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Resumo

O Cerrado € um bioma brasileiro com alta riqgueza de espécies e endemismo, sendo considerado
um hotspot de biodiversidade. Apesar da sua importancia ecolégica, este bioma é
continuamente transformado pelas acdes humanas, colocando em risco a conservacdo de
muitas espécies que compdem a sua fauna e flora. Nesta situacdo se enquadram os roedores
do género Clyomys, que apresentam habitos coloniais e semi-fossoriais, e cuja distribuicdo no
Cerrado, apesar de ampla, é descontinua. Nao existe consenso entre 0s pesquisadores em
relacdo ao numero de espécies dentro do género. Para alguns autores ao menos duas espécies
sdo encontradas, C. bishopi no estado de Sdo Paulo e C. laticeps nas demais localidades,
enquanto que para outros o género possui apenas uma Unica espécie (C. laticeps). Os
marcadores moleculares mitocondriais e nucleares sdo importantes ferramentas para a analise
da variacdo e estrutura genética existente dentro das espécies e em suas populacdes, e podem
ser utilizados para a resolucéo de questdes relacionadas a definicdo de status taxondmico. Para
esclarecer duvidas com relacdo a filogeografia do género Clyomys avaliamos, por analises
genéticas, 33 individuos provenientes de varias localidades distribuidas por quase toda a sua
area de ocorréncia. A analise de sequéncias mitocondriais (Citocromo b — CytB; Citocromo ¢
Oxidase Subunidade | - COI) e nucleares (Fator de von Willebrand — vWF, Receptor do
Hormbnio de Crescimento — GHR e, Beta Fibrinogénio — BFIB) utilizando métodos filogenéticos
baseados em méxima verossimilhanca e inferéncia bayesiana mostraram uma possivel
separagdo do género Clyomys em trés espécies, uma ocorrendo em Sao Paulo, uma na regido
central do Brasil e a outra na regido do Pantanal. Esses resultados foram corroborados com
altas probabilidades encontradas nas andlises do BP&P. A datacdo da divergéncia dessas
potenciais espécies sugere que isto tenha ocorrido no Pleistoceno, sendo que a divergéncia da

linhagem proxima ao pantanal ocorreu primeiro.
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Abstract

The Brazilian biome Cerrado is characterized by high species richness and endemism, and it's
considered a biodiversity hotspot. Despite its ecological importance, this biome is constantly
changing due to human actions which strongly affects the conservation of many species.

Clyomys, composed by colonial and semi-fossorial rodents, clearly fits in this situation. This
genus has a large but discontinuous distributions over Cerrado area and there is no consensus
among researchers regarding the number of species within the genus. Some authors consider
two species, C. bishopi in Sdo Paulo and C. laticeps in other locations, while for others Clyomys
has only one species, C. laticeps. Molecular markers are important tools to access population
genetic structure and it's a powerful tool for species delimitation. Thus, we used mitochondrial an
nuclear sequences from 33 individuals sampled in almost all known Clyomys range to evaluate

the taxonomic status within the genus. The mitochondrial (Cytochrome b - CytB;

Cytochrome ¢ Oxidase Subunit | - COIl) and nuclear (von Willebrand Factor - vVWF, Growth
Hormone Receptor - GHR and Beta Fibrinogen - BFIB) sequences were analyzed using
phylogenetic methods based on maximum likelihood and Bayesian Inference. This analyses
indicated a possible split into three species within Clyomys: one in S&o Paulo, one in central
Brazil and another in the Pantanal. These results were corroborated by BAPS genetic
clustering analysis and by a high probability for three distinct species in BP&P analyzes.
Molecular dating based on *Beast species tree analysis indicated a recent speciation of

these potential three species during Pleistocene in which the Pantanal lineage diverged first.
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1. Introducéo

Especiacéo é o processo em que ocorre a diferenciagdo de uma linhagem em outras
duas, formando um Unico brago na arvore da vida (CAMPBELL et al., 2008). Esse processo
resulta na evolugédo das espécies, que pode ocorrer por meio de modificagdes em pequena
e em grande escala, micro e macroevolucao respectivamente, resultando no isolamento

genético entre as novas linhagens (CAMPBELL et al., 2008; FREEMAN; HERRON, 2009).

O ambiente pode influenciar a evolugdo das espécies e resultar na especiacao
(BEGON; TOWNSEND; HARPER, 2007).A latitude esta diretamente ligada a riqueza do
ambiente, propiciando a formacdo de um gradiente latitudinal de diversidade
(HILLEBRAND, 2004). Outros fatores, como a elevagdo do terreno também podem

influenciar a diversidade de espécies (MAESTRI; PATTERSON, 2016).

A combinacéo dos gradientes de latitude e longitude pode explicar o grande numero
de espécies encontrados na América do Sul (MAESTRI; PATTERSON, 2016). Neste
continente sdo encontrados alguns hotspots como a Zona Tropical dos Andes e o Cerrado,

refletindo a riqueza do mesmo (MYERS et al., 2000; TURCHETTO-ZOLET et al., 2013).

1.1. O Cerrado

O Cerrado, por sua vez, € o segundo maior bioma da América do Sul. Ele possui
diversas fitofisionomias formadas durante as flutuacdes climaticas ocorridas no quaternario,
as quais poderiam ter causado expansdes e retracdes nas vegetacdes (OLIVEIRA-FILHO;
RATTER, 2002). Essas modificagbes nos habitats permitiram que o Cerrado fosse
colonizado por espécies dos biomas adjacentes e que as especiacdes ocorressem

aumentando o grau de endemismo do Cerrado (SILVA; BATES, 2002; SILVA, 1995).

Esse bioma ocupa cerca de 22% do territorio nacional, o que faz dele o segundo maior

bioma brasileiro, ocupando os estados de Rond6nia, Maranh&o, Piaui, Bahia, Tocantins, Mato
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Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e o Distrito Federal,
concentrando-se, principalmente, no Planalto Central (Figura 1) (EITEN, 1972; KLINK;
MACHADO, 2005; RATTER; RIBEIRO; S., 1997). Considerado um hotspot mundial

(MYERS et al., 2000), o Cerrado apresenta-se como um bioma heterogéneo e diverso, devido

a sua larga extensao e as suas diversas regides climaticas e composic¢des de solo (EITEN, 1972;

SILVA et al., 2006).
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Figura 1. Mapa de distribuicdo do bioma Cerrado, evidenciando as areas remanescentes
(em verde) e as areas desmatadas (em rosa) até 2010. Nos gréaficos em forma de pizza séo
apresentadas as porcentagens das areas desmatadas e ndo desmatadas em cada estado
brasileiro. Mapa retirado do PPCerrado - Plano de acdo para prevencdo e controle do
desmatamento e das queimadas no Cerrado: 22 fase (2014-2015) (MMA, 2014).

Em contato com quatro outros biomas brasileiros (i.e. Amazénia, Caatinga, Mata
Atlantica e Pantanal), o Cerrado sofre influéncia dos mesmos e possui riqueza elevada nas areas

de interseccao, denominadas ecétonos (MMA, 2014). Um exemplo dessa influéncia € o que
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ocorre na interseccdo com o Pantanal, onde ha &reas de cerraddo com espécies
floristicas tipicas do Pantanal, diferenciando-se de outras &reas centrais de sua
distribuicdo (COSTA; CUNHA; COSTA, 2010).

O bioma Cerrado apresenta uma grande diversidade de espécies, somente de espécies
vegetais sao mais de 23000 de plantas e aproximadamente 44% da sua flora é endémica (MMA,
2014). Foram registradas cerca de 227 espécies de mamiferos do Cerrado, no entanto estima-

se que o numero real de espécies seja maior (CARMIGNOTTO; VIVO; LANGGUTH, 2012).

Devido, principalmente, as expansdes populacionais e agricolas, o Cerrado ocupa o
segundo lugar em desmatamento entre os biomas brasileiros, ficando atras apenas da Mata
Atlantica (MMA, 2014). Em 2005, menos de 45% da sua &rea original era de area nativa
(KLINK; MACHADO, 2005). Entre os anos de 2009 e 2010, a sua taxa de desmatamento foi
de 0,3%, a maior entre os biomas brasileiros (MMA/IBAMA, 2011). Sdo Paulo é o estado
gue possui a menor proporcao de area nativa de Cerrado (Figura 1) e, atualmente, a regiao
do MATOPIBA (zona que divide os estados do Maranh&o, Tocantins, Piaui e Bahia) € a que

sofre maior pressado por ser considerada a nova fronteira agricola do pais (MMA, 2014).

Os elevados niveis de perda de habitat e fragmentacdo, que podem causar
perdas imensuraveis na biodiversidade do planeta, sdo considerados as principais
causas para a extincao de espécies (PRIMACK; RODRIGUES, 2001). Antes de serem
extintas as populagbes, e consequentemente as espécies, tendem a passar por um
processo pelo qual as populagbes diminuem seu tamanho e perdem diversidade
genética. A genética da conservagdo € um campo da ciéncia que utiliza de técnicas e
teorias genéticas para conhecer e preservar as espécies, a fim de serem capazes de se

adaptarem as mudancas ambientais (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008).
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1.2 A genética como ferramenta para a delimitacdo de espécies

A taxonomia se dedica a descrever novas espécies e, inicialmente, a
metodologia usada para essas descricdes era basicamente a analise de caracteres
morfolégicos, chamada taxonomia morfolégica. Com o0 avanco cientifico e o
desenvolvimento de novas metodologias de analise, foi possivel incorporar técnicas

moleculares e analises genéticas na resolucao de incertezas taxondémicas.

Os genes conservam a historia evolutiva das espécies por serem menos influenciados
pelo ambiente e por disponibilizarem mais caracteres informativos, em comparacdo aos dados
morfolégicos (LOESCHCKE; TOMIUK; JAIN, 1994; TURCHETTO-ZOLET et al., 2014). A
genética, com o uso de marcadores moleculares, tem possibilitado a analise de questdes

evolutivas em diferentes niveis taxondmicos (MIYAKI; RUSSO; PEREIRA, 2012).

Os marcadores moleculares sdo segmentos de DNA capazes de proporcionar
informacdes sobre as populagbes e os individuos. Diferentes marcadores possuem
distintas taxas de evolucao, portanto é preciso escolher qual ou quais marcadores
moleculares podem responder a determinadas perguntas (SOLE-CAVA; CUNHA,
2012). O desenvolvimento de técnicas como a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) possibilitou o acesso ao DNA por meio dos marcadores moleculares. Dois

marcadores muito utilizados sdo o DNA nuclear e o DNA mitocondrial.

O DNA mitocondrial € uma molécula pequena, de origem predominantemente
materna e, em sua maior parte, € formado por genes codantes, tornando-a uma molécula
conservada e aumentando seu potencial para responder questdes filogenéticas (AVISE et
al., 1987; VAWTER; BROWN, 1986). Estudos com genes mitocondriais como o Citocromo b
tém apresentado bons resultados na reconstrucdo de relagdes evolutivas entre géneros e

entre espécies pertencentes & um mesmo género (ARANTES, 2011; CANON et al., 2014).

