-MAM: Cole¢édo de Mamiferos da
UFMG: Colecdo de Mamiferos da

Universidade Federal de Minas Gerais. ZUEC-MAM: Colecao de Mamiferos do Museu

Museu de Ciéncias Naturais PUC-Minas. Informacéao

Universidade Federal do Espirito Santo.

de Zoologia Professor Adao José Cardoso da Universidade Estadual de Campinas.

Longitude Latitude Pais Estado Municipio Fonte Pesquisada
-54,953  -27,088 Argentina Misiones Cainguas Cirignoli et al. 2011
-54,169  -26,938 Argentina Misiones Guarani APN-AR
-54,440  -25,683 Argentina Misiones Iguazu APN-AR
-39,033  -13,517 Brasil Bahia Cairu UFMG
-39,667  -13,850 Brasil Bahia ltamari UFMG
-41,249  -16,718 Brasil Bahia Joaima Pereira 2006
-41,398 -12,548 Brasil Bahia Lencois Pereira 2006
-41,383 -12,533 Brasil Bahia Lencois Pereira e Geise 2009
-40,007  -17,879 Brasil Bahia Nova Vigosa UFES - MAM
-39,566  -17,979 Brasil Bahia Nova Vicosa UFES - MAM
-39,536  -17,975 Brasil Bahia Nova Vigosa UFES - MAM
-39,383  -15,233 Brasil Bahia Una UFMG
-39,166  -15,206 Brasil Bahia Una UFMG
-39,083  -15,283 Brasil Bahia Una UFES - CTA
-39,717  -13,600 Brasil Bahia Wenceslau Guimaraes UFMG
-40,786  -18,875 Brasil Espirito Santo Aguia Branca UFES - MAM
-40,720  -18,980 Brasil Espirito Santo Aguia Branca UFES - MAM
-40,595 -20,774 Brasil Espirito Santo Anchieta MAMIFEROS-ES
-40,592  -20,775 Brasil Espirito Santo Anchieta Passamani et al. 2005
-40,072  -19,840 Brasil Espirito Santo Aracruz UFES - MAM
-40,511 -20,281 Brasil Espirito Santo Cariacica UFES - MAM
-41,185 -20,604 Brasil Espirito Santo Castelo MBML-MAMIFEROS
-39,845 -18,355 Brasil Espirito Santo Conceigcéao da Barra UFES - MAM
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Anexo 3: Continuacgao.

