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CAPITULO I - INTRODUCAO GERAL

ROEDORES SUBTERRANEOS NO MUNDO E A FAMILIA CTENOMYIDAE

Os roedores subterraneos distribuem-se em oito familias e subfamilias da ordem
Rodentia presentes em todos os continentes, exceto Oceania e Antartida, e nao apresentam
relagdo filogenética direta, ou seja, sdo parafiléticos (Fabre et al., 2012). Dessa forma, as
caracteristicas comuns encontradas em todos os roedores subterraneos sdo convergéncias
adaptativas, isto ¢, adaptacdes morfoldgicas e fisioldgicas que os permitiram ocupar
nichos semelhantes independentemente (Reig et al., 1990; Lacey et al., 2000). O nicho
subterraneo ¢ marcadamente distinto do arboricola e do terrestre por apresentar baixa
concentracdo de oxigénio e alta concentracdo de gds carbdOnico, menor variacdo de
temperatura ao longo do dia, poucos recursos organicos disponiveis e material mineral
acumulado, fatores que, em tese, limitam a forma geral e o tamanho corporal desses
animais e, principalmente, das estruturas especializadas do cranio, as quais sdo
indispensaveis para modificar o ambiente a partir da escavagdo e para permitir a obtengao
de alimento (Stein, 2000). Além disso, roedores subterraneos apresentam convergéncia
adaptativa em relacdo a caracteristicas fisioldgicas, tais como fluxo energético,
transferéncia de calor, balango hidrico e respiragdo similares, que constituem adequacdes
a vida nas galerias subterraneas as quais habitam (Buffenstein, 2000); prova disso ¢ que
analises de mitogenomas das familias Octodontidae e Ctenomyidae sugerem selecio
positiva de genes mitocondriais em fun¢do do ambiente hipdxico no qual os roedores
subterraneos vivem (Tomasco e Lessa, 2011). Fatores ambientais externos as galerias
subterraneas, como distribuicdo de recursos vegetais e heterogeneidade do solo sdo
determinantes da dispersao de roedores subterraneos, de forma que a escassez de recursos

alimentares e o acumulo de umidade no solo, por exemplo, limitam a explora¢ao do local



pelos individuos (Busch et al., 2000). De fato, uma das provaveis causas da diversificacao
dos roedores subterraneos durante a coloniza¢ao do continente americano, a cerca de 66
milhdes de anos atras, foi a aridizagdo ambiental em escala global a partir do Cenozoico
tardio, visto que solos arenosos e drenaveis facilitam a escavagao, e por consequéncia, a

exploracdo do nicho subterraneo (Nevo, 1979).

Geographic Distribution of Subterranean Rodents

NN Geomyidae  :v: Spalacinae </, Arvicolinae
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Figura 1. Distribuicdo geografica das familias e subfamilias de roedores subterraneos, conforme Lacey et

al. (2000).

Na América do Sul, os roedores subterraneos sao representados por duas familias,
Octodontidae e Ctenomyidae, que compartilham, além das caracteristicas comuns aos
roedores subterraneos, um ancestral comum datado de cerca de 10,65 milhdes de anos
(Marshall e Sempere, 1993; Vucetich et al., 1999). Enquanto Octodontidae constitui uma

familia rica em géneros, mas limitada em diversidade de espécies e na sua distribuicao



geografica, restrita a oeste dos Andes (Ojeda et al., 2013), Ctenomyidae constitui-se de
género unico, Ctenomys, altamente diverso, compreendendo cerca de 70 espécies
nominais validas (Bidau 2015; Patton et al., 2015; Freitas 2016), ¢ uma distribui¢ao
geografica consideravelmente maior que a da sua familia irma, ocupando a metade sul da
América do Sul, desde a Patagonia ao sul do continente, até¢ a por¢ao sul da Amazodnia,
nos estados do Mato Grosso e de Rondodnia, no Brasil, ao norte da distribuicdo; de oeste
para leste, o género ocupa os Andes na Argentina, Chile e Bolivia, € o Chaco Paraguaio,
distribuindo-se até o litoral da Argentina, do Uruguai e dos estados Rio Grande do Sul e

Santa Catarina, no Brasil (Figura 1).

O género Ctenomys tem provavel origem na provincia argentina de Jujuy, ha, no
minimo, 3,5 milhdes de anos, segundo datacao fossil (Verzi et al., 2010), a partir da qual
o género diversificou-se até a distribui¢do conhecida hoje. E composto por espécies
predominantemente solitdrias, territoriais e simpatricas, a excecao de C. sociabilis, que &
comunal, de forma que os individuos coabitam seus sistemas de galerias subterraneas
apenas durante o acasalamento, comportamento apresentado pelos dois sexos, e para fins
de cuidado parental para com os filhotes, caracteristica presente apenas nas fémeas (Lacey
et al., 2000). Habitam, via de regra, areas de campos abertos, com vegetacdo rasa ou
arbustiva, campos arenosos ou dunas; contudo, ha registros de Ctenomys em areas de
mata fechada, o que representa uma excecao a regra (Stolz et al., 2013). Os Tuco-tucos,
como sao comumente chamados, também sdo exclusivamente herbivoros, alimentando-
se principalmente de gramineas do género Poaceae (Lopes et al., 2015). Notavelmente,
o género se destaca entre os roedores, subterraneos ou ndo, pela sua alta diversidade
especifica e alta variagdo cromossomica interespecifica, com nimeros diploides entre 2n
=10 em Ctenomys steinbachi Thomas, 1907, e 2n = 70 em Ctenomys dorbyigni Contreras

e Contreras, 1984 (Anderson et al., 1987; Woods e Kilpatrick, 2005); ndo obstante,



embora a maioria das espécies apresente um cariotipo especifico (Reig et al., 1990), ¢
possivel encontrar variagdo cromossomica intraespecifica em algumas espécies, como em
Ctenomys minutus, que apresenta numero diploide variando entre 2n =42 e 2n = 50, com
progénie hibrida de nimero diploide impar e intermediario ao dos parentais de numero
diploide par (Lopes et al., 2013). Devido a esse grande espectro de variagdo
cromossdmica, especula-se que polimorfismos cromossomicos foram fundamentais para
permitir a colonizagdo dos diversos ambientes nos quais os Tuco-tucos se estabeleceram
e se diversificaram (Reig e Kiblisky, 1969; Reig 1989) e que inversdes pericéntricas e
fusdes e fissdes cromossOmicas estdo entre as principais causas da diversificagao
cromossomica no género (Ortells, 1995), embora uma ligacdo direta entre diversidade

cromossOmica e adaptacdes locais ainda seja desconhecida.