15



1.3. Diversidade de roedores e a familia Echimyidae

Dentre os mamiferos viventes, os roedores constituem uma das ordens de
maior diversidade. Com cerca de 2277 espécies reconhecidas, a ordem Rodentia
engloba 42% das espécies de mamiferos do mundo (CARLETON; MUSSER, 2005).
As relacdes filogenéticas dentro deste grupo sdo imprecisas e com algumas

divergéncias entre a filogenia molecular e a morfolégica (HUCHON et al., 2002).

O grupo é considerado polifilético desde os trabalhos de Graur et al. (1991) e
D’Erchia et al. (1996), os quais sugerem que a espécie Cavia porcellus ndo € um roedor
(BLANGA-KANFI et al., 2009; CARLETON; MUSSER, 2005). A ordem Rodentia esta
dividida em algumas subordens, sendo algumas delas consideradas mondfiléticas, como a

subordem Hystricognathi (BLANGA-KANFI et al., 2009; CARLETON; MUSSER, 2005).

Os Echimyidae constituem uma grande e diversa familia dentro da subordem
Hystricognathi, para a qual ja foram realizados diversos estudos filogenéticos (FABRE et
al., 2013; LEITE; PATTON, 2002; LOSS, 2014; UPHAM; PATTERSON, 2012). No
entanto essas filogenias sédo incompletas, dificultando as resolugfes filogenéticas e a
delimitacdo de espécies (LESSA et al., 2014). As altas taxas de especiacdo, os altos
niveis de homoplasia em caracteres morfologicos e as taxas de evolucdo heterogéneas

podem estar interferindo na resolucéo filogenética do grupo (FABRE et al., 2013).

Os ratos-de-espinho, como sao chamados os integrantes da familia Echimyidae,
foram divididos em trés clados polifiléticos (e.g. terrestre, arboreo e semi-fossorial) de
acordo com um estudo que utilizou o gene do Fator von Willebrand (VWF) (GALEWSKI
et al., 2005). O género Clyomys pertence ao clado semi-fossorial e tem sido foco de
alguns trabalhos acerca da validacdo das suas espécies (ARANTES, 2011; BECKER et

al., 2007; BEZERRA; OLIVEIRA, 2013; BEZERRA et al., 2012; BUENO et al., 2004).
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1.4. O género Clyomys
O género Clyomys (THOMAS, 1916) foi descrito apenas com a espécie, Clyomys

laticeps (THOMAS, 1909) (Figura 2A), baseado em um Unico espécime encontrado em
uma expedicdo a Lagoa Santa, MG-Brasil. Coletas posteriores no Paraguai permitiram
a descricdo da subespécie Clyomys laticeps whartoni (MOOJEN, 1952). Em 1974, a
avaliacdo de espécimes de dois estados brasileiros, Mato Grosso e S&o Paulo,
evidenciou a existéncia de diferencas entre os exemplares dessas duas localidades
(BISHOP, 1974). Em 1981, analises de espécimes provenientes de diferentes
localidades brasileiras levaram a descricdo de uma nova espécie para 0 género,

denominada Clyomys bishopi (AVILA-PIRES; WUTKE, 1981) (Figura 2B).

Figura 2: Foto de individuos das espécies Clyomys laticeps (A) e Clyomys bishopi
(B). Fotos: Cibele R. Bonvicino (BONVICINO; OLIVEIRA; D’ANDREA, 2008) e J.C.
Motta-Junior (BUENO, 2005).

Este género apresenta ampla distribuicdo em areas de Cerrado da América
do Sul, ocorrendo nos estados brasileiros de S&o Paulo, Minas Gerais, Bahia,
Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Distrito Federal, e no Chaco Paraguaio
(Figura 3) (AVILA-PIRES; WUTKE, 1981; BECKER et al.,, 2007; BEZERRA;
OLIVEIRA, 2010; VIEIRA, 1997). Os individuos do género sdo encontrados
principalmente em areas de transi¢céo entre mata e campo (ALHO et al., 1987), onde

se tem uma combinacao de cobertura herbacea e arbérea (VIEIRA, 1989).
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[] Distribuicao do género Clvomys

1 {3 Itirapina - SP

2 @ ltapetininga - SP

3 @ Brasilia - DF

4 @ Parque Estadual de Caldas Novas -GO
5 # Parque Nacional de Emas - GO

6 & Parque Nacional da Chapada dos Guimaries - MT
7 @ Corumba - MS

0 400

kilometers N

Figura 3: Mapa da América do Sul destacando a distribuicdo do género Clyomys registrada
na International Union for Conservation of Nature and Natural Resources (IUCN) (regido
rachurada) e os pontos de coleta de amostras utilizadas neste trabalho (pontos coloridos).
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As diagnoses do género Clyomys sé&o: bula auditiva hipertrofiada; garras dianteiras
maiores, que auxiliam os habitos fossoriais; e dentes molares pequenos, de superficies
circulares e com apenas um entalhe (BISHOP, 1974; THOMAS, 1916). Outras caracteristicas
morfolégicas do género sdo: tamanho médio, pelagem ferruginea com pelos guardas escuros e
ventre esbranquicado ou amarelado, patas pequenas e cauda menor que o corpo (BONVICINO;

OLIVEIRA; D’ANDREA, 2008; THOMAS, 1909).

Clyomys séo roedores herbivoros, dispersores de sementes (ALHO et al.,
1987; BUENO et al., 2004; VIEIRA, 1989). A espécie C. bishopi é especializada em
monocotiledéneas, embora também se alimente de dicotiledéneas (VIEIRA, 1989). A
ocorréncia de Clyomys pode estar relacionada com a palmeira do género Attalea,
sendo Attalea geraensis para C. bishopi em Séao Paulo e Attalea phalerata para C.
laticeps no Pantanal (ALMEIDA; GALETTI, 2007; BUENO et al., 2004; SAMPAIO;
CAMILO-ALVES; MOURAO, 2010). A ocorréncia C. laticeps também foi associada
com a bromélia Bromelia balansae no Pantanal, a qual pode ser usada como

protecdo contra predadores (CAMILO et al., 2010).

O grupo apresenta habitos semi-fossoriais (BISHOP, 1974; LACHER; ALHO,
1989; THOMAS, 1916). Um estudo com C. bishopi mostrou que por viver em
buracos a espécie é sensivel as baixas concentracdes de oxigénio e gas carbbnico,
sendo capaz de tornar a troca gasosa por meio de ventilacdo pulmonar bifasica e a

reducdo do metabolismo mais eficientes (BARROS et al., 2004).

Para este género é descrito a ocorréncia do desenvolvimento de sistema social
colonial (ALHO et al.,, 1987; BUENO et al., 2004; VIEIRA, 1989), no qual animais

solitarios constroem suas tocas proximas as de outros (BURDA et al., 2000).
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Apesar de existirem poucas diferencas nas medidas craniais entre as espécies descritas
(AVILA-PIRES; WUTKE, 1981; BEZERRA; OLIVEIRA, 2010), C. laticeps e C. bishopi se
distinguem por algumas caracteristicas morfoldgicas, como coloracdo dorsal mais amarela em

C. laticeps e mais ruiva em C. bishopi, as medidas da série molar e o comprimento

palatal (AVILA-PIRES; WUTKE, 1981).

N&o ha consenso na comunidade cientifica sobre a validade das espécies descritas para
0 género. Estudos baseados na morfologia de cranio sugerem que nao ha divisdo entre as
espécies e que todos os individuos do género pertencem a espécie C. laticeps (BEZERRA,;
OLIVEIRA, 2010). Por outro lado, foram encontrados cariétipos diferentes em algumas
localidades: em Itapetininga/SP os animais possuem cariotipo 2n de 34 e o numero fundamental
de cromossomos autossémicos (NF) de 60, em Brasilia/DF os individuos também apresentaram
2n=34, mas NF=62, e os individuos do Parque Nacional de Emas/GO apresentaram 2n=32 e
NF=54 (BEZERRA et al., 2012; SOUZA; YONENAGA-YASSUDA, 1984; YONENAGA, 1975),
indicando haver diferenciacdo genética entre diferentes localidades de ocorréncia. Além disso,
estudos preliminares utilizando um pequeno segmento do gene Citocromo b (CytB) revelaram a
existéncia de ao menos duas linhagens monofiléticas dentro desse género, separando 0s
animais de Sdo Paulo (C. bishopi) das demais localidades do Brasil Central e Pantanal (C.

laticeps) (ARANTES, 2011).

Baseados nos estudos de morfologia de cranio, érgdos como a IUCN e catalogos de

roedores como o de Bonvicino, Oliveira e D’Andrea (2008) passaram a considerar a espécie

Clyomys bishopi sinbnimo da espécie Clyomys laticeps, tendo impacto direto sobre
a conservacdo de C. bishopi, espécie até entdo considerada endémica dos

remanescente de Cerrado do estado de Sao Paulo.
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2. Objetivo

Diante das incertezas taxondmicas apresentadas acima, este trabalho tem como
objetivo avaliar a diferenciacdo genética existente entre individuos pertencentes ao género
Clyomys e investigar o niumero de espécies nele existentes por meio da andlise de genes
nucleares e mitocondriais de espécimes coletados em varias localidades, envolvendo quase
toda a distribuicdo do género. Com base nos estudos anteriores acerca deste género nés

esperamos encontrar pelo menos duas espécies bem definidas.

3. Material e Métodos

3.1. Obtencéo das amostras e extracao de DNA

Ao todo, foram utilizadas amostras de tecido muscular de 33 espécimes do género

Clyomys, coletadas por colaboradores, oriundas das seguintes localidades da distribui¢cdo
do género: Estacdo Ecologica de Itirapina - SP (ITl) (n = 8), Itapetininga - SP (ITA) (n = 6),
Parque Nacional de Brasilia - DF (BSB) (n = 1), Estaco Ecoldgica de Aguas Emendadas -
DF (BSB) (n = 1) (agrupadas na populacdo de Brasilia para a realizacdo das analises),
Parque Nacional das Emas - GO (PNE) (n = 3), Parque Estadual de Caldas Novas - GO
(CAN) (n = 3), Pargue Nacional da Chapada dos Guimaraes - MT (PNG) (n = 5) e Corumba
- MS (COR) (n = 6) (Figura 3). Todas as amostras foram conservadas em alcool absoluto e

mantidas em freezer - 20°C até a realizacdo dos procedimentos laboratoriais.

As amostras foram submetidas a um protocolo de extracdo de DNA baseado no método
de fenol:cloroférmio descrito por Sambrook e Russel (2001). Apds a extracdo, a qualidade do
DNA foi verificada por meio de uma eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com Brometo

de Etidio, sendo posteriormente quantificado utilizando-se um espectrofotdmetro modelo
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NanoDrop 2000, da Thermo Scientific®. Apds a quantificacdo, as amostras foram

diluidas para uma solucdo de uso contendo 20 ng de DNA por microlitro.