Longitude Latitude Pais Estado Municipio Fonte Pesquisada
-40,421 -20,600 Brasil Espirito Santo Guarapari Venturini et al. 1996
-40,382 -19,884 Brasil Espirito Santo Ibiragu MBML - MAMIFEROS
-41,703  -20,497 Brasil Espirito Santo Ibitirama UFES - MAM
-40,061 -19,149 Brasil Espirito Santo Linhares UFES - MAM
-40,010  -19,097 Brasil Espirito Santo Linhares MAMIFEROS - ES
-39,786  -19,558 Brasil Espirito Santo Linhares UFES - MAM
-40,846  -19,169 Brasil Espirito Santo Pancas UFES - MAM
-40,532 -20,114 Brasil Espirito Santo Santa Leopoldina MBML-MAMIFEROS
-40,571 -19,965 Brasil Espirito Santo Santa Teresa MAMIFEROS-ES
-40,566  -19,974 Brasil Espirito Santo Santa Teresa Passamani e Ribeiro 2009
-41,719  -21,043 Brasil Espirito Santo Sao José do Calcado UFES - MAM
-41,671  -20,958 Brasil Espirito Santo Séo José do Calgado UFES - MAM
-40,233  -20,233 Brasil Espirito Santo Serra UFES - MAM
-40,494  -20,349 Brasil Espirito Santo Viana UFES - MAM
-40,465 -20,379 Brasil Espirito Santo Viana UFES - MAM
-40,461 -20,359 Brasil Espirito Santo Viana UFES - MAM
-40,439 -20,389 Brasil Espirito Santo Viana UFES - MAM
-41,186  -19,509 Brasil Minas Gerais Aimorés MCNM
-44,646  -22,087 Brasil Minas Gerais Aiuruoca MCNM
-44610 -22,031 Brasil Minas Gerais Aiuruoca MCNM
-44,606 -22,023 Brasil Minas Gerais Aiuruoca MCNM
-40,856  -16,060 Brasil Minas Gerais Almenara MCNM
-43,599 -19,964 Brasil Minas Gerais Barao de Cocais MCNM
-43,380 -19,850 Brasil Minas Gerais Barao de Cocais MCNM
-44 567  -22,250 Brasil Minas Gerais Bocaina de Minas Geise et al. 2004
-42,687  -19,099 Brasil Minas Gerais Braunas MCNM
-44,039 -20,102 Brasil Minas Gerais Brumadinho MCNM
-47,321 -16,208 Brasil Minas Gerais Cabeceira Grande MCNM
-43,468 -20,159 Brasil Minas Gerais Catas Altas MCNM
-42,675 -16,775 Brasil Minas Gerais Cristalia MCNM
-43,616  -18,214 Brasil Minas Gerais Diamantina Lessa et al. 2008
-42,852  -19,085 Brasil Minas Gerais Dores de Guanhaes MCNM
-44,780 -18,874 Brasil Minas Gerais Felixlandia MCNM
-45900 -15,383 Brasil Minas Gerais Formoso Carmignotto 2004
-43,950 -20,250 Brasil Minas Gerais Itabirito MCNM
-43,431 -19,414 Brasil Minas Gerais ltambé do Mato Dentro Lessa et al. 2008
-42,650 -19,717 Brasil Minas Gerais Mariléia MVZ - BR
-40,287  -17,840 Brasil Minas Gerais Nanuque MCNM
-43,976  -20,126 Brasil Minas Gerais Nova Lima MCNM
-43,973  -20,017 Brasil Minas Gerais Nova Lima Lessa et al. 2008
-43,959  -20,066 Brasil Minas Gerais Nova Lima Lessa et al. 2008
-43,879  -20,154 Brasil Minas Gerais Nova Lima MCNM
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Anexo 3: Continuacgao.

Longitude Latitude Pais Estado Municipio Fonte Pesquisada
-43,866  -20,238 Brasil Minas Gerais Nova Lima MCNM
-43,587  -20,249 Brasil Minas Gerais Ouro Preto MCNM
-43,233  -19,948 Brasil Minas Gerais Rio Piracicaba MCNM
-43,500 -20,083 Brasil Minas Gerais Santa Barbara UFES - CTA
-42,875 -20,219 Brasil Minas Gerais Santa Cruz da Escalvado MCNM
-40,062  -16,400 Brasil Minas Gerais Santa Maria do Salto MCNM
-43,631 -19,343 Brasil Minas Gerais Santana do Riacho MCNM
-44,834  -20,897 Brasil Minas Gerais Santo Anténio do Amparo Rocha et al. 2011
-43,384  -19,873 Brasil Minas Gerais Sao Gongalo do Rio Abaixo MCNM
-43,367  -19,883 Brasil Minas Gerais  Sdo Gongalo do Rio Abaixo Lessa et al. 2008
-43,383  -18,150 Brasil Minas Gerais Sao Goncgalo do Rio Preto UFES - CTA
-51,250 -23,450 Brasil Parana Londrina MZUEL - MAMIFEROS
-44,378  -22,887 Brasil Rio de Janeiro Angra dos Reis Cunha e Rajao 2007
-41,441 -21,792 Brasil Rio de Janeiro Campos do Goytacazes Pessbaet al. 2010
-41,643  -22,267 Brasil Rio de Janeiro Carapebus Pessbaet al. 2010
-42,288  -22,453 Brasil Rio de Janeiro Casemiro de Abreu Pessbaet al. 2010
-42,027  -22,438 Brasil Rio de Janeiro Casemiro de Abreu Pessbaet al. 2010
-42,017 -22,538 Brasil Rio de Janeiro Casemiro de Abreu Pessbaet al. 2010
-42,006 -22,303 Brasil Rio de Janeiro Macaé Pessbaet al. 2010
-41,721 -22,288 Brasil Rio de Janeiro Macaé Pessbaet al. 2010
-43,775 -22,682 Brasil Rio de Janeiro Paracambi MCNM
-41,403  -22,070 Brasil Rio de Janeiro Quissama Pessbaet al. 2010
-41,870 -21,930 Brasil Rio de Janeiro Santa Maria Madalena Modesto et al. 2008
-42,498 -22,498 Brasil Rio de Janeiro Silva Jardim Galliez et al. 2009
-42,306  -22,537 Brasil Rio de Janeiro Silva Jardim Pessbaet al. 2010
-42,249  -22,579 Brasil Rio de Janeiro Silva Jardim Pires et al. 2011
-42,681 -22,028 Brasil Rio de Janeiro Sumidouro Bonecker et al. 2009
-42,873  -22,289 Brasil Rio de Janeiro Teresopolis Vaz et al. 2007
-53,030 -27,997 Brasil Rio GrSaunlde do Nova Boa Vista Peters et al. 2010
-49,218  -27,022 Brasil Santa Catarina Indaial Barbosa 2012
-47,967  -25,133 Brasil Sao Paulo Cananéia UFES - MAM
-46,968  -23,747 Brasil Sao Paulo Cotia Umetsu et al. 2006
-46,945  -23,715 Brasil Sao Paulo Cotia SINBIOTA
-47,093  -23,715 Brasil Sao Paulo Ibitina SINBIOTA
-45900 -23,650 Brasil Sao Paulo Salesopolis MVZ - BR
47,617 21617  Brasil S&o Paulo Santa na do Passa Lyra Jorge et al. 2001
-45,125 -23,358 Brasil Sao Paulo Sao Luis do Paraitinga UFES - MAM
-48,214  -24,225 Brasil Sao Paulo Sete Barras ZUEC - MAM
-47,976  -24,134 Brasil Sao Paulo Sete Barras Vieira 1999
-47,628  -23,435 Brasil Sao Paulo Sorocaba UFES - CTA
-44,832 -23,366 Brasil Séao Paulo Ubatuba Pinheiro e Geise 2008
-44.829  -23,363 Brasil Sao Paulo Ubatuba Pinheiro e Geise 2008
-55,510  -26,350 Paraguai Caazapa Tabai KUM
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Anexo 4: Variaveis climaticas, topograficas e hidrogréaficas utilizadas para a
construcao dos mapas de adequabilidade com seus respectivos codigos.