Desde a década de 60, o género Ctenomys tem sido amplamente estudado como
modelo evolutivo devido a ampla variagdo cromossomica e especiacdo acelerada, através
de uma grande gama de marcadores moleculares, cujas propriedades permitem inferir
relagdes intra e interespecificas, e cujas aplicacdes foram sendo implementadas
gradualmente, a medida em que esses marcadores se tornaram as ferramentas padrao em
ecologia molecular. Abaixo segue breve resumo do desenvolvimento dos principais
marcadores moleculares utilizados na caracterizagdo da diversidade biologica em
Ctenomys, e as principais caracteristicas intra e interespecificas elucidadas para o género

quando da aplicacdo desses marcadores.

CARACTERIZACAO DA DIVERSIDADE GENETICA EM CTENOMYS POR MEIO

DE MARCADORES MOLECULARES



Por vezes, a inferéncia direta da diversidade biologica ¢ impraticavel porque
demanda muitos recursos financeiros para permitir longos periodos de observacao em
campo, ou entdo porque os tdxons em questdo dificilmente podem ser continuamente
observados; ambos os casos sao contemplados pelos Tuco-tucos (género Ctenomys).
Dessa forma, a inferéncia indireta de parametros populacionais como fluxo génico, taxas
de migracao e tamanho efetivo de populagdo, pode ser obtida por meio de marcadores
moleculares (Frankham et al., 2004), permitindo estimar a estrutura populacional ¢ a
diversidade de espécies a partir dos padrdes evolutivos desses marcadores.

Ao longo da histéria da disciplina de Genética de Populacdes, diferentes
marcadores foram utilizados na inferéncia indireta de eventos demograficos e
adaptativos, refletindo o surgimento, estabelecimento e substitui¢do dos diferentes
marcadores por outros que vieram a suprir os vieses de seus antecessores. De maneira
geral, os primeiros estudos populacionais com base em polimorfismos genéticos, nas
décadas de 70 e 80, se valeram da variabilidade proteica para inferir variabilidade
genética, indices de endogamia, estruturacdo populacional e retencdo de tracos
adaptativos, a partir do isolamento de bandas de proteinas por eletroforese em gel de
agarose. Um nlimero variavel de bandas presentes no gel indica que ha formas alternativas
de uma proteina, o que foi muito explorado em isoenzimas, enquanto que variagdes no
tamanho das bandas indicam inser¢ao ou dele¢dao de aminoécidos, que causam alteragdes
na funcionalidade da proteina. No entanto, grande propor¢do da variabilidade proteica
ndo pode ser detectada sem a analise da sequéncia de nucleotideos que sdo traduzidos nos
aminodacidos que a compdem, uma vez que mutagdes silenciosas, isto €, aquelas que nao
alteram o aminodcido, ndo serdo observadas em uma eletroforese de proteinas; mutacgdes
ndo-sindnimas, isto ¢, aquelas que alteram o aminoécido, e por consequéncia a atividade

e conformacdo da proteina, podem ser detectadas tanto na sequéncia de aminoéacidos



quanto na sequéncia de DNA, mas também se eludem quando apenas o padrdo de bandas
¢ observado. De toda forma, polimorfismos proteicos foram a mais acessivel fonte de
polimorfismos genéticos anterior a era do sequenciamento de DNA e tém importancia
histérica inestimavel na teoria e na pratica em Genética de Populagdes, pois foi a partir
da andlise destes que os primeiros conjuntos de dados genéticos foram acumulados,
permitindo comparar distintos tdxons de maneira indireta; além disso, teorias como a
Teoria Neutra da Evolucao Molecular de Kimura (1968), uma das bases tedricas da
disciplina de Genética de Populacdes e de modelos tedricos amplamente utilizados em
Filogenética, como Reldgio Molecular e a Teoria da Coalescéncia (Kingman, 1982), tem
como base empirica a variagao proteica interespecifica.

Ao final da década de 70, Frederick Sanger e colaboradores desenvolveram
método para sequenciar DNA, cujo principio era interromper a extensdo da cadeia de
DNA a partir da adi¢ao de nucleotideo desprovido de um grupamento hidroxila no terceiro
carbono do agucar pentose (3°-OH faltante), chamado di-deoxi-nucleotideo (ddNTP), que
impede a ligagdo do proximo nucleotideo a ser incorporado pela impossibilidade de
concluir a ligagao fosfo-diéster entre o fosfato ligado ao quinto carbono da pentose (5’-
P) desse nucleotideo e a hidroxila — ausente — em 3’ do ultimo nucleotideo a ser
incorporado (Método de Terminacdo de Cadeia; Sanger et al., 1977). Esses ddNTPs eram
marcados com um fosfato radioativo (P14), tornando possivel visualizar a extensdo dos
fragmentos de DNA amplificados em uma lamina de raio-x. De maneira semelhante a
eletroforese de proteinas, a altura da marcacdo na ldmina de raio-x reflete o tamanho do
fragmento e o tipo de ddNTP incorporado, permitindo reconhecer a sequéncia de DNA
pela visualizag@o conjunta dos fragmentos. Anos mais tarde, em meados da década de 80,
métodos de automatizagdo da amplificagdo de DNA em laboratdrio foram concebidos

(Polymerase Chain Reaction, PCR; Mullis, 1986), e o método de Sanger aperfeicoado a



partir da marcagao dos ddNTPs por fluorescéncia, desenvolvimentos que, em conjunto
com o crescimento da capacidade computacional e o desenvolvimento de programas de
analise estatistica, possibilitaram o isolamento e a analise de sequéncias de DNA a um
custo menor, substituindo a eletroforese de proteinas como principal fonte de
polimorfismos genéticos para analises populacionais. Os anos seguintes veriam um
crescimento no numero de oligonucleotideos de iniciagdo — ou primers — descritos em
literatura, permitindo o sequenciamento de fragmentos de centenas de pares de bases de
diferentes genes, que passaram a poder ser comparados entre individuos de mesma
espécie, o que popularizou o uso de sequéncias de DNA em estudos populacionais,
quando intraespecificos, e filogenéticos, tanto quando intra quanto interespecificos.
Exemplo muito importante desse avanco ¢ o surgimento da disciplina de
Filogeografia. Ao final da década de 80, Avise e cols. (1987) popularizariam o uso de
marcadores de DNA em estudos biogeograficos, congregando informacdo ecoldgica,
geologica e genética, o que o tornaria Avise o “pai” do novo campo de estudos. Nesse
contexto, marcadores moleculares de origem mitocondrial (mtDNA) tiveram especial
importancia, pois possuem caracteristicas facilitadoras da resolucdo de relacdes
filogenéticas, como padrao de heranga uniparental, auséncia de recombinagao e multiplas
copias por célula (Neigel e Avise, 1987; Avise, 2000). A heranca uniparental e a auséncia
de recombinagdo causam a diminui¢do do tamanho efetivo populacional, acelerando o
processo de coalescéncia, enquanto que a amplificacio de material genético em
laboratério ¢ facilitada pelo numero inicial de copias elevado, que ao final do
procedimento de PCR, ira gerar um maior nimero de sequéncias de interesse. Tal
facilidade na amplificacdo e sequenciamento dessas moléculas de DNA levou ao
surgimento de uma aplica¢do da Filogenética — o estudo das relagdes interespecificas por