Como grupos externos, incluimos em nossas analises sequéncias de até nove espécies,
sendo elas Trichomys sp., cuja sequéncia foi gerada nesse trabalho a partir de um espécime
cedido pela Colecéo de Vertebrados da UFSCar, campus Sorocaba, Capromys pilorides,
Carterodon sulcidens, Euryzygomatomys spinosus, Trinomys iheringi, Myocastor coypus,

Callistomys pictus, Hoplomys gymnurus e Proechimys cuvieri, cujas sequéncias de

DNA estéo disponiveis no Genbank (NUmeros de acesso do Genbank no anexo 1).

3.2. Amplificagédo do DNA

Para avaliacdo taxondmica do género amplificamos, por meio da PCR, fragmentos de
cinco loci génicos (trés nucleares e dois mitocondriais): 680pb (pares de bases) do éxon 10 do
gene do Receptor do Hormbénio de Crescimento (GHR), 1130pb do éxon 28 do fator de von
Willebrand (VWWF), 760pb do intron 7 do Betafibrinogénio (BFIB), 600pb do gene mitocondrial
Citocromo b (CytB) e 694pb do gene mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase Subunidade

| (COI). A relacéo de primers utilizados para a amplificacdo desses segmentos sao

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1: Relacao dos primers utilizados para a amplificacdo dos genes analisados
neste trabalho, e suas temperaturas de anelamento. O gene VWF foi amplificado
utilizando-se a combinagao de primers V4+W1 e V1+W2.

Gene Primer Sequéncia (5’ - 3’) Ta (°C)
CytB
MVZ05
CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG 58
Irwin et al. 1991
MVZ16

AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT
Smith e Patton 1993

col
FISH F2
TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC 48
Ward et al., 2005
FISH R2
ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA
Ward et al., 2005
GHR
GHRO02
GATTTTGTTCACAGTTGGTCTGTGCTCAC 62
Adkins et al., 2001
GHR10
GGRAARTTRGAGGAGGTGAACACMATCTT
Adkins et al., 2001
VvWF
V4
Huchon; Catzeflis; Douzery, 1999 AAGCAGGCCCCTGAAAACAA 64
w1
] TGCAGGACCAGGTCAGGAGCCTCTC
Huchon; Catzeflis; Douzery, 1999
V1
] TGTCAACCTCACCTGTGAAGCCTG 60
Huchon; Catzeflis; Douzery, 1999
W2
Huchon; Catzeflis; Douzery, 1999 ACGTCCATGCGCTGGATCACCT
BFIB
BFIB
CACAACGGCATGTTCTTCAGCAC 61
Wickliffe et al., 2003
B17

ACCCCAGTAGTATCTGCCGTTTGGAT
Wickliffe et al., 2003
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As PCRs para os genes GHR e VWF seguiram as seguintes concentracdes: 2mM de
MgClz, 0,2mM de dNTPs, 1U de Tag DNA polimerase (Invitrogen®), Tampé&o 10X, 10uM de
cada primer e 40 ng de DNA. Para o gene nuclear BFIB as concentracfes usadas foram:
1,5mM de MgClz, 0,2mM de dNTPs, 0,75U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®), Tampao
10X, 0,25 uM de cada primer e 30 ng de DNA. Para amplificacdo do gene GHR usamos um
ciclo de PCR iniciado por temperatura de desnaturacdo de 94°C por 10min seguido por 35
repeticbes de 94°C por 30s, 62°C por 90s e 72°C por 90s, finalizando com temperatura de
extensdo de 72°C por 20min. Para o gene VWF utilizamos o mesmo ciclo, acrescentando
um touchdown com 10 ciclos iniciados dois graus acima da temperatura de anelamento do
primer. Usamos para as reacfes do gene BFIB um ciclo iniciado a 94°C por 5min seguido
por 40 repeticdes de 94°C por 45s, 61°C por 90s e 72°C por 90s e finalizado com uma

extensao na temperatura de 72°C por 6min.

Para a amplificagdo do gene mitocondrial CytB, utilizamos os reagentes nas
concentracfes que se seguem: 2mM de MgClz, 0,2mM de dNTPs, 0,5U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen®), Tampao 10X, 0,3uM de cada primer e 40 ng de DNA. As
concentrac@es utilizadas para o gene COI foram: 2mM de MgClz, 0,2mM de dNTPs,
0,75U de Tag DNA polimerase (Invitrogen®), Tampéao 10X, 0,5uM de cada primer e
30 ng de DNA. O ciclo da PCR utilizado para CytB consistiu em uma temperatura de
desnaturacao de 95°C por 120s seguido por 30 repeticdes de 95°C por 45s, 58°C
por 60s e 72°C por 90s, finalizando com temperatura de extensdo de 72°C por 8min.
Para o COI iniciamos o ciclo a 95°C por 10min, seguido por 35 repeticoes de 95°C

por 1min, 48°C por 1min e 72°C por 90s, e finalizamos com 72°C por 7min.

Apos a finalizacdo das PCRs, verificamos o sucesso de amplificagcdo e da
qualidade do produto por meio de eletroforese em gel de agarose 1,2%, corado com

brometo de etidio e visualizado em transiluminador de luz ultravioleta.
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3.3. Sequenciamento

Apos a amplificacdo dos diferentes segmentos génicos, 13ul do produto final
foram purificados com 2,6U da enzima Exonuclease | (Exo I) e 2,3U da enzima
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), mantidos em um termociclador a 37°C por 1h e
30min, seguido por 80°C por 20min. Posteriormente, encaminhamos o0s produtos
purificados ao Centro de Gendmica do Distrito Federal, localizado na Universidade
Catolica de Brasilia, onde foram sequenciados utilizando-se o equipamento ABI
3130xlI Genetic Analyser, da Applied Biosystems®. As amostras do gene COI e

algumas do gene BFIB foram enviadas para a empresa Macrogen® (Seoul, Korea).

3.4. Alinhamento e Anélises dos dados

As sequéncias obtidas foram analisadas e editadas no programa Geneious®
versao 6.0.6 (KEARSE et al., 2012). Em seguida, o alinhamento mdltiplo foi feito no
Software BioEdit (HALL, 1999) utilizando o algoritmo CLUSTAL W (Thompson et al.,
1994), que faz o alinhamento de forma local ou por sitios, variando as penalidades

de GAP em relacéo ao sitio (HICKSON; SIMON; PERREY, 2000).

Fizemos a concatenacéo dos genes no programa DAMBE versao 5 (XIA, 2013), substituindo
0s gaps por missing data. Utilizamos uma matriz concatenada de todos 0s genes para a construcao
das arvores de maxima verossimilhanca e bayesiana, enquanto outra matriz concatenada apenas
dos genes mitocondriais foi utilizada para a constru¢cdo da rede de haplotipos. Nas andlises
separadas para cada gene utilizamos apenas os individuos para os quais obtivemos sucessos na
amplificacdo e no sequenciamento, enquanto que para as andlises dos genes concatenados as

sequéncias faltantes foram substituidas por cédigos de missing data.

Separamos os individuos em grupos por meio de andlise bayesiana de delimitagéo

de grupos com o programa BAPS versdo 5 (CORANDER et al., 2008). A partir do resultado
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fizemos as analises de polimorfismo e calculamos o valor de Fst entre 0s grupos
encontrados, além de estimar indices de diversidade haplotipica e nucleotidica de cada
gene utilizando o programa DNAsp verséo 5 (LIBRADO; ROZAS, 2009). Com 0 mesmo
programa determinamos os haplotipos de cada gene e da matriz com 0s genes

mitocondriais concatenados, desconsiderando os sitios com gaps/ missing datas.

A partir dos grupos encontrados pelo BAPS calculamos as distancias genéticas
dentro e entre 0s grupos, para todos oS genes e para 0S genes mitocondriais
concatenados. As distancias foram obtidas com o programa MEGA v7.0.14 (KUMAR;
STECHER; TAMURA, 2016), utilizando o modelo de evolucdo Kimura-2-parametros
para o calculo das distancias par-a-par de cada gene individualmente, exceto GHR, e
para os genes mitocondriais concatenados. O gene GHR néo foi utilizado para o calculo

da distancia genética por nao apresentar polimorfismo entre os individuos analisados.

Com o programa Network, versdo 4.6.1.1 (Fluxus Technology, 2012) estimamos
as relacdes entre os haplétipos encontrados nos diferentes genes (exceto GHR) por
meio da construcdo de uma rede haplotipica utilizando o método Median-Joining
(BANDELT; FORSTER; ROHL, 1999). Como o gene GHR n&o apresentou polimorfismo

nao foi possivel construir rede de haplotipos para este gene.

As arvores filogenéticas de maxima verossimilhanca de cada gene e da
matriz concatenada foram criadas com programa PhyML 3.0, versdo online
disponivel em http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/ (GUINDON; GASCUEL, 2003)
utilizando o modelo GTR com suporte de 10000 replicacdes de bootstrap. O modelo

GTR foi utilizado por ser o mais robusto disponivel no programa.

Elaboramos arvores por meio de Inferéncia Bayesiana utilizando o programa MrBayes

(RONQUIST; HUELSENBECK, 2003), com 2 milhdes de gera¢bes de cadeias Markov de
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Monte Carlo (MCMC) para as analises de cada gene e 20 milhdes para a matriz
concatenada, utilizando o modelo GTR. Obtivemos arvores a cada 1000 geracdes,
aplicando-se 25% de burn-in, necessario para a eliminacdo das cadeias frias de

acordo com o programa TRACER 1.6 (RAMBAUT et al., 2014).

Utilizamos os grupos encontrados pelo programa BAPS como base para a
delimitacéo de espécies por inferéncia bayesiana com o programa BP&P versao 3.2 (YANG,
2015). Aplicamos a fungéo do programa que estima a arvore de espécies. A qual servird de
base para a delimitacdo das espécies. Apesar de se basear em uma arvore guia, 0
algoritmo que o BP&P usa para a delimitagdo de espécies, o reversible-jump Markov chain
Monte Carlo (rfMCMC), ndo limita a escolha dos melhores nés pela arvore guia, ou seja, 0
n6é da arvore de espécies pode ser rejeitado caso ndo haja probabilidade do mesmo
acontecer (RANNALA; YANG, 2013). Para estas andlises, testamos diferentes cenarios,
combinando diversas possibilidades dos parametros de tamanho populacional e tempo de
divergéncia de acordo com o proposto por LEACHE; FUJITA, 2010 (Tabela 2). Cada cenario
foi rodado mais de uma vez com os dois algoritmos disponiveis no BP&P 3.2 para garantir a
mistura correta entre as cadeias. Alguns trabalhos tém testado a eficacia do BP&P em
delimitar espécies e os resultados tem sido positivos, inclusive utilizando poucos genes

(CAMARGO; SITES, 2013; GIARLA; VOSS; JANSA, 2014).

Apb6s a delimitacdo das espécies construimos uma arvore de espécies datada com o
programa *Beast (HELED; DRUMMOND, 2010). Fizemos a calibracdo de forma secundaria,
utilizando os resultados obtidos por UPHAM; PATTERSON, 2015 na separacédo dos géneros

Clyomys e Euryzygomatomys (média= 5,7, desvio padrao=1).
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Tabela 2: Cenarios testados para fazer a delimitacdo das espécies pelo programa
BP&P. Os cenarios avaliam diferentes parametros de tamanho populacional (8) e
tempo de divergéncia (10).