Caddigo Variavel
Bio 1 Temperatura anual média
Variacao diurna média de temperatura (média mensal (temperatura

Bio 2 maxima - temperatura minima))
Bio 3 Isotermalidade (Bio 2/Bio 7) (*100)
Bio 4 Sazonalidade da temperatura (Desvio-padrao*100)
Bio 5 Temperatura maxima do més mais quente
Bio 6 Temperatura minima do més mais frio
Bio 7 Variacao anual da temperatura (Bio 5 - Bio 6)
Bio 8 Temperatura média do trimestre mais umido
Bio 9 Temperatura média do trimestre mais seco
Bio 10 Temperatura média do trimestre mais quente
Bio 11 Temperatura média do trimestre mais frio
Bio 12 Precipitacao anual
Bio 13 Precipitacdo do més mais Umido
Bio 14 Precipitacdo do més mais seco
Bio 15 Sazonalidade da precipitagao (coeficiente de variagao)
Bio 16 Precipitacao do trimestre mais umido
Bio 17 Precipitacao do trimestre mais seco
Bio 18 Precipitacao do trimestre mais quente
Bio 19 Precipitacao do trimestre mais frio
alt Altitude
aspect Direcéo para onde a face do terreno esta voltada
dem Elevacao do terreno
flowacc Acumulagao do fluxo de agua no terreno
flowdir Direcao do fluxo de agua no terreno
slope Declividade do terreno
topo indice Composto Topogréfico (CTI)
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Anexo 5: Arvorede Maxima Parciménia (MP) dos haplétipos de Cit b. Nos taxons terminais h
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Anexo 6: Arvore de Maxima Parciménia (MP) dos haplétipos de D-loop. Nos taxons terminais h

as localidades de ocorréncias dos mesmos. Os valores dos ramos s@o de bootstrap e para verificar as localidades utilize o mapa da Figura 1.