meio de marcadores moleculares — chamado de DNA barcoding (Herbert et al., 2003),



cujo objetivo principal € identificar espécies e a sua relagao filogenética por meio de um
marcador amplificavel em todas essas a partir de um mesmo primer — dito, nesses casos,
universal; nesse contexto, em estudos com vertebrados se destaca o uso do gene
Citocromo Oxidase I (COI), para o qual primers universais foram desenvolvidos em
meados da década de 90, sendo utilizados até hoje em estudos filogenéticos e
populacionais (Folmer et al., 1994). Os avancos técnicos na obtengao de sequéncias de
DNA também levaram a identificacdo de fragmentos de DNA repetitivo, distribuidos no
genoma de eucariotos. Esses fragmentos de DNA, conhecidos comumente como
microssatélites, acumulam mutagdes a partir da inser¢do (Gordon, 1997) ou delegdo
(Taylor et al., 1999) de motivos de repeticao (tandens) derivados de erro de replicagdo da
DNA polimerase (Schldtterer e Pemberton, 1998). Por estarem localizados, via de regra,
em regides gendmicas ndo-codificantes, os microssatélites ndo sofrem pressdo seletiva,
acumulando, assim, muta¢des com maior frequéncia que genes mitocondriais e nucleares,
o que os fazem ideais para inferir pardmetros evolutivos populacionais, como fluxo
génico atual entre populacdes, estruturagdo genética recente, compartimentalizagdo da
varia¢ao genética, grau de endogamia atual, entre outros parametros (Sunnucks, 2000).
O sequenciamento de Sanger automatizado e por fluorescéncia era o inico método
de sequenciamento de DNA em larga escala disponivel comercialmente at¢ meados da
década de 2000, e, apesar de ter permitido sequenciar o Genoma Humano (Venter et al.,
2001), ainda o fez com um custo astrondmico, préximo dos 100 milhdes de ddlares (NIH,
2016). Tal custo exemplifica a impossibilidade de um laboratdrio de pequeno e médio
porte em iniciar pesquisas em nivel gendomico na época, mesmo que em menor escala,
paradigma o qual somente seria modificado com o advento do sequenciamento de nova
geracdo, iniciado pelo Pirossequenciamento (Roche 454 pyrosequencer, 2005). Em

poucas palavras, o método de Pirossequenciamento consiste em utilizar a energia da



quebra de adenosina tri-fosfato (ATP) e oxigénio (O2) em pirofosfato inorganico (PP1) e
adenosina mono-fostato (AMP) para converter luciferina em oxiluciferina, uma reagao
quimica que emite luz. Dessa forma, o pirossequenciador pode detectar a incorporagao
de um nucleotideo a partir da emissao de luz causada pela quebra da luciferina, cuja
intensidade difere para cada tipo possivel de nucleotideo a ser incorporado a sequéncia
nascente (Harrington et al., 2013). Essa técnica incrementou varias ordens de magnitude
a capacidade de sequenciamento de DNA em um mesmo processo, permitindo que uma
unica rodada de sequenciamento gerasse até 0.7 Giga bits (Gb) de informacdo, em
oposicao aos 84 Kilo bits (Kb) maximos que o sequenciamento de Sanger pode gerar, e
com custos por Mega bit (Mb) sequenciado muito reduzidos (Liu et al., 2012). Ao Roche
454 seguiriam novos modelos de sequenciadores de nova geragdo com bases
metodoldgicas distintas, dentre os quais podemos destacar, no contexto de estudos
ecoldgicos, o sequenciador Illumina/Solexa HiSeq, que diminuiu erros de
sequenciamento e aumentou para 700 Gb a capacidade méxima de sequenciamento em
uma rodada, reduzindo ainda mais os custos de sequenciar genomas completos e
viabilizou os estudos gendomicos em laboratdrios de pequeno e médio portes. Essa
plataforma de sequenciamento se tornaria a mais popular entre os sequenciadores de
segunda geracdo, sendo a base tecnoldgica de metodologias de sequenciamento para fins
comparativos, como GBS (Genotyping by Sequencing; Elshire et al., 2011), CRoPS
(Complexity Reduction of Polymorphic Sequences; var Orsouw et al., 2007), RRL
(Reduction Representation Librarys; Van Tassel et al., 2008) e RAD seq (Restriction Site-
Associated DNA sequencing; Baird et al., 2008). Davey e cols. (2011) oferecem excelente
revisdo sobre vantagens e desvantagens entre os métodos citados, dos quais o RAD seq
sera abordado em maiores detalhes na secdo “Sequenciamento de Nova Geracdo e sua

utilizagdo em estudos ecologicos”.



Portanto, vé-se que a comunidade académica internacional passa pela terceira
“onda” tecnologica dentro do contexto de genOmica, no qual o sequenciamento de
porg¢des representativas de genomas, e por vezes de genomas inteiros, estd cada vez mais
acessivel a um maior numero de pesquisadores, o que deve causar mudancas de
paradigmas nos estudos gendmicos com vieses ecologicos nas proximas décadas,
permitindo inferéncias indiretas da diversidade bioldégica com maior robustez, muito
embora também trardo desafios no tratamento de grande volume de dados e na
interpretagdo dos resultados (Luikart et al., 2003; Andrews et al., 2016).

No caso especifico dos roedores subterraneos, estudos com abordagens gendmicas
ainda sdo incipientes, ¢ limitados a poucos taxons; ha estudos de inferéncias adaptativas
a partir de sequenciamento de genomas no Rato-pelado-africano (Heterocephalus glaber,
Bathyergidae, Fang et al., 2014a) e no Rato-pelado-cego (Spalax galili, Spalacidae; Fang
et al., 2014b), e, em se tratando especificamente da familia Ctenomyidae, alvo desta tese,
ha apenas um estudo comparativo entre mitogenomas em Octodontidae e Ctenomyidae
(Tomasco e Lessa, 2011), mas nenhuma abordagem em nivel de genoma nuclear. Abaixo
segue breve histdrico dos estudos moleculares em Crtenomys ao longo das Ultimas
décadas, suas implicagdes evolutivas e as razdes para que se comece a utilizar abordagens

gendmicas nos estudos evolutivos no género.