CENARIO ALGORITIMO (¢} TO DESCRICAO
Populacéo grande
1 0 G(1,10) G(1,10)
Divergéncia profunda
Populacdo pequena
2 0 G(2,2000)  G(2,2000)
Divergéncia recente
Populagéo grande
3 0 G(1,10) G(2,2000)
Divergéncia recente
Populagéo grande
4 1 G(1,10) G(1,10)
Divergéncia profunda
Populagdo pequena
5 1 G(2,2000)  G(2,2000)
Divergéncia recente
Populacéo grande
6 1 G(1,10) G(2,2000)

Divergéncia recente
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4. Resultados

Ao final do sequenciamento e das edi¢8es, obtivemos sequéncias de 33 individuos para
0s genes CytB, COIl, GHR e VWF e de 32 individuos para o gene BFIB, perfazendo um total
de 3864 pares de bases. Lista completa dos individuos e dos genes sequenciados para cada um

em anexo (Anexo 2).

A andlise de agrupamento realizada com o software BAPS separou as localidades de
coleta em trés grupos: grupo 1, individuos de Itirapina e Itapetininga (laranja — Sao Paulo);
grupo 2, individuos de Caldas Novas, Parque Nacional de Emas, Brasilia e Parque Nacional da
Chapada dos Guimaraes (verde - Central); e grupo 3, individuos de Corumba (azul- Pantanal)

(Figura 4).

Figura 4: Grupos formados pelo BAPS com a analise dos genes CytB, COIl, GHR, VWF e BFIB.
Grupo 1 (laranja) composto pelas localidades Itirapina — SP (ITI) e Itapetininga — SP (ITA); grupo
2 (verde) por Parque Nacional da Chapada dos Guimaraes — GO (PNG), Brasilia

— DF (BSB), Caldas Novas — GO (CAN), Parque Nacional de Emas — GO (PNE); e
grupo 3 (azul) por Corumba — MS (COR).

O gene CytB apresentou 14,12% dos seus 694 sitios variaveis, formando 24 haplotipos
com Fstigual a 0,50, diversidade haplotipica (Hd) de 0,96 e diversidade nucleotidica (11) de
0,025. J4 0 COl teve 8% dos seus 600 sitios variaveis com 16 haplotipos, com Fst = 0,82, Hd

=0,93 e m = 0,026. O GHR foi pouco variavel dentro do género, com apenas duas bases
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variaveis, constituindo 0,29% de variacdo do total de 680 sitios. Dessa forma encontramos
apenas um haplétipo para esse gene, ndo sendo, portanto, possivel estimar valores de
diversidade. O gene VWF teve 3,19% dos seus 1130 sitios variaveis, gerando 26 haplétipos,
com Fst = 0,63, Hd = 0,63 e m = 0,006. Ja o BFIB apresentou 3,68% das suas 760 bases

variaveis, gerando 11 haplétipos, com Fst = 0,57, Hd = 0,71 e m = 0,006 (Tabela 3).

Tabela 3: Valores de diversidade genética observados para os genes CytB, COlI,
GHR, VWF e BFIB em 33 espécimes do género Clyomys analizados neste trabalho.

Gene Numero % de sitios NuUmerosde  Fst Diversidade Diversidade
de bases variaveis haplétipos haplotipica (Hd)  Nucleotidica (1)

CytB 694 14,12 24 0,50 0,96 0,025

CoOl 600 8,0 16 0,82 0,93 0,026

GHR 680 0,29 - - - -

VWF 1130 3,19 26 0,63 0,63 0,006

BFIB 760 3,68 11 0,57 0,71 0,006

O calculo das distancias genéticas entre os grupos delimitados pelo BAPS resultou
em valores médios maiores para 0s genes mitocondriais e a concatenacdo dos mesmos,
variando entre 3,1% e 4,9%. Para estes genes, as médias de distancias entre os grupos 1 e
2 variaram de 3,1 a 3,9, ja entre os grupos 1 e 3 estas variaram de 4,2% a 4,9%, enquanto
gue entre os grupos 2 e 3 a variacao foi de 2,7 a 3,6. Com 0s genes nucleares as variagoes
das médias de distancia entre os grupos foram de 0,5 a 0,7 entre os grupos 1 e 2, de 1,0 a
1,1 entre os grupos 1 e 3 e entre 0s grupos 2 e 3 as médias foram iguais a 0,8 para ambos
0s genes. Ja dentro dos grupos a maior média de distancia encontrada foi de 1%, exceto no
grupo 3, o qual apresentou 3% o gene CytB. O grupo 1 apresentou distancias iguais a zero
para os genes COIl, VWF e BFIB. Os valores médios das distancias estdo apresentados na

tabela 4 e as matrizes com as distancias estdo contidas nos anexos 3, 4, 5,6 e 7.
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Tabela 4: Distancias genéticas médias, entre os grupos e dentro dos grupos delimitados
pelo BAPS, para cada gene (CytB, COIl, vWF e BFIB) e para a matriz concatenada dos
genes mitocondriais (Mit_Conc). Os valores apresentados estdo em porcentagem.

CytB (%) COI (%) Mit Conc (%) VWF (%) BFIB (%)
Entre grupos
1X2 3,1 3,9 3,5 0,7 0,5
2X3 3,6 2,7 3,1 0,8 0,8
1X3 4,2 4,9 4,5 1,0 1,1
Dentro grupos
1 1,0 0 0,4 0 0
2 1,0 1,0 1,3 0,9 0,6
3 3,0 1,0 1,9 0 0,4

A rede de haplétipos construida com a concatenacdo dos genes mitocondriais

(i.,e Cytb e COI) ndo apresentou compartiihamento de haplétipos entre as diferentes

localidades. O maior niumero de passos mutacionais (36) foi observado em dois pontos:

um entre individuos da populacdo de Corumbé — MS; e outro entre dois vetores médios

gue separam os individuos dos pontos de Sdo Paulo das demais localidades (Figura 5).

A distancia genética encontrada dentro do grupo formado pelos individuos do Pantanal

(3%, Tabela 4) reflete o nUmero de passos mutacionais encontrado para o gene CytB.

As redes de haplétipos dos genes Cytb e COI estdo nos anexos 8 e 9 respectivamente.

31



{ Itirapina - SP

& Itapetininga - SP

& Brasilia - DF

@ Parque Estadual de Caldas Novas -GO
© Parque Nacional de Emas - GO

{3 Parque Nacional da Chapada dos Guimarées - MT
@ Corumba - MS

H Ramo reduzido

5

OO

1
o

Ono

Figura 5: Rede de haplotipos dos genes mitocondriais concatenados. As cores representam as localidades de coleta e os tons representam os grupos dos
individuos (tons de laranja referem-se as localidades de S&o Paulo; de verde, a regido central do Cerrado; e de azul, a Corumbd). O tamanho dos haplétipos
séo proporcionais ao niumero de individuos que os compartilham, e os ramos estdo em propor¢do ao numero de passos mutacionais.
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Ja os genes nucleares VWF e BFIB, por sua vez, apresentaram
compartilhamento de haplétipos entre diferentes localidades na rede gerada. No
VWF, 0 maior nimero de passos mutacionais foi de 12 passos observados entre o
haplotipo de um individuo de Itapetininga (H21) e um haplétipo compartilhado por
individuos de lItirapina, Brasilia e Caldas Novas (H1) (Figura 6A). Por outro lado,
BFIB apresentou oito passos mutacionais, no seu maior ramo, entre um individuo

do Parque Nacional de Emas (PNE) e um haplotipo ancestral (Figura 6B).

A arvore consenso das topologias geradas pelo método de maxima
verossimilhanca utilizando todos os genes concatenados (Figura 7) apresentou
politomia em algumas de suas relacbes, com o clado de Sdo Paulo melhor
estruturado e com maior valor de suporte. A topologia gerada por inferéncia
bayesiana (Figura 8) apresentou poucas politomias nos ramos e valores de
suporte maiores que o0s da topologia por maxima verossimilhanca. Os genes
mais informativos para essas analises foram os genes mitocondriais. As

topologias geradas para cada gene isoladamente estdo nos anexos de 10 a 14.
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Figura 6: Rede de Haplotipos dos genes VWF (A) e BFIB (B). As cores representam as
localidades de coleta, sendo que os tons representam os clados dos individuos (tons de
laranja referem-se as localidades de Sao Paulo, verde a regido central do Cerrado e azul a
Corumbd). O tamanho dos haplétipos séo proporcionais ao niumero de individuos que os
compartilham e os ramos estdo em propor¢éo ao nimero de passos mutacionais.

34



P2_COR
PICOR

P5 COR
@P-’t COR
50 P6_COR
P3_COR
Rodl6_PNG
Rod41 PNE
= Rod36_PNE
152 Rodan PNE
Rodl5_PNG
= Rodl 7 PNG
Rodl4 PNG
Rod18_PNG
- Chid3 ITA

Rocd2{8 ITI
1L o2 ITI
Roc217ITI
- Rod216_ITI
— Rod2147ITI
54 los™= Roc218ITI
| . Cbi36 ITA

=5 2073_CAN
_l;E 2075_CAN
= 2074 CAN
——E RodZ09_BSE
Rod210_BSE
S — ¢ ]
E Hoplomys
Proechimys
E Carterodon
Callistonmy
— — ]\ yOcastor
Capromys

Trinomys
Ewryzygoma

Figura 7: Topologia consenso da analise de maxima verossimilhangca com a matriz concatenada de todos os genes. Os valores de
suporte dos nés apresentados em porcentagem. As cores representam os grupos delimitados pelo BAPS. As siglas a frente dos nomes

dos individuos indicam seus pontos de coleta (Itirapina—SP (ITI), Itapetininga—SP (ITA), Parque Nacional da Chapada dos Guimaraes—
GO (PNG), Brasilia—DF (BSB), Caldas Novas—GO (CAN), Parque Nacional de Emas—GO (PNE) e Corumba—MS (COR)).
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Figura 8: Arvore filogenética construida por inferéncia Bayesiana utilizando todos os genes concatenados, com 20 milhdes de gerac&o e burn-in de
25%. Os valores de suporte dos nés apresentados estdo em probabilidades. As cores representam os grupos delimitados pelo BAPS. As siglas a
frente dos nomes dos individuos indicam seus pontos de coleta (ltirapina—SP (ITl), Itapetininga—SP (ITA), Parque Nacional da Chapada dos

Guimardes—GO (PNG), Brasilia—DF (BSB), Caldas Novas—GO (CAN), Parque Nacional de Emas—GO (PNE) e Corumba—MS (COR)).
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Os grupos formados no BAPS foram confirmados como potenciais espécies pelo
programa BP&P com probabilidade igual a 1 em todos os cenérios testados. As arvores
de espécies estimadas em cada cenario foram iguais entre si, contendo as seguintes

relagdes ((Grupo 2, Grupo 1), Grupo 3) (Tabela 5).