SL: Sem localidade especificada pelo coletor.

sdeang| shwesegff ——
sedubiu sAwozliobjg ——— 1

6L
(44
€€
14

007 — 9¥H
907 - ¥¥H
007 — 9EH
007 — LeH

9% ‘0€ 207 - 91LH
Ly 7007 — LEE dIN

124

Si
St
St
‘L8
8¢
6E
124
44
Er
44
I
£l
b
cl
]
€
9°G
¥

207 - B¥H
007 - 8¥H
007 - OSH
*007 - 62H
007 - ¥5H
007 - €5H
007 - 82H
*007 - 29H
007~ LOH
007 - £9H

007 — 6SH

"007 — 25H
007 = £2H
007 - IGH

007 - L9H
007 - 08H

007 - 19H

207~ 20H

snyes sAwojoap — €85 OH4N
smjes sAwojoeN — 99€1 V1D
snjjes sAWojoaN — 8yEl V190

8 '007 - BEH

8 007 — 8BEH

g L "007 — 90H
L 907 — G0H

G 907 — 89H
GE 'L 007 - LEH
G '007 - 69H
48 07— IeH
62 007 - vIH
S 007 — 9GH
8 ', "007 - ¥0H
¥E 007 - IvH
9¢ ‘vg 007 - €EH
8¢ 007 — 98H
9¢ 007 - 0FH
Lc 007 - vEH
0€ ‘62 007 —GIH
§¢ 907 - G9H
€2 0071 —-2LH
48 007 —GEH
0€ 007 — 02H
0€ 007 - 8IH
0€ 207 - 6IH
0€ 07— LIH
€2 007— LIH
L1 "007 - 92H
LL 7007 - veH
15 - 2ol

§ 907 - GeH
¥e 07 - geH
6 007 — LEH

¥ '007 - E0H
0} 007 - 0EH
£ 007~ LOH
§¢ "0 - v9H
£ 7907 - 0LH
81 007 —LPH
Lg "007 - SvH
€¢ 007—-€IH
£ '907 - B0H

£ 907 — 80H
91 07 - /SH
€ 007 — 85H
91 007 —¢g2H
g 007 - 2vH
¥1 007 - GS5H
€€ 07 - EvH

76

79

87

72

100

101



da amostra e as localidades

’

a 0 numero

s

h

Sem localidade especificada pelo coletor.

inais

term

axons

(MP) dos dados concatenados. Nos ta

Parcimobnia

s

axima

e

: Arvore de M

Anexo 7

dos mesmos. Os valores dos ramos sé@o de bootstrap. SL

éncias

n

de ocorr

V8- Bun 2eL ._>|_

Ve - BUNEE8 TA
VE - BUN 6L A <
S3 - SBIBYUIT £0 XYL ™
S3 - SaleyuI 92 X1
S3 - SAIBYUIT 81 XYL
Vg - BSOOIA BAON 16 VLD >

[}
@

[\
-

Vg - BSOSIA BAON 28 V1D ©
3 - SNale 0BS 20 YWAD — 2

1seo 11
~
Vg - Bun 896 <._.O|_ b=

Vg - BUN¥8L 1A
S3 - snalep 0B 125¢ VO1— @

v - uessnr 091 119 —
S3 -sedued L0 4SSl
S3 -seoued g0 dSSI
S3 -seoued £0 dSSI

S3 -sedued 80 4SS

S3 - 0pedjeD 0p 950 0BS —G/EL Od
1S 10 1AD1

1S €0 1AD7

$3 - opedje) op 8sof 0BS £9€1 Od
S3 - opedje) op §so 0BS L6EL Dd1
S3 - opedjed op 9SO 0BS 26€ 1 Od'

S3 - SBlUEd S0 JSSI b3
S3 -seoued 60 dSSI
~
~
@

1.
-]
o
NS
n
~

=-
~

rd -onoplwng 182230491
DN - S1B000 8p oBIEg G2 I INOW
S3 - Apsuuay) sjuspisald L0 Y34