POLIMORFISMOS PROTEICOS E VARIACAO CROMOSSOMICA EM
CTENOMYS
Ainda na década de 60, os primeiros estudos comparativos da variabilidade intra
e interespecifica em Crenomys investigaram a variagdo cromossdmica do género, e
serviram como base para distinguir, juntamente com caracteristicas morfoldgicas, entre

os tipos existentes (Kiblisky e Reig, 1966). Reig e Kiblisky (1969) apresentam descri¢cdo
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de 13 caridtipos de espécies e subespécies de Tuco-tucos da Argentina, Bolivia e Uruguai,
e associam a grande variacdo cromossOomica interespecifica encontrada a um padrdo de
especiagdo explosiva. Estudos posteriores viriam a observar, além do referido padrao de
especiagdo, variacdo cromossdmica intraespecifica em morfotipos similares (Ortells,
Contreras e Reig, 1990) e a sugerir a inclusdo de espécies cromossomicas em grupos de
espécies com base nas similaridades encontradas nos numeros diploide e fundamental, e
nos padroes de bandeamento C, G e NOR (Massarini et al., 1991). Padrdes de
hibridizagdo com sonda de DNA satélite foram comparados com os padroes
cromossdmicos em espécies de Tuco-tucos da Argentina, evidenciando que caridtipos
ditos basais apresentam hibridizagdo da sonda em posi¢des centroméricas, enquanto que
caridtipos derivados apresentam hibridiza¢do da sonda ao longo dos bragos menores dos
cromossomos, sugerindo que fissdes cromossOmicas podem ser responsaveis pela
derivagdo cariotipica (Rossi et al., 1995). Padrdoes e polimorfismos cromossomicos
também foram extensivamente estudados em espécies que ocorrem no sul do Brasil, e
sugerem, por exemplo, que translocacdes Robertsonianas e fusdes em tandem foram
responsaveis pela politipia encontrada ao longo a area de ocorréncia de Ctenomys minutus
Nehring, 1887 (Freitas, 1997); por outro lado, em Ctenomys torquatus Lichtenstein, 1830,
pouca variagdo cromossdmica foi encontrada entre formas da espécie no sul do Brasil (2n
=40 e 2n = 46), provavelmente originadas por fissdo cromossomica (Freitas e Lessa,
1984; Fernandes et al., 2009). Esses dados demonstram a alta variabilidade cromossomica
intra e interespecifica que ocorre em Ctenomys e exemplificam uma complexa evolugdo
cromossOmica, com padrdes divergentes de diversificagdo entre espécies distintas,
mesmo que de ocorréncia geografica proxima.

Muito embora comparagdes entre espécies para dados morfologicos e cariotipicos

tenham elucidado a existéncia de padrdes evolutivos complexos em Ctenomys, estes
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foram incapazes de resolver incongruéncias filogenéticas observadas para o género, e
tampouco permitiram inferir estruturagdo populacional e seus parametros associados.
Nesse contexto, estudos fundados na variacao de loci proteicos, especialmente durante a
década de 90, foram de extrema importancia para inferir estruturagdo populacional dentro
e entre tipos cromossomicos distintos, € comparar a validade dos grupos de espécies
inferidos a partir de dados cariotipicos e morfologicos. Gallardo e Kdéhler (1992), por
exemplo, utilizaram 18 loci de proteinas para inferir padroes de estrutura populacional
entre C. maulinus brunneus, cujo cariotipo apresenta 2n = 26, e populagdes parapatricas
cujo citotipo ¢ de 2n = 28, encontrando alta estruturagdo intra e interpopulacional e
coeficientes de endogamia consistentes com endogamia ou subestruturagdo populacional
— ou efeito Wahlund, associada fatores estocasticos e a dispersao reduzida dos animais.
Loci proteicos também foram utilizados para testar hipoteses neutralistas e seletivistas de
estruturagdo genética em relagdo ao ambiente em Ctenomys porteousi e Ctenomys
australis (Apfelbaum et al., 1991). Os autores encontraram altos indices de
heterozigosidade e de polimorfismos para esses loci entre populagdes de C. australis, uma
espécie cuja area de ocorréncia € restrita a uma pequena faixa litoranea na provincia de
Buenos Aires, que ndo apresenta marcada heterogeneidade ambiental, associando a
estruturacdo observada a fatores demograficos como deriva genética, mas excluindo
endocruzamento nessa espécie; por outro lado, em C. porteousi, o coeficiente de
endogamia inferido para a populagdo analisada indica endocruzamento acentuado.
Proteinas também serviram como base para estudos sistematicos em Tuco-tucos da
Bolivia, distinguindo entre sete espécies nominais, anteriormente identificadas por
caracteristicas cromossomicas (Cook e Yates, 1994) e para inferir perda de diversidade

genética apds eventos estocasticos, como vulcanismo (Gallardo, Kohler e Araneda, 1996).
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Contudo, ¢ necessario observar que polimorfismos proteicos podem, muitas
vezes, estar sob selecao, o que distorce as estimativas de estruturagao populacional; por
exemplo, polimorfismos proteicos sob selecdo em diferentes populagdes podem
subestimar parametros populacionais de heterogeneidade genética, como o Fsr, €
superestimar as estimativas para namero de migrantes Nm, o que, por consequéncia,
superestima o fluxo génico (Slatkin, 1987). De fato, Wlasiuk, Garza e Lessa (2003)
identificaram marcada reducao da estimativa de fluxo génico entre populagdes da espécie
Ctenomys rionegrensis a partir da andlise de marcadores de DNA mitocondrial e
microssatélites e comparagao com dados de polimorfismos aloenzimaticos, atribuindo as
diferencas a uma maior sensibilidade dos marcadores de DNA, considerados de natureza
evolutiva neutra ou aproximadamente neutra. Dessa forma, as relagdes sistematicas e
populacionais no género precisariam ser reavaliadas utilizando esses novos marcadores

moleculares.