Tabela 5: Esquemas utilizados no BP&P para a delimitacdo de espécies a partir dos
grupos encontrados pelo BAPS, o nimero de espécies (probabilidade) e a arvore de
espécies sugeridas por cada esquema. Grupo 1 composto por individuos das localidades
de ltirapina—SP (ITI) e Itapetininga—SP (ITA), o grupo 2 por Parque Nacional da Chapada
dos Guimaraes—GO (PNG), Brasilia—-DF (BSB), Caldas Novas—-GO (CAN), Parque
Nacional de Emas—GO (PNE); e o grupo 3 por Corumba—MS (COR))

Esquema  NUmero de espécies Arvore de Espécies
(probabilidade)
1 3(1) ((Grupo 2, Grupo 1), Grupo 3)
2 3(1) ((Grupo 2, Grupo 1), Grupo 3)
3 3(2) ((Grupo 2, Grupo 1), Grupo 3)
4 3(1) ((Grupo 2, Grupo 1), Grupo 3)
5 3(2) ((Grupo 2, Grupo 1), Grupo 3)
6 3(1) ((Grupo 2, Grupo 1), Grupo 3)

A arvore de espécies com todos os genes construida com o programa *BEAST
reafirmou a topologia estimada pelo BP&P. A datacéo desta topologia mostra que a
primeira divergéncia formando o grupo 3 teria acontecido em torno de 0,79 milhdes de
anos atras (maa), enquanto que a divergéncia entre os grupos 1 e 2, por volta de 0,42maa,

ambas ocorrendo no Pleistoceno (Figura 9).
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Figura 9: Arvore de espécies reconstruida no programa *Beast. Os valores de suporte dos ramos estéo apresentados em probabilidade.
Calibracédo secundaria no ponto na separacao dos géneros Clyomys e Euryzygomatomys, média 5,7 e desvio 1 (UPHAM; PATTERSON,
2015). A barra mostra o tempo de divergéncia dos grupos. O grupo trés divergiu em 0,79maa e 0s grupos um e dois divergiram em 0,42maa
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5. Discussao

Nossos resultados evidenciam a existéncia de trés potenciais espécies
dentro do género Clyomys, sendo uma de ocorréncia restrita ao Cerrado do estado
de S&o Paulo, de forma que Clyomys bishopi retomaria o status de espécie; outra
na regidao mais central da distribuicdo do Cerrado, a chamada Clyomys laticeps; e
uma terceira espécie ocorrendo em enclaves de Cerrado no Pantanal. Embora as
topologias das arvores filogenéticas geradas ndo sejam bem estruturadas, outras
andlises como a de agrupamento do BAPS, as distancias genéticas médias entre e
dentro dos grupos e a analise com o BP&P indicaram fortemente a separacdo dos
grupos confirmando estes como potenciais espécies. No caso do BP&P, as
potenciais espécies foram validadas independentemente do tamanho estimado da

populacéo (grande ou pequeno) e o tempo de divergéncia (recente ou antigo).

Em uma andlise de morfologia de cranio Bezerra e Oliveira (2010) ndo
encontraram diferencas entre as espécies do género Clyomys, e sugeriram que
estas fossem sinonimizadas e, assim, passaria a existir somente a espécie C.
laticeps. No entanto, outros trabalhos, tanto morfoldégicos quanto genéticos,
apontaram diferencas entre individuos de diferentes regides (ARANTES, 2011,
AVILA-PIRES; WUTKE, 1981; BEZERRA; OLIVEIRA, 2013; BEZERRA et al.,

2012; SOUZA; YONENAGA-YASSUDA, 1984; YONENAGA, 1975).

Um estudo baseado na morfologia falica de individuos do Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Paraguai apontou diferencas no baculo entre as
populacdes analisadas, sendo que cada uma possui uma morfologia propria do baculo
(BEZERRA,; OLIVEIRA, 2013). Com relacdo aos caracteres genéticos, foram encontradas

diferencgas entre caridtipos. Em Itapetininga/SP os animais possuem cari6tipo
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2n de 34 e o numero fundamental de cromossomos autossémicos (NF) de 60, em
Brasilia/DF os individuos também apresentaram 2n=34, no entanto o NF=62, enquanto
os individuos do Parque Nacional de Emas/GO apresentaram 2n=32 e NF=54
(BEZERRA et al., 2012; SOUZA; YONENAGA-YASSUDA, 1984; YONENAGA, 1975).
Outra evidéncia de divergéncia entre as populacdes foi apontado em um estudo com
um segmento de 252pb do gene CytB, o qual revelou a existéncia de ao menos duas
linhagens separando os animais de S&o Paulo (C. bishopi) das demais localidades do

Brasil Central e Pantanal (C. laticeps) (ARANTES, 2011).

O rearranjo de cariétipos pode gerar isolamentos reprodutivos de
populacbes, levando a especiacbes, principalmente por suprimir a
recombinacdo entre os cromossomos (RIESEBERG, 2001). Os distintos
cariétipos no género Clyomys encontrados na literatura podem estar refletindo
diferenciacdes genéticas significativas, as quais podem nao ter sido detectadas
na delimitacdo de espécies analisando apenas o DNA. Assim, embora existam
similaridades no DNA dos individuos de Brasilia e Parque Nacional de Emas,

os diferentes cariétipos podem inviabilizar a reproducéo entre individuos.

A maioria das espécies de mamiferos apresentam distancias médias de no minimo
2% para o CytB (JOHNS; AVISE, 1998). Para morcegos a distdncia minima encontrada
por Bradley e Baker (2001) utilizando também o CytB foi de 2,5%. Em outras analises com
o CytB, porém com roedores da América do Sul, foram encontradas distancias genéticas
de 1,3% dentro do género Calomys (HAAG et al., 2007) e de 3% entre espécies do género
Akodon (SMITH; PATTON, 1991). O gene COIl também tem sido utilizado para a
delimitacdo de espécies. Para espécies de pequenos mamiferos, esse gene apresentou
distancia interespecifica de no minimo 1,5 (BORISENKO et al., 2008). Outros estudos

mostraram valores de no minimo 2% para 98% de 13320 espécies de
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invertebrados analisados (HEBERT; RATNASINGHAM; DEWAARD, 2003) e,

para aves, a menor distancia encontrada foi de 1% (HEBERT et al., 2004).

Desta forma, as diferencas morfoldégicas (AVILA-PIRES; WUTKE, 1981;
BEZERRA; OLIVEIRA, 2013) e genéticas (ARANTES, 2011; BEZERRA et al., 2012;
SOUZA; YONENAGA-YASSUDA, 1984; YONENAGA, 1975) encontradas em outros
trabalhos, bem como os valores médios de distancias genéticas relatados na literatura
para 0s genes mitocondriais, favorecem nosso resultado de que ha isolamento
genético entre as populagbes de Sado Paulo, Brasil Central e Pantanal. As altas
probabilidades de ocorréncia de trés espécies indicadas pelo BP&P, que considera
potenciais espécies aquelas em que o fluxo génico cessa com a separacdo das

mesmas (YANG; RANNALA, 2010), também embasam nossos resultados.

Nas nossas analises, 0s genes mitocondriais foram mais informativos para a
delimitacdo das potenciais espécies. A divergéncia entre os resultados dos dois
conjuntos de genes pode ser explicada pelas diferencas nas respostas destes aos
processos evolutivos. O DNA mitocondrial € composto por uma molécula pequena,
herdado por linhagem materna, e que apresentam alta taxa de mutagdo e rapido
tempo de coalescéncia, enquanto que 0s genes nucleares levam um tempo maior para
refletirem mudancas recentes, uma vez que possuem taxas de mutacdo menores e
heranca biparental (AVISE et al., 1987; ZINK; BARROWCLOUGH, 2008). Em um teste
empirico, comparando as respostas de genes mitocondriais e nucleares para estudos
filogenéticos em 30 espécies de aves, genes mitocondriais foram bons marcadores na

estimativa de divergéncia interpopulacionais (HUNG; DROVETSKI; ZINK, 2016).

Diferentes andlises podem divergir quanto aos resultados gerados, devido ao
aporte estatistico de cada analise. A inferéncia bayesiana leva em consideragdo uma
topologia baseada em probabilidade bem estabelecida para iniciar sua busca da &rvore
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mais provavel de ocorrer, enquanto que a maxima verossimilhanca utiliza a frequéncia
dos ramos para determinar as relacdes filogenéticas (BARKER, 2014). Por
considerarem a matriz concatenada como um Unico segmento, as andlises com esta
matriz podem fazer leitura incompleta dos dados, refletindo nas topologias geradas.
No entanto, a arvore de espécies diminui esses erros, pois € uma analise multilocos
das relacées entre populaces ou espécies (LEACHE; RANNALA, 2011). Nesse caso,
o fato de cada gene representar uma regidao do genoma ou de ter origens distintas é

levado em consideracao e reflete em uma melhor interpretacéo dos dados.

Giarla, Voss e Jansa (2014) também encontraram diferencas em analises
com diferentes métodos e genes em estudos com espécies do género Thylamys
gue ocorrem ao longo dos Andes. Os autores sugerem que estas divergencias se
dado em funcéo das diferentes pressdes de selecdo nos genes e a forma como
cada método de analise interpreta os dados. Embasados por bons resultados com

0 programa BP&P os autores validaram as espécies cripticas da regiao.

Tanto na arvore de espécie estimada pelo BP&P, quanto na arvore reconstruida
pelo *BEAST, os grupos 1 e 2 agruparam mais préximos entre si e o grupo 3 ficou mais
basal em comparacdo com os outros dois. A datacdo das potenciais espécies encontradas
indicou que estas teriam divergido no Pleistoceno, sendo que a primeira a divergir foi a
potencial espécie 3, por volta de 790 mil anos atrds, e a separacdo das potenciais

espécies 1 e 2 teria ocorrido mais recentemente a cerca de 420 mil anos atras.

Muitas hipéteses tentam explicar a grande diversidade existente no Cerrado. Uma
hipétese amplamente explorada é a teoria do reflgio, que sugere a expansdo de areas
abertas no periodo quaternario (HAFFER, 1969). O Pleistoceno foi um periodo de grandes
flutuagBes climéticas, com sucessivos eventos de expanséo e retragdo das areas abertas
no centro da América do Sul, e essas modificacdes podem ter favorecido a grande
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biodiversidade existente no Cerrado por criar barreiras entre as populagées (OLIVEIRA-

FILHO; RATTER, 2002; RATTER; RIBEIRO; S., 1997, WERNECK et al., 2012).

O surgimento de barreiras ao longo do tempo pode ter contribuido para a
especiacdo das populacdes de Clyomys. O registro de um féssil do género Clyomys na
argentina (VUCETICH; VERZI; TONNI, 1997) evidencia uma maior distribuicdo do género
em relacdo a atual. A especiacdo dentro do género pode ter sido favorecida por diversos
motivos, como a baixa disperséo dos individuos, seus habitos semi-fossoriais, seu sistema
social de viver em coldnias de tocas e também pela relagdo com a ocorréncia de palmeiras
do género Attalea. E possivel ter havido coevolugéo entre os géneros

Clyomys e Attalea, uma vez que os espécimes de Clyomys do Pantanal e de Sao

Paulo apresentam associacdo com diferentes espécies deste género de palmeira.