OW - SEllV SEIED €651 WNOW —

86| 75

DI - 0PBA[EOST 0P ZNUD BIUES 2961 WNOW — 5,

S3 - El8IyouY 90€2 TINEIN

S3 - eoueig enby 8EZ V10

O - BOOMINIY 8LE dIN

Ve - BSOAIA BAON LL V1D

Vg - BSOJIA BAON L YLD

S3 -euegepoedleouo) 1621 Od1

Vg - BSOJIA BAON 08 VLD
53 - BSa19] BUBS 96 VYO
S3-©e219BUED 88E V1D
S3 - esa19] BWES £08 V10
S3 - eS819] BES |G| VO
S3 - esela] BURS G6 VO]
S3 - esaI9] Bluesg 09 VO
S3 - eoueig enby 6£2 V10 |_%

S3 - eaueig enby 821 V10 —
DN - Olaid 01 Op 0jeduow) 0BS 06 YLD —

DI - 0181 01y Op 0e3U0Y 0BS 801} YLD —
S3 -BUBIA YL VLD ——
S3-00BLED §LS V1D ——
S3-B010BUED |IG VLD —+
S3-B210BUED B80S VIO ————
S3-BOBLED 916 Y10 —
S3-EdBLED GIG V1D ——
S3-E00BUED EIG VLD —
S3 - esaig] BlUeS 89%2 TGN
S3 - eseI9) BES 0%} YO Hrl
S3 - eoueig BINBY 0vZ V10D >
S3 - eoueigenby Gel V10 Hﬁg
S3 - ZUOBIY LPEL Od1
S3 - BSAI9] BIUES G8 VO H_m]
S3 -BUBIA 62L V1D
S3 -BUBIA 8G8 V1D ——
S3 -BUBIA 029 V1O ——
S3 -BUBIAGZL V10—
S3 -BUBINE2L VIO —
S3-Ee210BUBD Z1LG YLD —
S3-B0I0RLEDOIGVYID — @

S3 - B2I9BLED 60§ VLD ——
S3-sareyurn L1 XvL —
S3-BOI0BUED L1G V1D —
V8 -BUeS PLL WA —4
S3-BIBLED ¥|G VLD —
S3 -BUBIN02L V1D ——
S3 -BUBIAOEL V1D ——
S3 -BUBIA 12/ V1O ——
S3 -BUBIA LEL VLD —
S3 -BUBINZE. VIO —
S3 -BUBIAZEL VLD ——
S3 -BUBINEEL VIO —
S3 -BUBINYEL VLD —
S3 -BUBINGZL V1D —
S3 -BUBINGE. VIO —
S$3 -BUBIA9EL VLD ——
S3 -BUBIA LS. VLD —
S3 -BUBIA LEL VLD —
S3 -BUBINGE. VIO —
S3 -BUBINGLL VIO ——

102



inuacao.

Conti

Anexo 7

sdeope| sAwese|fH —_—

smessni sAwozoAing I
sifeojde SAWOBN 6} LPOAY — &

sifeoide sAwcjoeN 00991 ZAW —1

u:..ﬁﬂseomz?iﬁou
snyes sSAWoPaN L8E L V1D Ul_ 8

s sAwojoeN 8¥EL VLD —
snyes sAwojeN 98€1 LD

snyes sAwopan ZSv 11D

snjies sAWOOON 210046 ZAW
snyel sAWojoaN 99e | V10

snyjes sAwojosp 699 11D

snyes sAwWojosN €85 OH4AN
O -EleS BOBET €8 TN — 3

OW - elues eobeq 29 N —

S3- esale) BWES /9¥Z TNEW
V4 - S9BIBWING Ne|S80USM 851 IWH

O - BIEQIEYG BUES 20 WY

dS -BQRO0IOS Lt/ | VLD
dS -Bqe2010S 9%/ | V1O
dS-BgBO0I0S 6ELL VLD
dS-Eeqeooiog geLL VIO
dS - Bqe00I0S LEL} V1D
dS-Bqed0I0S /G| V1O
dS-Bqeo0Ios |SLL V1D

dS - Bnbnp 20g LU0

dS - seuegales 2o 19
SW - nfeseiep 821814V
dS -seuegales iy 10 10
dS - EBIgUBUBD GEL AOH
dS - jeade] 865 aY

dS - BI8UBUED 22592 1ND
dS - BIgUBURD $G | AOH
dS - BlISUBURD /62 QOY

D - csedwy Op OLQY OES LEE dIN

tenbeied - INAQA $E9¥Z0NT
dS - seuega8les 00+UD =

O - BWIT BAON 8261 INNDIW ~

DI - BWIT BAON 026 1 WINOW

O - BwI] BAON 0£6 1 INNDIW

dS - eaniegn 19 N
dS -ebuniered op sin0es Ly 4OY

81

Kl

77

97

dS - BqE00I0S /68 Od N
dS - Bleqeyl Ly TN

dS -Bqeo0Ios GvLL V1O
dS - BlguBuBD 051 QoY
dS-elgueued Lgl Aod
dS - olQWY ZINT LEG LD