MARCADORES MOLECULARES EM CTENOMYS: DNA MITOCONDRIAL,
NUCLEAR E MICROSSATELITES
Ao final da década de 90 e inicio do século XXI, foram isolados primers para 0s
genes mitocondriais Citocromo b (cyt b) (Smith e Patton 1999; Wilasiuk et al., 2003) e
Citocromo Oxidase | (COIl) (Folmer et al., 1994), para Regido Controladora (CR) da
mitocondria (Kocher et al., 1989; Tomasco e Lessa, 2007), e para 14 loci de
microssatélites (Lacey et al.,, 1999; Lacey, 2001) especificos para o género. A
acessibilidade a, e a reprodutibilidade de estes marcadores rapidamente os tornaram o
padrdo em analises filogenéticas e populacionais para o género, substituindo marcadores

proteicos antes utilizados.
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Lessa e Cook (1998) calcularam, com base em sequéncias de Citocromo b (cyt b),
a primeira filogenia molecular para o género Ctenomys, evidenciando clara separacédo
entre as familias Octodontidae e Ctenomyidae, bem como a monofilia do género
Ctenomys, dado o alto suporte encontrado nas analises. Também evidenciaram politomias
basais, isto é, relacdes mal suportadas na base arvore filogenética calculada, associando
0 padréo encontrado a uma especiacdo rapida para o género; a época, contudo, apenas
algumas espécies bolivianas e argentinas estavam representadas por haplétipos
mitocondriais. Dessa forma, estudos que se seguiram complementaram as filogenias
moleculares estimadas para o género, incluindo espécies do Uruguai e do sul do Brasil
(D’Elia, Lessa e Cook, 1999) e da Argentina (Mascheretti et al., 2001), identificando
grupos de espécies filogenéticas que, em sua maioria, correspondiam a grupos
cromossémicos e morfoldgicos anteriormente estabelecidos, e resolvendo incongruéncias
com tais classificacdes quando ndo correspondente o padrao filogenético com o padrédo
cromossémico. Filogenética comparada também seria explorada fazendo-se uso de
marcadores de DNA mitocondrial. Slamovits e cols. (2001) utilizaram haplétipos de cyt
b de 23 espécies nominais e cinco formas nao identificadas de Tuco-tucos para investigar
padrdes de heranca de regides repetitivas contendo DNA satélite (RPCS, Rossi et al.,
1995) que sdo, em teoria, capazes de promover rearranjos cromossdmicos, evento de
extrema importancia na evolucao do género; os autores encontraram dois padrdes basicos
de heranca: i) o primeiro estd associado a alta variabilidade em nimero de copias do
RPCS entre linhagens filogeneticamente proximas, acompanhados de alta variabilidade
cromossdmica e ii) estabilidade no nimero de cépias do RPCS, acompanhada da
estabilidade dos grupos cromossémicos relacionados. Parada e cols. (2011) analisaram
sequéncias do gene cyt b de 38 espécies nominais e 12 formas nao-identificadas de

Ctenomys, estabelecendo oito grupos de espécies com alto suporte estatistico, dois dos
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quais (torquatus e magellanicus) eram anteriormente desconhecidos. Contudo, apesar dos
avangos na compreensao da historia evolutiva do género, alguns aspectos filogenéticos
de Ctenomys ainda necessitam esclarecimento, como as relagdes diretas de ancestralidade
entre 0s grupos de espécies encontrados, que ainda sdo mal resolvidas, e as politomias
basais encontradas desde Lessa e Cook (1998), ainda nédo resolvidas. Mais recentemente,
Gardner e cols. (2014) descreveram quatro novas espécies bolivianas de Tuco-tucos com
base em analises filogenéticas, morfométricas e cariotipicas, aumentando o nimero de
espécies validadas para 44, considerando a validacdo de Ctenomys bicolor como espécie
um ano antes (Stolz et al., 2013) e a descricao de nova espécie do sul do Brasil, Ctenomys
ibiuiensis dois anos antes (Freitas et al., 2012).

E importante salientar que houve tentativas de estimar as relacdes filogenéticas do
género Ctenomys com marcadores moleculares que ndo de origem mitocondrial; Castillo
e cols. (2005) utilizaram introns dos genes Rodopsina e Vimentina para inferir relacdes
filogenéticas e comparar 0s resultados com estimativas obtidas anteriormente com
marcadores de DNA mitocondrial; no geral, os autores recuperaram alguns grupos de
espécies com alto suporte, mas falharam em recuperar outros ja conhecidos. Além disso,
as estimativas de tempo de origem do género com base nesses introns de genes nucleares,
de aproximadamente 1,4 milhdo de anos, estdo muito aqguém da idade minima estimada
para a origem do fossil mais antigo conhecido (Verzi et al., 2010), de aproximadamente
3,5 milhdes de anos, de forma que o0 uso desses marcadores para propositos filogenéticos
foi descontinuado; estimativas da origem dos grupos de espécies calculadas a partir do
gene cyt b, por outro lado, indicam que estes surgiram ha cerca de 3 milhdes de anos,
estimativa condizente com a origem do fossil mais antigo conhecido (Parada et al., 2011).
Upham e Patterson (2012) testaram as relacOes filogenéticas entre seis familias e 28

géneros de roedores da superfamilia Octodontoidea, com base em um gene mitocondrial
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(12S rRNA) e trés genes nucleares (VWF, GHR e RAG1); Ctenomyidae, representada por
sequéncias de trés espécies, formam grupo monofilético com Octodontidae, com origem
estimada hé cerca de 4,3 milhdes de anos.

Desde a descricdo dos primers de microssatélites especificos para o género por
Lacey e cols. (1999) e Lacey (2001), microssatélites foram, e tem sido, amplamente
utilizados na descricéo de parametros e padrdes populacionais em espécies de Tuco-tucos
distribuidas em diferentes grupos de espécies. Gava e Freitas (2004) inferiram diversidade
genética e estruturacdo populacional na espécie Ctenomys minutus, que pertence ao grupo
de espécies torquatus (sensu Parada et al., 2011) a partir de seis loci de microssatélites, e
observaram indices de Fst e Fis indicativos de forte estruturacdo populacional e de uma
tendéncia ao endocruzamento — que, alternativamente, podem ser explicados por
subdivisdo populacional. De maneira semelhante, nove microssatélites foram utilizados
para inferir o efeito de barreiras geograficas, tanto de descontinuidade do ambiente quanto
de modificacbes de origem antrdpica, na estruturacdo populacional em Ctenomys
flamarioni — grupo mendocinus (sensu Parada et al. 2011) — que ocupa a primeira linha
de dunas no litoral do Rio Grande do Sul, evidenciando forte diferenciacdo genética entre
populacdes; esta estrutura genética pode estar relacionada tanto a modificacbes
ambientais, como poluicdo e fragmentacdo do habitat quanto a fatores demograficos,
como reducdes historicas no tamanho efetivo populacional (Fernandez-Stolz, Stolz e
Freitas, 2007). Problematica semelhante é analisada por Mora e cols. (2010) para a
espécie Ctenomys australis, também do grupo mendocinus de espécies, que € restrita a
costa da provincia de Buenos Aires, na Argentina; os autores utilizaram microssatélites
para testar o impacto da fragmentacdo do habitat dessa espécie na sua estruturacdo
populacional, ambiente este ameacado devido ao desenvolvimento urbano e ao plantio de