6. Consideracdes Finais

Apesar das resolucdes das arvores filogenéticas ndo serem claras quanto a
delimitacdo das diferentes espécies dentro do género Clyomys, o suporte estatistico que
encontramos nas analises multiclocus nos permite a acreditar na provavel existéncia de
mais de uma potencial espécie para o género Clyomys. Nossos dados indicam a
existéncia de uma potencial espécie na regido do Pantanal. A subespécie C. laticeps
whartoni descrita por Moojen em 1952 na regido do Chaco Paraguaio, por ser
geograficamente proximo ao Pantanal, pode corroborar a validagdo da potencial espécie
referente ao grupo 3, mas para isso seria interessante o desenvolvimento de analises com
individuos proveniente do Chaco Paraguaio afim de identificar uma possivel relacdo com
os individuos do Pantanal. A inconsisténcia das relacbes nas topologias e o

compartilhamento de hapl6tipos sao evidéncias de que a divergéncia entre as potenciais
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espécies analisadas tenha ocorrido recentemente e ainda nao estd bem
estruturada nos genes nucleares. No entanto, os genes mitocondriais j deixam

claro a separacdo das mesmas.

Com a separacao das espécies, C. bishopi retorna ao nivel de espécie, interferindo
diretamente nas politicas de conservagéo voltadas para ela, que é endémica do Cerrado
do estado de Sédo Paulo. Como esta regido sofre historicamente com desmatamento e a
alta pressdo antrépica, provocando altos indices de perda e fragmentacdo de habitat, a
ocorréncia de uma espécie endémica mostra a necessidade de programas eficazes de
conservacao e manejo. Além disso, nossos resultados e a literatura indica a existéncias de
grupos genéticos desconhecidos apontando a necessidade de politicas de conservacao

das &reas de ocorréncia de todo o género.
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8. Anexos

Anexo 1: Numeros de acessos das sequencias dos grupos externos retiradas do GenBank.

INDIVIDUO GENE GENE COIlI GENE GENE GHR
CYTB VWF

Capromys JF297657.1 AJ251142.1 KM013983.1
pilorides

Carterodon KJ742666.1 KJ742615.1 KJ742640.1
sulcidens

Euryzygomatomys| JF297804.1 JF297657.1 JF297706.1 KJ742629.1
spinosus

Trinomys iheringi| EU313254.1 KF590677.1 KF590695.1
Myocastor coypus| EU544663.1 AJ251140.1 AF520662.1
Callistomys KJ742659.1 KJ742614.1 KJ742627.1
pictus

Hoplomys AF422922.1 JN415080.1 AF520661.1
gymnurus

Proechimys AJ251400.1 KF590675.1 KF590693.1
cuvieri
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Anexo 2: Tabela com individuos utilizados nas analises, suas localidades e

0S genes sequenciados para cada um.

INDIVIDUO LOCALIDADE GENE GENE GENE GENE GENE
CYTB COl VWF GHR BIFIB
CBI36 Itirapina - SP v/ / / / v/
CBI37 Itirapina - SP v/ / / / v/
CBI38 Itirapina - SP v/ / / / v/
CBI39 Itirapina - SP v/ / / / v/
CBl40 Itirapina - SP v/ / / / v/
CBl41 Itirapina - SP / / / / v/
CBl42 Itirapina - SP / / / / v/
CBI43 Itirapina - SP / / / / v/
ROD214 Itapetininga - SP v / v/ / v/
ROD216 Itapetininga— SP v / / / v/
ROD217 Itapetininga— SP v / / / v/
ROD218 Itapetininga— SP v / / / v/
ROD219 Itapetininga— SP v / / / v/
ROD220 Itapetininga - SP v / / / v/
ROD209 P. N. Brasilia - DF v / / / v/
ROD210 P. N. Brasilia — DF v / / / v/
ROD36 P.N.Emas-GO v / / / v/
ROD40 P.N.Emas-GO v / / / v/
ROD41 P.N.Emas-GO v / / / v/
2073 Caldas Novas - GO v / / / v/
2074 Caldas Novas - GO v / / / v/
2075 Caldas Novas - GO v / v/ / X
ROD14 P. N. Chapada dos v / / / v/
Guimaraes - MT
ROD15 P. N. Chapada dos v / / / v/
Guimaraes — MT
ROD16 P. N. Chapada dos v / / / v/
Guimaraes — MT
ROD17 P. N. Chapada dos v / / / v/
Guimaraes — MT
ROD18 P. N. Chapada dos v / / / v/
Guimaraes — MT
P1 Corumbé - MS / / / / v/
P2 Corumba — MS / / / / /
P3 Corumba — MS / / / / /
P4 Corumba — MS / / / / /
P5 Corumba — MS v/ / / / v/
P6 Corumbé - MS v/ v/ / v/ /
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Anexo 3: Matriz de distancias do gene CytB calculada com

2073
2074
2075
Chi36
Chi37
Chi38
Chi39
Chi40
Chi41
Chi42
Chi43
P1

P2

P3

P4

P5

P6
Rod14
Rod15
Rod16
Rod17
Rod18
Rod36
Rod40
Rod41
Rod209
Rod210
Rod214
Rod216
Rod217
Rod218
Rod219
Rod220

2073 2074 2075 Chi36 Chbi37 Chi38 Chi39 Cbi40

modelo de evolugédo Kimura-2-parametros.

Chi4l Chi42 Cbi43 P1

P2

P3

P4

PS5

P6

0.002
0.005
0.031
0.029
0.031
0.031
0.031
0.029
0.027
0.029
0.016
0.012
0.012
0.064
0.067
0.023
0.010
0.010
0.009
0.009
0.010
0.020
0.018
0.007
0.009
0.009
0.025
0.025
0.025
0.025
0.025
0.025

0.003
0.032
0.031
0.033
0.033
0.033
0.031
0.029
0.031
0.018
0.014
0.014
0.067
0.069
0.025
0.012
0.012
0.010
0.010
0.012
0.021
0.020
0.009
0.010
0.010
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027

0.032
0.031
0.033
0.033
0.033
0.031
0.029
0.031
0.018
0.014
0.014
0.067
0.069
0.025
0.016
0.016
0.014
0.014
0.016
0.018
0.016
0.012
0.014
0.014
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027

0.016
0.014
0.014
0.014
0.016
0.010
0.012
0.032
0.029
0.029
0.067
0.069
0.036
0.034
0.034
0.036
0.036
0.034
0.038
0.036
0.031
0.032
0.036
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005

0.009
0.002
0.009
0.000
0.005
0.003
0.031
0.027
0.027
0.069
0.071
0.038
0.033
0.033
0.035
0.035
0.033
0.037
0.035
0.029
0.031
0.034
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010

0.007
0.000
0.009
0.003
0.005
0.033
0.025
0.029
0.066
0.069
0.036
0.035
0.035
0.037
0.037
0.035
0.038
0.037
0.031
0.032
0.036
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009

0.007
0.002
0.003
0.002
0.033
0.029
0.029
0.071
0.073
0.040
0.035
0.035
0.037
0.037
0.035
0.038
0.037
0.031
0.032
0.036
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009

0.009
0.003
0.005
0.033
0.025
0.029
0.066
0.069
0.036
0.035
0.035
0.037
0.037
0.035
0.038
0.037
0.031
0.032
0.036
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009

0.005
0.003
0.031
0.027
0.027
0.069
0.071
0.038
0.033
0.033
0.035
0.035
0.033
0.037
0.035
0.029
0.031
0.034
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010

0.002
0.029
0.025
0.025
0.066
0.069
0.036
0.031
0.031
0.033
0.033
0.031
0.035
0.033
0.027
0.029
0.032
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005

0.031
0.027
0.027
0.069
0.071
0.038
0.033
0.033
0.035
0.035
0.033
0.037
0.035
0.029
0.031
0.034
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007

0.014
0.014
0.067
0.069
0.025
0.023
0.023
0.021
0.021
0.023
0.025
0.023
0.016
0.025
0.025
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027

0.003
0.054
0.056
0.014
0.016
0.016
0.014
0.014
0.016
0.018
0.016
0.012
0.019
0.019
0.023
0.023
0.023
0.023
0.023
0.023

0.050
0.052
0.010
0.016
0.016
0.014
0.014
0.016
0.018
0.016
0.012
0.019
0.019
0.023
0.023
0.023
0.023
0.023
0.023

0.002
0.038
0.069
0.069
0.067
0.062
0.069
0.071
0.069
0.065
0.064
0.064
0.064
0.064
0.064
0.064
0.064
0.064

0.040
0.071
0.071
0.069
0.065
0.071
0.073
0.071
0.067
0.066
0.066
0.066
0.066
0.066
0.066
0.066
0.066

0.027
0.027
0.025
0.025
0.027
0.029
0.027
0.023
0.031
0.031
0.034
0.034
0.034
0.034
0.034
0.034
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Continuacao Anexo 3: Matriz de distancias do gene CytB calculada com modelo de evolugdo Kimura-2-parametros.

Rod14 Rod15 Rod16 Rodl7 Rod18 Rod36 Rod40 Rod41 Rod209 Rod210 Rod214 Rod216 Rod217 Rod218 Rod219 Rod220

2073
2074
2075
Chi36
Chi37
Chi38
Chi39
Chi40
Chi41
Chi42
Chi43
P1
P2
P3
P4
P5
P6
Rod14
Rod15 | 0.000

Rod16 | 0.005 0.005

Rod17 | 0.005 0.005 0.003

Rod18 | 0.000 0.000 0.005 0.005

Rod36 | 0.023 0.023 0.021 0.021 0.023

Rod40 | 0.021 0.021 0.020 0.020 0.021 0.002

Rod41 | 0.014 0.014 0.009 0.012 0.014 0.020 0.018

Rod209| 0.018 0.018 0.016 0.016 0.018 0.027 0.025 0.016

Rod210| 0.018 0.018 0.016 0.016 0.018 0.027 0.025 0.016 0.003

Rod214| 0.029 0.029 0.031 0.031 0.029 0.033 0.031 0.025 0.027 0.031

Rod216| 0.029 0.029 0.031 0.031 0.029 0.033 0.031 0.025 0.027 0.031 0.000

Rod217| 0.029 0.029 0.031 0.031 0.029 0.033 0.031 0.025 0.027 0.031 0.000 0.000

Rod218| 0.029 0.029 0.031 0.031 0.029 0.033 0.031 0.025 0.027 0.031 0.000 0.000 0.000

Rod219| 0.029 0.029 0.031 0.031 0.029 0.033 0.031 0.025 0.027 0.031 0.000 0.000 0.000 0.000
Rod220| 0.029 0.029 0.031 0.031 0.029 0.033 0.031 0.025 0.027 0.031 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000




Anexo 4: Matriz de distancias do gene COI calculada com modelo de evolugdo Kimura-2-parametros.