79

71

Ve - MO £91 INH —

o6

DI - 0YOB|Y OP BUBUES G402 INNOW —
DI - 0}21d OIH Op 0e5u0D) 0BS 826 V1D
D - BIpUBXIIS4 S002 WNOW

Vg - Messnr 985110 =

Vg - Messnf $/5110

1S €ge W

vg - nferewey 21z Wy

va-BUNEBL TA

va-euness U

v - Uewe) 20Z WY

1S +000 o

mm_.mEe_«_aman@._

3 -ewemq iz vol_ g

99 95

77

91

3 - Bweinq 86zt vo1——J
DI - 03id 0INO LLEF NNOW

00

DI - SBI9XI3] #0E WNOW —

O - Sel1aX13] £0€ WNOW —
OW -BUSINBN 6L LL V1D

OW - eusdeqieg 85¥2 IWNION —

S3-BUBIA9I9 VIO —IR
DI - BIBGIEG BIUBS 626 VLD

/g - BSO3IA BAON #8 V1O —

Vg - BSO3IA BAON £8 V10— @

'y - oInopiLng 508 3081
S3 - 03158 G892 TNEW

S3 - Bueg BP 0B5189U0D 62} Od1

S3 - eueg ep oedIeou0D 5621 Dd1
g - BSOJIA BAON 18 V1D

S3 - euleg BP 0BS190U0D 682+ Od1

S3 - eueg ep 089190U0D €821 Od1—

95

S3 - euRg BP OBSISOU0D 822} Od1—

o«
Ve -BSOOIA BAON 82 YLD — =

S3 - euleg B 0BS190U0D 00€ + Od1
g -BSOJIA BAON €6 V1O

V8 - BSOSIA BAON LS/ YLD
g -BSOJIA BAON S/ Y10
Vg - ESOIA BAON 92 V1D
g -EsS0dIp BAON 68 Y10
g -BSOIA BAON 06 V1D
g -ESOJIA BAON 6/ Y10

g - BSOSIA BAON 95/ V1D

VERUNZ08TA

103



do haplétipo ou o

’

a 0 numero

s

Anexo 8: Filograma de Maxima Verossimilhanga (MV) dos haplétipos de Cit b. Nos taxons terminais h

dos mesmos. Os valores dos ramos sao de bootstrap e para verificar as localidades utilize

éncias

n

da amostra e as localidades de ocorr

-

numero

0 mapa da Figura 1.
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Anexo 9: Filograma de Maxima Verossimilhanga (MV) dos haplétipos de D-loop. Nos taxons terminais h

amostra e as localidades de ocorréncias dos mesmos. Os valores dos ramos sao de bootstrap e para verificar as localidades utilize o mapa da

Figura 1. SL: Sem localidade especificada pelo coletor.
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Anexo 10

Sem localidade especificada pelo coletor.

dos mesmos. Os valores dos ramos sdo de bootstrap. SL
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Anexo 11: Filograma de Inferéncia Bayesiana (IB) dos haplétipos de Cit b. Nos tdxons terminais h

da amostra e as localidades de ocorréncias dos mesmos. Os valores dos ramos sao de probabilidade posterior e para verificar as localidades

utilize o mapa da Figura 1.
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Anexo 12: Filograma de Inferéncia Bayesiana (IB) dos haplétipos de D-loop. Nos taxons terminais h

amostra e as localidades de ocorréncias dos mesmos. Os valores dos ramos sao de probabilidade posterior e para verificar as localidades

utilize o mapa da Figura 1. SL: Sem localidade especificada pelo coletor.
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Anexo 14: Datas em milhdes de anos dos principais eventos de cladogénese
dentro do género Nectomys. Os nés foram enumerados de 1 a 10 e estéo
representados na Figura 9.