florestas, e encontram de sinal para estruturacdo populacional na presenca de fluxo
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génico, em escalas espaciais ditas regionais (abaixo de 4 Km), indicando assim que pode
haver heterogeneidade ambiental em pequena escala capaz de reduzir a capacidade de
deslocamento dos individuos, mesmo em escala geografica reduzida. El Jundi e Freitas
(2004) estimaram a estruturacdo genetica em populacdes de Ctenomys lami, espécie que
ocorre em restrita area geografica e que possui alta variabilidade cariotipica; resultados
sugerem que, pela auséncia de marcada estruturacdo genética entre populacdes e pela
presenca de polimorfismos exclusivos em distintas populacGes, deve estar se iniciando
um processo de diferenciacdo populacional na espécie, e que, por consequéncia, a
estruturacdo cariotipica ndo parece ter impedido o fluxo génico histérico entre
populacdes. Gongalves e Freitas (2009) identificam que populacbes de Ctenomys
torquatus estdo em equilibrio entre fluxo génico e deriva, evidenciado pelo padrdo de
isolamento por distancia obtido para as populacdes de estudo, com base em nove loci de
microssatélites e no gene Citocromo b. Diversos outros estudos com abordagens
semelhantes foram conduzidos para as espécies Ctenomys talarum (Cutrera, Lacey e
Busch, 2005), Ctenomys porteousi (Mapelli et al., 2012), e Ctenomys minutus (Lopes et
al., 2013), para citar alguns exemplos, evidenciando o uso dos marcadores moleculares
na inferéncia de padrGes populacionais e filogenéticos. A linha do tempo abaixo
exemplifica o uso de marcadores moleculares no contexto do estudo do género Ctenomys,

e situa temporalmente alguns dos trabalhos citados anteriormente (Figura 2).
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Figura 2. Linha do tempo da evolu¢do dos marcadores moleculares no estudo de Ctenomys, exemplificado

por alguns dos principais trabalhos publicados entre os anos de 1960 e 2019.

SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO E SUA UTILIZACAO EM ESTUDOS
ECOLOGICOS

Com o advento das tecnologias de sequenciamento massivo de DNA, tornou-se
possivel isolar milhares de polimorfismos genéticos distribuidos ao longo dos genomas
de populagdes inteiras, aumentando consideravelmente a quantidade de informacao
disponivel para resolver problemas biologicos, desde inferir relagdes filogenéticas entre
taxons mal resolvidos (Emerson et al., 2013; Cariou et al., 2013; Combosch e Vollmer,
2015) até o mapeamento de tragos qualitativos associados a adaptagdo local (Hohenlohe
et al., 2010) e a sele¢dao sexual (Jones et al., 2013) e de alteragdes cromossdmicas em
nivel gendmico (Kemppainen et al., 2015). Em estudos gendmicos com vieses ecologicos,
ha, de maneira geral, predile¢do por métodos que permitam o sequenciamento massivo
de DNA de modo que as variantes genéticas sejam comparaveis entre individuos mesmo
sem o conhecimento das posi¢des das variantes em um genoma de referéncia, visto que o
acesso a recursos gendmicos estd indisponivel para a maioria das espécies estudadas.
Dentre os métodos que atendem a essas condicdes estd o Sequenciamento de DNA

associado a sitio de restricdo, ou RADseq (Restriction site-Associated DNA sequencing;
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Baird et al., 2008), que utiliza enzimas de restri¢ao para promover a clivagem do DNA
em regioes especificas, gerando fragmentos que podem ser comparados entre individuos,
populagdes ou espécies (Davey et al., 2011). Em geral, o RAD seq esta associado ao
sequenciamento em plataforma Illumina, também chamado de Sequenciamento por
Sintese Reversa (Illumina Inc., 2015). Esse método de sequenciamento tem por definigao
utilizar apenas a informacao da sintese da fita reversa de DNA (de orientagdo 3’-OH para
5’-P) a partir da deteccao de fluorescéncia emitida por cada um dos nos nucleotideos
incorporados, gerando bilhdes de fragmentos curtos de DNA com alta fidelidade, em um
unico sequenciamento (Bentley et al., 2008). Nesse contexto, sdo utilizados adaptadores
de DNA sintético com sequéncias complementares ao da enzima de restri¢ao utilizada na
digestdo do DNA alvo, o que garante a identificacdo individual dos fragmentos de DNA
e o sequenciamento apenas de fragmentos gerados pela clivagem com as enzimas de
restricdo (Fig. 3).

E importante salientar que, diferentemente das demais técnicas de
sequenciamento de DNA que utilizam fragmentagdo como base — como RRL, GBS e
CRoPS, 0 RAD seq ¢ a tinica que possui um passo intermediario de sele¢do de fragmentos
por tamanho apds a quebra randémica — i.e. sonicagdo — dos fragmentos de DNA, o que
limita o sequenciamento dos fragmentos a uma janela especifica de tamanho. Esse passo
¢ fundamental para garantir que o sequenciamento ocorra de maneira efetiva — visto que
a Plataforma Illumina comporta apenas fragmentos curtos de DNA, com menos de 150pb
— e para garantir a cobertura de cada fragmento de DNA; a cobertura, isto €, o numero de
repeti¢des de um fragmento de DNA especifico em um sequenciamento, ¢ de extrema
importancia porque garante que eventuais polimorfismos sejam observados com
confianga estatistica e exclui erros de sequenciamento como causa de um polimorfismo

observado, especialmente quando ndo hd genoma de referéncia que sirva como base para
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definir a sequéncia canonica para um determinado fragmento de DNA (Davey et al., 2011;

Allendorf et al., 2016; Fig. 4).
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Figura 3. Passos da geracdo dos fragmentos de DNA pela técnica de RAD seq. A) adaptadores (P1) sdo
ligados as pontas dos fragmentos de DNA digeridos com enzimas de restricdo; cada adaptador P1 ¢
composto por um sitio de ligagdo do primer de sequenciamento ¢ uma identificagdo especifica para cada
individuo (barcode). B) as amostras competentes para a ligagdo dos adaptadores sdo misturadas e
sequenciadas em conjunto; em seguida, fragmenta-se novamente fragmentos os de DNA competentes, dessa
vez por sonicac¢do. C) um segundo adaptador (P2) ¢ ligado apenas aos fragmentos competentes para P1,

garantindo o sequenciamento destes. D) amplificacdo seletiva dos fragmentos competentes para P1 e P2.