2073
2074
2075
Chi36
Chi37
Chi38
Chi39
Chi40
Chi41
Chi42
Chi43
P1

P2

P3

P4

P5

P6
Rod14
Rod15
Rod16
Rod17
Rod18
Rod36
Rod40
Rod41
Rod209
Rod210
Rod214
Rod216
Rod217
Rod218
Rod219
Rod220

2073 2074 2075 Chi36 Cbi37 Cbi38 Chi39 Cbhi40 Cbi4l Chi42 Chi43 P1

P2

P3

P4

PS5

P6

0.003
0.003
0.035
0.035
0.035
0.037
0.035
0.035
0.037
0.035
0.030
0.032
0.028
0.028
0.028
0.028
0.008
0.008
0.010
0.014
0.008
0.023
0.023
0.019
0.007
0.007
0.039
0.041
0.039
0.039
0.039
0.039

0.000
0.033
0.033
0.033
0.035
0.033
0.033
0.035
0.033
0.030
0.032
0.028
0.028
0.028
0.028
0.008
0.008
0.010
0.014
0.008
0.023
0.023
0.019
0.007
0.007
0.037
0.039
0.037
0.037
0.037
0.037

0.033
0.033
0.033
0.035
0.033
0.033
0.035
0.033
0.030
0.032
0.028
0.028
0.028
0.028
0.008
0.008
0.010
0.014
0.008
0.023
0.023
0.019
0.007
0.007
0.037
0.039
0.037
0.037
0.037
0.037

0.000
0.000
0.002
0.000
0.000
0.002
0.000
0.049
0.051
0.047
0.045
0.045
0.045
0.037
0.037
0.043
0.043
0.037
0.037
0.037
0.037
0.032
0.032
0.003
0.005
0.003
0.003
0.003
0.003

0.000
0.002
0.000
0.000
0.002
0.000
0.049
0.051
0.047
0.045
0.045
0.045
0.037
0.037
0.043
0.043
0.037
0.037
0.037
0.037
0.032
0.032
0.003
0.005
0.003
0.003
0.003
0.003

0.002
0.000
0.000
0.002
0.000
0.049
0.051
0.047
0.045
0.045
0.045
0.037
0.037
0.043
0.043
0.037
0.037
0.037
0.037
0.032
0.032
0.003
0.005
0.003
0.003
0.003
0.003

0.002
0.002
0.000
0.002
0.051
0.053
0.049
0.047
0.047
0.047
0.039
0.039
0.045
0.045
0.039
0.039
0.039
0.039
0.034
0.034
0.005
0.007
0.005
0.005
0.005
0.005

0.000
0.002
0.000
0.049
0.051
0.047
0.045
0.045
0.045
0.037
0.037
0.043
0.043
0.037
0.037
0.037
0.037
0.032
0.032
0.003
0.005
0.003
0.003
0.003
0.003

0.002
0.000
0.049
0.051
0.047
0.045
0.045
0.045
0.037
0.037
0.043
0.043
0.037
0.037
0.037
0.037
0.032
0.032
0.003
0.005
0.003
0.003
0.003
0.003

0.002
0.051
0.053
0.049
0.047
0.047
0.047
0.039
0.039
0.045
0.045
0.039
0.039
0.039
0.039
0.034
0.034
0.005
0.007
0.005
0.005
0.005
0.005

0.049
0.051
0.047
0.045
0.045
0.045
0.037
0.037
0.043
0.043
0.037
0.037
0.037
0.037
0.032
0.032
0.003
0.005
0.003
0.003
0.003
0.003

0.002
0.002
0.008
0.008
0.008
0.028
0.028
0.026
0.034
0.028
0.024
0.024
0.017
0.030
0.030
0.053
0.055
0.053
0.053
0.053
0.053

0.003
0.010
0.010
0.010
0.030
0.030
0.028
0.036
0.030
0.026
0.026
0.019
0.032
0.032
0.055
0.057
0.055
0.055
0.055
0.055

0.007
0.007
0.007
0.026
0.026
0.024
0.032
0.026
0.023
0.023
0.015
0.028
0.028
0.051
0.053
0.051
0.051
0.051
0.051

0.000
0.000
0.026
0.026
0.028
0.032
0.026
0.023
0.023
0.019
0.028
0.028
0.049
0.051
0.049
0.049
0.049
0.049

0.000
0.026
0.026
0.028
0.032
0.026
0.023
0.023
0.019
0.028
0.028
0.049
0.051
0.049
0.049
0.049
0.049

0.026
0.026
0.028
0.032
0.026
0.023
0.023
0.019
0.028
0.028
0.049
0.051
0.049
0.049
0.049
0.049

0.000
0.005
0.005
0.000
0.017
0.017
0.017
0.008
0.008
0.041
0.043
0.041
0.041
0.041
0.041
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Continuacao Anexo 4: Matriz de distancias do gene COI calculada com modelo de evolugdo Kimura-2-parametros.

Rod14 Rod15 Rod16 Rodl7 Rodl18 Rod36 Rod40 Rod4l Rod209 Rod210 Rod214 Rod216 Rod217 Rod218 Rod219

2073
2074
2075
Chi36
Chi37
Chi38
Chi39
Chi40
Chi41
Chi42
Chi43
P1
P2
P3
P4
P5
P6
Rod14
Rod15
Rod16 | 0.005

Rod17 | 0.005 0.010

Rod18 | 0.000 0.005 0.005

Rod36 | 0.017 0.023 0.023 0.017

Rod40 | 0.017 0.023 0.023 0.017 0.000

Rod41 | 0017 0.015 0023 0017 0.010 0.010

Rod209| 0.008 0.014 0.014 0008 0.015 0015 0.019

Rod210| 0.008 0.014 0.014 0.008 0.015 0015 0.019 0.000

Rod214| 0.041 0.047 0.047 0041 0041 0041 0041 0.035 0.035

Rod216| 0.043 0.049 0.049 0.043 0.043 0043 0.043 0.037 0.037 0.002

Rod217| 0.041 0.047 0.047 0041 0041 0.041 0041 0.035 0.035 0.000 0.002

Rod218| 0.041 0.047 0.047 0041 0.041 0041 0041 0035 0.035 0.000 0.002 0.000

Rod219| 0.041 0.047 0.047 0041 0041 0041 0041 0035 0.035 0.000 0.002 0.000 0.000
Rod220| 0.041 0.047 0.047 0041 0041 0041 0041 0.035 0.035 0000 0.002 0.000 0.000 0.000




Anexo 5: Matriz de distancias dos genes mitocondriais concatenados calculada com modelo de evolugéo Kimura-2-parametros.

2073
2074
2075
Chi36
Chi37
Chi38
Chi39
Cbi40
Chi41
Chi42
Chi43
P1

P2

P3

P4

P5

P6
Rod14
Rod15
Rod16
Rod17
Rod18
Rod36
Rod40
Rod41
Rod209
Rod210
Rod214
Rod216
Rod217
Rod218
Rod219
Rod220

2073 2074 2075 Cbhi36 Chbi37 Chi38 Chi39 Cbi40 Chbi4l Chi42 Cbi43 P1

P2

P3

P4

PS5

P6

0.003
0.004
0.033
0.032
0.033
0.034
0.033
0.032
0.032
0.032
0.023
0.022
0.020
0.046
0.047
0.026
0.009
0.009
0.009
0.011
0.009
0.021
0.020
0.013
0.008
0.008
0.032
0.033
0.032
0.032
0.032
0.032

0.002
0.033
0.032
0.033
0.034
0.033
0.032
0.032
0.032
0.024
0.023
0.021
0.047
0.048
0.027
0.010
0.010
0.010
0.012
0.010
0.022
0.021
0.014
0.009
0.009
0.032
0.033
0.032
0.032
0.032
0.032

0.033
0.032
0.033
0.034
0.033
0.032
0.032
0.032
0.024
0.023
0.021
0.047
0.048
0.027
0.012
0.012
0.012
0.014
0.012
0.020
0.019
0.016
0.010
0.010
0.032
0.033
0.032
0.032
0.032
0.032

0.008
0.007
0.008
0.007
0.008
0.006
0.006
0.041
0.040
0.038
0.056
0.057
0.041
0.036
0.036
0.040
0.040
0.036
0.038
0.037
0.034
0.032
0.034
0.004
0.005
0.004
0.004
0.004
0.004

0.004
0.002
0.004
0.000
0.003
0.002
0.040
0.039
0.037
0.057
0.058
0.042
0.035
0.035
0.039
0.039
0.035
0.037
0.036
0.033
0.031
0.033
0.007
0.008
0.007
0.007
0.007
0.007

0.004
0.000
0.004
0.003
0.003
0.041
0.038
0.038
0.056
0.057
0.041
0.036
0.036
0.040
0.040
0.036
0.038
0.037
0.034
0.032
0.034
0.006
0.007
0.006
0.006
0.006
0.006

0.004
0.002
0.002
0.002
0.042
0.041
0.039
0.059
0.060
0.044
0.037
0.037
0.041
0.041
0.037
0.039
0.038
0.035
0.033
0.035
0.007
0.008
0.007
0.007
0.007
0.007

0.004
0.003
0.003
0.041
0.038
0.038
0.056
0.057
0.041
0.036
0.036
0.040
0.040
0.036
0.038
0.037
0.034
0.032
0.034
0.006
0.007
0.006
0.006
0.006
0.006

0.003
0.002
0.040
0.039
0.037
0.057
0.058
0.042
0.035
0.035
0.039
0.039
0.035
0.037
0.036
0.033
0.031
0.033
0.007
0.008
0.007
0.007
0.007
0.007

0.002
0.040
0.039
0.037
0.057
0.058
0.042
0.035
0.035
0.039
0.039
0.035
0.037
0.036
0.033
0.031
0.033
0.005
0.006
0.005
0.005
0.005
0.005

0.040
0.039
0.037
0.057
0.058
0.042
0.035
0.035
0.039
0.039
0.035
0.037
0.036
0.033
0.031
0.033
0.005
0.006
0.005
0.005
0.005
0.005

0.008
0.008
0.036
0.037
0.017
0.026
0.026
0.024
0.028
0.026
0.025
0.024
0.017
0.028
0.028
0.040
0.041
0.040
0.040
0.040
0.040

0.003
0.031
0.032
0.012
0.023
0.023
0.021
0.025
0.023
0.022
0.021
0.016
0.026
0.026
0.039
0.040
0.039
0.039
0.039
0.039

0.027
0.028
0.009
0.021
0.021
0.019
0.023
0.021
0.020
0.019
0.014
0.024
0.024
0.037
0.038
0.037
0.037
0.037
0.037

0.001
0.018
0.047
0.047
0.047
0.047
0.047
0.046
0.045
0.041
0.046
0.046
0.057
0.058
0.057
0.057
0.057
0.057

0.019
0.048
0.048
0.048
0.048
0.048
0.047
0.046
0.042
0.047
0.047
0.058
0.059
0.058
0.058
0.058
0.058

0.027
0.027
0.027
0.028
0.027
0.026
0.025
0.021
0.029
0.029
0.042
0.043
0.042
0.042
0.042
0.042
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Continuagdo Anexo 5: Matriz de distancias dos genes mitocondriais concatenados calculada com modelo de evolugdo Kimura-2-parametros.