Intervalo de Confianca (95%)

No6 Cladogénese Mediana . .
Superior Inferior
1 Origem de Nectomys 0,711 0,168 1,700
2 N. apicalis + A. savamis 0,593 0,168 1,309
3 Nectomys rattus + Nectomys squamipes 0,597 0,161 1,295
4 Origem de Nectomys rattus 0,415 0,089 0,944
5 Origem de Nectomys squamipes 0,545 0,160 1,160
6 Clado Sul 0,370 0,092 0,831
7 Clado Atlantico Leste + Clado Atlantico Sudeste 0,510 0,151 1,082
8 Clado Atlantico Leste 0,341 0,082 0,782
9 Clado Atlantico Sudeste 0,432 0,126 0,935
10 Subclado do Parque Nacional do Caparad 0,235 0,030 0,605
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Anexo 15: Autovalores adquiridos a partir da PCA para a escolha das variaveis
nao correlacionadas a serem utilizadas na construgdo dos dois modelos. Os
componentes em negrito apresentaram variagcdo superior a 1% e por isso foram
utilizadas para escolha das variaveis. Modelo restrito (varidveis climaticas) e modelo
amplo (Variaveis climaticas + topograficas + hidrograficas).

Modelo Restrito Modelo Amplo
Componentes Autovalores % Variancia Autovalores % Variancia
1 269996 65,98 7895320000000 98,76
95420 23,32 444560 0,56
3 38811 9,48 229467 0,29
4 2397 0,59 123610 0,15
5 1531 0,37 83070 0,10
6 393422 0,10 63431 0,08
7 340747 0,08 19437 0,02
8 148063 0,04 15353 0,02
9 82883 0,02 6343 0,01
10 364563 0,01 1928 0,00
11 16849 0,00 1150 0,00
12 752405 0,00 365563 0,00
13 603602 0,00 331 0,00
14 516355 0,00 164832 0,00
15 442747 0,00 120937 0,00
16 0,37 0,91 564359 0,71
17 0,22 0,55 300831 0,38
18 0,10 0,23 15852 0,20
19 0,00 0,00 727713 0,09
20 - - 541572 0,07
21 - - 413642 0,05
22 - - 370521 0,05
23 - - 0,32 0,00
24 - - 0,23 0,00
25 - - 0,08 0,00
26 - - 0,00 0,00
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Anexo 16: Contribuicdo de cada variavel para cada eixo dos componentes da
PCA. Para o modelo restrito trés componentes tinham autovalor superior a 1% e para
o0 modelo amplo apenas um autovalor era superior a 1% (Anexo 15). Os trés maiores
médulos de cada componente foram escolhidos para o teste de mantel e estdo em
negrito na tabela. Modelo restrito (varidveis climéaticas) e modelo amplo (Varidveis
climaticas + topograficas + hidrograficas).

Modelo Restrito Modelo Amplo
Componente1 Componente2 Componente 3 Componente 1

Bio 1 -0,0287 -0,0286 0,0491 -0,0006
Bio 2 0,0137 0,0015 -0,0592 0,0003
Bio 3 -0,0054 0,0034 -0,0074 -0,0768
Bio 4 0,8950 -0,4313 -0,0761 0,0146
Bio 5 -0,0121 -0,0398 0,0317 -0,0003
Bio 6 -0,0495 -0,0317 0,1017 -0,0009
Bio 7 0,0373 -0,0081 -0,0700 0,0006
Bio 8 -0,0243 -0,0215 0,0279 -0,0006
Bio 9 -0,0385 -0,0253 0,0661 -0,0007
Bio 10 -0,0177 -0,0357 0,0529 -0,0004
Bio 11 -0,0400 -0,0249 0,0534 -0,0008
Bio 12 0,3702 0,7062 0,3667 0,0070
Bio 13 0,0412 0,1397 -0,1953 0,0009
Bio 14 0,0183 0,0023 0,1391 0,0002
Bio 15 -0,0037 0,0182 -0,1052 0,0094
Bio 16 0,1176 0,3864 -0,4466 0,0025
Bio 17 0,0566 0,0082 0,4615 0,0007
Bio 18 0,1766 0,3725 -0,2631 0,0040
Bio 19 0,0509 0,0283 0,5259 0,0004
alt - - - 0,0056
aspect - - - 0,9998
dem - - - 0,0063
flowacc - - - -0,0033
flowdir - - - -0,0005
slope - - - 0,0046
topo - - - -0,0055
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Anexo 17: Teste de Mantel para as sete variaveis selecionadas pelo PCA, com

seus respectivos p-valores e indices de correlacdo (r). Todos os valores foram

significativos. Modelo restrito (variaveis climaticas) e modelo amplo (Variaveis

climaticas + topograficas + hidrograficas).