Adaptado de Baird et al. (2008).

Portanto, o RAD seq pode ser proposto como metodologia adequada e acessivel
para explorar a variagdo genética em escala gendomica em organismos ndo-modelo, como
¢ o caso das espécies do género Ctenomys, alvos deste estudo, bem como para servir como
comparativo entre as metodologias ja utilizadas no estudo do género, atualmente restritas
ao uso de marcadores genéticos pré-NGS, como marcadores de DNA mitocondrial e DNA

microssatélite.
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Figura 4. Ilustra¢do das diferencas basicas entre trés metodologias de sequenciamento de nova geragéo
associadas ao uso de sitios de restrigdo. O RAD seq (coluna central) distingue-se dos demais métodos por
apresentar clivagem por sonicacdo (random shear) seguida de seleg@o dos fragmentos por tamanho (size
selection), restringindo assim o sequenciamento a um grupo de fragmentos e aumentando a cobertura.

Adaptado de Davey et al. (2011).
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JUSTIFICATIVA — CTENOMYS NO CENTRO-OESTE E NORTE DO BRASIL
COMO ESTUDO DE CASO: COMPARATIVOS ENTRE MARCADORES

CLASSICOS E DE NOVA GERACAO

No Brasil, o género Ctenomys ocorre na regido Sul, nos estados do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina, em cinco espécies descritas — Ctenomys minutus, Ctenomys lami
Freitas, 2001, Ctenomys torquatus, Ctenomys ibicuiensis Freitas et al. (2012), e Ctenomys
flamarioni, Travi, 1981 — em campos abertos, arenosos ou em dunas litorAneas
(Fernandez-Stolz et al., 2007; Gongalves e Freitas, 2009; Freitas et al., 2012), e em outras
trés espécies nas regides Centro-oeste e Norte, nos estados do Mato Grosso — Ctenomys
nattereri Wagner, 1848 — e de Rondonia — Ctenomys bicolor e Ctenomys rondoni
Miranda-Ribeiro, 1914, em regides de transi¢do entre floresta Amazdnica e Cerrado
(Stolz et al., 2013; Leipnitz et al., 2018). Diferentemente das espécies estudadas desde a
década de 60, cujo conhecimento a respeito dos padrdes evolutivos intra e interespecificos
vem sendo incrementado gradualmente até a presente década, os Tuco-tucos do Centro-
oeste e Norte do Brasil foram negligenciados até recentemente, quando Stolz e
colaboradores (2013) validaram Ctenomys bicolor como espécie, com base em caracteres
morfoldgicos, cariotipicos e genéticos. Até entdo, os Unicos registros em literatura sobre
a ocorréncia do género nessas regides do Brasil constavam da descri¢gao de um morfotipo
da espécie Ctenomys nattereri por Wagner, em 1848, coletado na regido conhecida como
Caissara, no Mato Grosso (MT), atualmente a cidade de Caceres, e de expedigdes em
meados do século XX, nas quais o naturalista Alipio de Miranda Ribeiro coletou e
descreveu morfotipos das espécies Ctenomys bicolor e Ctenomys rondoni, em 1914. O
local de coleta dos morfotipos de C. bicolor foi rastreado e limitado a uma area de

aproximados 1,000 Km? a sudeste do estado de Ronddnia (RO) por Bidau e Avila-Pires
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(2009), proximo da qual Stolz e cols. (2013) coletaram espécimes descritos como

representativos de C. bicolor.

Dessa forma, diante da quase completa falta de conhecimento sobre a diversidade
biologica de Ctenomys nos estados de MT e RO, que constituem uma lacuna a ser
preenchida no contexto global do género, e tendo em vista os recentes desenvolvimentos
em metodologias de sequenciamento de porcdes representativas do genoma de
individuos, mesmo na auséncia de um genoma de referéncia, as quais apresentam
potencial para uso em estudos filogenéticos, demograficos, populacionais e adaptativos,
proponho aqui utilizar tanto os marcadores de DNA mitocondrial (mtDNA) e
Microssatélites, amplamente respaldados na literatura para o género Ctenomys, quanto
conjuntos de marcadores bi-alélicos multi-locus (Single Nucleotide Polymorphisms,
SNPs), para elucidar padrdes filogenéticos e de estruturagdo populacional que ocorrem
nas populagdes amostradas no Centro-oeste e Norte do Brasil. Este novo conjunto de
marcadores, de representagdo gendmica, servird como base para futuros estudos
adaptativos, bem como para testar a robustez dos métodos utilizados até o presente

momento, que envolvem um niimero pequeno de marcadores moleculares.

OBJETIVOS

Essa tese tem por objetivos globais, portanto:

Agregar ao conhecimento sobre o género Ctenomys, € por consequéncia aos
roedores subterraneos de maneira geral, informagdes demograficas, filogenéticas e
adaptativas sobre populagdes em darea de ocorréncia de Ctemomys negligenciada
historicamente, refinando filogenias e estabelecendo novas espécies e linhagens, quando

possivel, bem como inaugurar a Era Gendmica nos estudos de diversidade bioldgica no
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género, comparando os resultados obtidos entre metodologias anteriores a “terceira onda

tecnologica” no que tange ao sequenciamento de DNA e as metodologias com base no

Sequenciamento de Nova Geragao adaptadas a estudos ecologicos.