Rod14 Rod15 Rod16 Rodl7 Rodl8 Rod36 Rod40 Rod41l Ro0d209 Rod210 Rod214 Rod216 Rod217 Rod218 Rod219 Rod220

2073
2074
2075
Chi36
Chi37
Chi38
Chi39
Chi40
Chi41
Chid2
Chi43
P1
P2
P3
P4
P5
P6
Rod14
Rod15 | 0.000

Rod16 | 0.005 0.005

Rod17 | 0.005 0.005 0.007

Rod18 | 0.000 0.000 0.005 0.005

Rod36 | 0.020 0.020 0.022 0.022 0.020

Rod40 | 0.019 0.019 0.021 0.021 0.019 0.001

Rod4l | 0.016 0.016 0.012 0017 0.016 0.015 0.014

Rod209| 0.013 0.013 0.015 0.015 0.013 0.021 0.020 0.017

Rod210| 0.013 0.013 0.015 0.015 0.013 0.021 0.020 0.017 0.002

Rod214| 0.035 0.035 0.039 0.039 0.035 0.037 0036 0.033 0.031 0.033

Rod216| 0.036 0.036 0.040 0.040 0.036 0.038 0.037 0.034 0.032 0.034 0.001

Rod217| 0.035 0.035 0.039 0.039 0.035 0037 0036 0.033 0031 0.033 0.000 0.001

Rod218| 0.035 0.035 0.039 0.039 0.035 0037 0036 0.033 0031 0.033 0.000 0.001 0.000

Rod219| 0.035 0.035 0.039 0.039 0.035 0.037 0.036 0.033 0.031 0.033 0.000 0.001 0.000 0.000
Rod220| 0.035 0.035 0.039 0.039 0.035 0037 0036 0.033 0031 0.033 0000 0.001 0.000 0.000 0.000




Anexo 6: Matriz de distancias do gene VWF calculada com modelo de evolugdo Kimura-2-parametros.

2073
2074
2075
Chi36
Chi37
Chi38
Chi39
Chi40
Chi41
Chi42
Chi43
P1

P2

P3

P4

P5

P6
Rod14
Rod15
Rod16
Rod17
Rod18
Rod36
Rod40
Rod41
Rod209
Rod210
Rod214
Rod216
Rod217
Rod218
Rod219
Rod220

2073 2074 2075 Chi36 Chbi37 Chi38 Chi39 Cbi40

Chi4l Chi42 Cbi43 P1

P2

P3

P4

PS5

P6

0.015
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.005
0.005
0.010
0.000
0.000
0.010
0.015
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.010
0.021
0.015
0.015
0.015
0.005
0.010
0.000
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015

0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.010
0.021
0.015
0.015
0.015
0.005
0.010
0.000
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.005
0.005
0.010
0.000
0.000
0.010
0.015
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.005
0.005
0.010
0.000
0.000
0.010
0.015
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.005
0.005
0.010
0.000
0.000
0.010
0.015
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.005
0.005
0.010
0.000
0.000
0.010
0.015
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.005
0.005
0.010
0.000
0.000
0.010
0.015
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.005
0.005
0.010
0.000
0.000
0.010
0.015
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.005
0.005
0.010
0.000
0.000
0.010
0.015
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.005
0.005
0.010
0.000
0.000
0.010
0.015
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.005
0.015
0.010
0.010
0.010
0.000
0.005
0.005
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010

0.000
0.000
0.000
0.000
0.005
0.015
0.010
0.010
0.010
0.000
0.005
0.005
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010

0.000
0.000
0.000
0.005
0.015
0.010
0.010
0.010
0.000
0.005
0.005
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010

0.000
0.000
0.005
0.015
0.010
0.010
0.010
0.000
0.005
0.005
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010

0.000
0.005
0.015
0.010
0.010
0.010
0.000
0.005
0.005
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010

0.005
0.015
0.010
0.010
0.010
0.000
0.005
0.005
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
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Continuacao Anexo 6: Matriz de distancias do gene VWF calculada com modelo de evolugdo Kimura-2-parametros.

2073
2074
2075
Chi36
Chi37
Chi38
Chi39
Chi40
Chi41
Chi42
Chi43
P1

P2

P3

P4

P5

P6
Rod14
Rod15
Rod16
Rod17
Rod18
Rod36
Rod40
Rod41
Rod209
Rod210
Rod214
Rod216
Rod217
Rod218
Rod219
Rod220

Rod14 Rod15 Rod16 Rodl7 Rodl8 Rod36 Rod40 Rod4l Ro0d209 Rod210 Rod214 Rod216 Rod217 Rod218 Rod219 Rod220

0.010
0.005
0.005
0.005
0.005
0.010
0.010
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005

0.005
0.005
0.005
0.015
0.010
0.021
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005

0.010
0.010
0.010
0.005
0.015
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010

0.000
0.010
0.015
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.010
0.015
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.005
0.005
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010

0.010
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015

0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000

0.000
0.000

0.000
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Anexo 7: Matriz de distancias do gene BFIB calculada com modelo de evolugdo Kimura-2-parametros.

2073
2074
Cbhi36
Chi37
Cbhi38
Cbhi39
Cbhi40
Chid1
Cbhi42
Chi43
P1

P2

P3

P4

P5

P6
Rod14
Rod15
Rod16
Rod17
Rod18
Rod36
Rod40
Rod41
Rod209
Rod210
Rod214
Rod216
Rod217
Rod218
Rod219
Rod220

2073 2074 Chi36 Chi37 Cbi38 Chi39 Chi40 Cbi4l

Chi42 Chi43 P1

P2

P3

P4

PS5

P6

0.004
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.012
0.015
0.010
0.012
0.015
0.017
0.012
0.012
0.012
0.012
0.008
0.010
0.002
0.008
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002

0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.012
0.015
0.010
0.012
0.015
0.017
0.012
0.012
0.012
0.012
0.008
0.010
0.002
0.008
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.010
0.012
0.008
0.010
0.012
0.015
0.010
0.010
0.010
0.010
0.006
0.008
0.000
0.006
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.010
0.012
0.008
0.010
0.012
0.015
0.010
0.010
0.010
0.010
0.006
0.008
0.000
0.006
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.010
0.012
0.008
0.010
0.012
0.015
0.010
0.010
0.010
0.010
0.006
0.008
0.000
0.006
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.010
0.012
0.008
0.010
0.012
0.015
0.010
0.010
0.010
0.010
0.006
0.008
0.000
0.006
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.010
0.012
0.008
0.010
0.012
0.015
0.010
0.010
0.010
0.010
0.006
0.008
0.000
0.006
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.010
0.012
0.008
0.010
0.012
0.015
0.010
0.010
0.010
0.010
0.006
0.008
0.000
0.006
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.010
0.012
0.008
0.010
0.012
0.015
0.010
0.010
0.010
0.010
0.006
0.008
0.000
0.006
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.010
0.012
0.008
0.010
0.012
0.015
0.010
0.010
0.010
0.010
0.006
0.008
0.000
0.006
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.006
0.002
0.000
0.006
0.004
0.004
0.004
0.004
0.004
0.004
0.006
0.010
0.004
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010

0.008
0.006
0.000
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.006
0.004
0.012
0.006
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012

0.002
0.008
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.008
0.008
0.006
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008

0.006
0.004
0.004
0.004
0.004
0.004
0.004
0.006
0.010
0.004
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010

0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.006
0.004
0.012
0.006
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012

0.004
0.004
0.004
0.004
0.008
0.006
0.015
0.008
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
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Continuacao Anexo 7: Matriz de distancias do gene BFIB calculada com modelo de evolugédo Kimura-2-parametros.

2073
2074
Cbhi36
Chi37
Cbhi38
Cbhi39
Cbhi40
Chid1
Cbhi42
Chi43
P1

P2

P3

P4

P5

P6
Rod14
Rod15
Rod16
Rod17
Rod18
Rod36
Rod40
Rod41
Rod209
Rod210
Rod214
Rod216
Rod217
Rod218
Rod219
Rod220

Rod14 Rod15 Rod16 Rodl7 Rodl8 Rod36 Rod40 Rod4l Ro0d209 Rod210 Rod214 Rod216 Rod217 Rod218 Rod219 Rod220

0.000
0.000
0.000
0.004
0.002
0.010
0.004
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010

0.000
0.000
0.004
0.002
0.010
0.004
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010

0.000
0.004
0.002
0.010
0.004
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010

0.004
0.002
0.010
0.004
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010

0.002
0.006
0.004
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006

0.008
0.006
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008

0.006
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000

0.000
0.000

0.000
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Anexo 8

15, (IO HYSY  a ame 4 B3
L e L e
LI ¢ s
=
.ﬁFQ
b | el b B
121
L2
M4 H2% e 1 S
*'_'_e‘ 2 - ' I‘
2 k2 =16 :
3 [ ; . a 11 o | I 20 s
=4 g el 1 4 | ) *:I'..'\
S T
*, - " t: Mrapny  SP
"“gﬂ i 4 lapetizings 3P
: W Tienddla T
s |? @& Parque Tiskacson! de Caldas Neans - GO
Tarquz Masionz | e Emas - GO
::' F: LR (Lo N)).;J'Q"v l.’ (.. 'l';b‘l( ll;l\ ':“ﬂ':ﬂ;l'\ - )I'-
@& Cermntal - NS
R I I Forrerruafioiie

Anexo 8: Rede de Haplotipos do gene CytB. As cores representam as localidades de coleta, sendo que os tons representam 0s
clados dos individuos (Tons de laranja referem-se a Sdo Paulo, verde a regido central do Cerrado e azul ao Pantanal). Os
tamanhos dos haplétipos sdo proporcionais ao numero de individuos que os compartilham.
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Anexo 9
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Anexo 9: Rede de Haplétipos do gene COIl. As cores representam as localidades de
coleta, sendo que os tons representam os clados dos individuos (Tons de laranja referem-
se a Sdo Paulo, verde a regido central do Cerrado e azul ao Pantanal). Os tamanhos dos
haplétipos sdo proporcionais ao nimero de individuos que os compartilham.
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Anexo 10
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Anexo 10: Arvore filogenética construida por inferéncia Bayesiana utilizando o gene CytB, com 2 milhdes de geracdo e burn in de 25%.
Os valores de suporte dos nés apresentados estdo em probabilidades. As cores representam os grupos delimitados pelo BAPS.
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Anexo 11: Arvore filogenética construida por inferéncia Bayesiana utilizando o gene COI, com 2 milhdes de geracio e burn in de 25%.
Os valores de suporte dos nés apresentados estdo em probabilidades. As cores representam os grupos delimitados pelo BAPS.
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Anexo 12
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Anexo 12: Arvore filogenética construida por inferéncia Bayesiana utilizando o gene VWF, com 2 milhdes de gerac&o e burn in de 25%.
Os valores de suporte dos nds apresentados estdo em probabilidades. As cores representam os grupos delimitados pelo BAPS.
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Anexo 13: Arvore filogenética construida por inferéncia Bayesiana utilizando o gene GHR, com 2 milhdes de gerac&o e burn in de 25%.
Os valores de suporte dos nés apresentados estdo em probabilidades. As cores representam os grupos delimitados pelo BAPS.
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Anexo 14: Arvore filogenética construida por inferéncia Bayesiana utilizando o gene BFIB, com 2 milhdes de gerac&o e burn in de 25%.
Os valores de suporte dos nés apresentados estdo em probabilidades. As cores representam os grupos delimitados pelo BAPS.
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