L L Modelo Restrito Modelo Amplo
Cddigo Variaveis
r p-valor r p-valor
Bio 4 Sazonalidade da temperatura 0,903 >0,001 0,906 >0,001
Bio 12 Precipitacao anual 0,252 0,001 0,253 0,001
Bio 16 Precipitacao do trimestre mais Umido 0,090 0,012 - -
Bio 17 Precipitagdo do trimestre mais seco 0,506 >0,001 - -
Bio 18 Precipitacao do trimestre mais quente 0,111 0,024 - -
Bio 19 Precipitacao do trimestre mais frio 0,521 >0,001 - -
aspect Direcéo para onde a face do terreno esta voltada - - 0,142 0,005
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Anexo 18: Contribuicdo de cada variavel para a construcdo dos modelos e a importancia das variaveis na permutacdo dos modelos.
Modelo restrito (varidveis climaticas) e modelo amplo (Variaveis climaticas + topogréficas + hidrogréficas).

Variavel Contribuicao (%) Importancia na Permutacao (%)
Sazonalidade da temperatura 27,8 18,4
Precipitacao do trimestre mais seco 20,9 32,3
Modelo Precipitacao do trimestre mais Umido 20,1 8,9
Restrito Precipitagdo anual 14,9 26
Precipitacdo do trimestre mais quente 8,8 5
Precipitagao do trimestre mais frio 7,5 32,8
Sazonalidade da temperatura 48,2 46,2
I\:;d;? Precipitagédo anual 39,3 45,3
Direcado para onde a face do terreno esta voltada 12,5 8,5
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Anexo 19: Matriz de confusdo para os dois modelos de adequabilidade
ambiental para Nectomys squamipes. Modelo restrito (varidveis climaticas) e modelo
amplo (Variaveis climéticas + topograficas + hidrograficas).

Presenca Real Auséncia Real
Modelo Presenca Prevista 107 194
Restrito Auséncia Prevista 1 886
Modelo Presenca Prevista 108 229
Amplo Auséncia Prevista 0 851
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Anexo 20: Medidas quantitativas derivadas da matriz de confusao para os dois
modelos de adequabilidade ambiental de Nectomys squamipes. Modelo restrito
(variaveis climaticas) e modelo amplo (Variaveis climaticas + topogréficas +
hidrograficas).

Medidas Restrito Amplo
Sensibilidade 0,991 1,000
Especificidade 0,820 0,788

Acuracia 0,836 0,807

TSS 0,811 0,788

Teste Binomial (p-valor) <0,01 <0,01
Erro de Sobrevisao 0,180 0,212
Erro de Omissao 0,009 0,000
Taxa de Acerto 0,836 0,807
Taxa de Erro 0,164 0,193
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Anexo 21: Mapas de conectividade populacional mostrando as rotas de fluxo génico do Cit b entre as localidades amostradas de
Nectomys squamipes. (A) rotas entre localidades que compartilham haplétipos. (B) rotas entre localidades que possuem um passo mutacional
de distancia. (C) rotas entre localidades que possuem dois passos mutacionais de distancia. Areas em roxo representam baixa probabilidade
de fluxo génico e areas verdes representam alta probabilidade.
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Anexo 22: Mapas de conectividade populacional mostrando as rotas de fluxo génico do D-loop entre as localidades amostradas de
Nectomys squamipes. (A) rotas entre localidades que compartilham haplétipos. (B) rotas entre localidades que possuem um passo mutacional
de distancia. (C) rotas entre localidades que possuem dois passos mutacionais de distancia. Areas em roxo representam baixa probabilidade

de fluxo génico e areas verdes representam alta probabilidade.

120