Tais objetivos globais podem ser desdobrados nos seguintes objetivos especificos:

1)

2)

3)

4)

Estabelecer linhagens e espécies que ocorrem nos estados do Mato Grosso e
de Rondonia, no Brasil, por meio de anélises filogenéticas e morfolédgicas,
com base no gene mitocondrial Citocromo b (cyt ») e na morfometria
geométrica das vistas ventral, dorsal e lateral do crinio dos individuos
coletados, refinando a filogenia atual para o género por meio da calibragdo do
modelo com datacdes de registro fossil e da inclusdo dos novos taxons,
estimando o tempo de origem das linhagens descobertas nesses estados —
Capitulo II;

Inferir pardmetros populacionais de diversidade genética e a estrutura
populacional real dos tdxons da regido bem como a presenca de expansao,
retragdo, ou constancia populacional — Capitulo III;

Desenvolver metodologias para inferir padrdes filogenéticos, demograficos e
adaptativos em Ctenomys, a partir de marcadores moleculares derivados de
Sequenciamento de Nova Geragdo associados a tratamentos com Enzimas de
Restri¢cao (RAD seq), abrindo o caminho para a utilizagdo de grandes volumes
de dados de sequenciamento na caracterizagdo da diversidade bioldgica de
roedores subterrdneos em geral — Capitulo III;

Testar o poder de resolu¢do de metodologias como o RAD seq na resolucao
de incertezas filogenéticas, refinando topologias, e na inferéncia da estrutura
genética populacional, de modo a comparar esses resultados com aqueles

obtidos por meio de marcadores classicos, isto ¢, DNA mitocondrial e
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5)

6)

microssatélites, utilizando os Tuco-tucos do Centro-Oeste e Norte do Brasil
como modelo — Capitulo III;

Isolar SNPs potencialmente sob selecdo, gerando conjuntos de dados que
permitam inferir adaptagdo local e servir como base parar futuros estudos de
adaptagao em nivel gendomico — Capitulo III;

Propor futuras diregdes no estudo gendmico em roedores subterraneos, com
foco em Ctenomys, a partir da interpretacdo dos resultados desta tese —

Capitulo I'V.
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Abstract

The genus Ctenomys comprises approximately 70 recognized living species of subterranean rodents endemic to South America.
Phylogenetic studies to date, based on mitochondrial DNA data, place 44 recognized species in eight species groups and provide
evidence for a burst of speciation early in the history of the genus. Species from Argentina, Uruguay, Bolivia, and southern Brazil
are well studied at the phylogenetic level. However, the taxonomic status of the species inhabiting midwest and northern Brazil
remains poorly understood. In this study, we construct phylogenies based on maximum likelihood and Bayesian inference
methods with cytochrome b gene haplotypes of Ctenomys from midwest and northern Brazil and with haplotypes representative
of the genus Ctenomys to place the sampled haplotypes into a phylogenetic framework; we also evaluate skull geometric
morphometrics data among sampling sites to assess whether skull morphology corroborates the phylogenetic patterns observed.
The results show that the sampling sites used in this study are represented by two species, namely, Ctenomys bicolor, which is
present in the state of Rondonia, and Ctenomys nattereri, which is present in Mato Grosso and Bolivia. The results also reveal two
lineages of Ctenomys distinct from C. bicolor and C. nattereri, henceforth called Ctenomys sp. “xingu” and Ctenomys sp.
“central.” Both the species and lineages share a most recent common ancestor with C. boliviensis and are part of the boliviensis

species group.
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Introduction

The order Rodentia is the most speciose order of mammals,
with approximately 2277 species described and distributed in
34 families (Patton et al. 2015). These mammals occur in
almost every continent, except for Antarctica, occupying ar-
boreal, aquatic, terrestrial, or subterranean habitats (Nowak
1999). Subterranean rodents of the genus Ctenomys
Blainville, 1826, are characterized by a dependency on tunnel
systems, leaving the tunnels only for foraging, mating, or dis-
persing; they are also generally solitary and territorial, with
each individual occupying its own tunnel system (Reig et al.
1990; Lacey et al. 2000).

The most speciose family of subterranean rodents,
Ctenomyidae, comprises one extant genus, Ctenomys, which
is distributed throughout the southern half of the Neotropical
region (Fig. 1a) and contains approximately 70 valid species
based on morphological, karyotypic, and molecular data
(Bidau 2015; Patton et al. 2015; Freitas 2016). In the first
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Fig. 1 a Distribution of the genus Ctenomys throughout southern South
America (light gray area). b Detailed distribution of sampled localities in
the states of Mato Grosso (MT) and Rondo6nia (RO). Pimenta Bueno —

phylogenetic study of the genus based on molecular data,
Lessa and Cook (1998) identified strong monophyly between
Octodontidae and Ctenomyidae in a cytochrome b (cyt b)
phylogeny as well as evidence of polytomies in basal nodes
of the phylogeny for Ctenomys, indicating a rapid radiation in
the early history of the genus. Other studies included species
from Uruguay and southern Brazil (D’Elia et al. 1999), com-
pared chromosomal rearrangements with phylogenetic struc-
turing (Slamovits et al. 2001), and provided phylogenetic es-
timates based on nuclear noncoding DNA markers (Castillo
etal. 2005). Parada et al. (2011) identified eight monophyletic
species groups with strong to moderate statistical support and
estimated that most of the species groups originated approxi-
mately 3 million years ago, an estimate that is supported by
the minimum estimated age of the oldest fossil known for the
genus (~3.5 mya; Verzi et al. 2009). Upham and Patterson
(2012) estimated that the genus Ctenomys originated approx-
imately 4.3 mya, based on a nuclear and a mitochondrial gene.
Finally, Gardner et al. (2014), based on cyt b sequences, pro-
vided the most comprehensive phylogenetic study to date for
the genus Ctenomys, including 44 recognized species, four of
which were described as new Bolivian species.

In Brazil, eight species of Ctenomys are currently known:
five in southern Brazil (Rio Grande do Sul State — RS), name-
ly, Ctenomys torquatus Lichtenstein, 1830, Ctenomys minutus
Nehring, 1887, Ctenomys lami Freitas, 2001, Ctenomys
flamarioni Travi, 1981, and Ctenomys ibicuiensis Freitas
et al., 2012; one in the state of Mato Grosso (MT), namely,
Ctenomys nattereri Wagner, 1848; and two species, namely,
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PB, Pontes e Lacerda — PL, Caceres — CA, Sapezal — SP, Nova Olimpia —
NO, Tangara da Serra— TS, Nova Mutum — NM, Nova Ubirata 1 — NUI,
Nova Ubirata 2 — NU2, Feliz Natal — FN

Ctenomys rondoni Miranda Ribeiro, 1914, and Ctenomys
bicolor Miranda Ribeiro, 1914, in the state of Rondonia
(RO) (Bidau and Avila-Pires 2009). While species from
southern Brazil, Argentina, Uruguay, and Bolivia are consid-
erably well studied at the phylogenetic level (Lessa and Cook
1998; D’Elia et al. 1999; Slamovits et al. 2001; Castillo et al.
2005; Parada et al. 2011; Freitas et al. 2012; Gardner et al.
2014), the taxonomic status for the genus Ctenomys in mid-
west and northern Brazil remains poorly resolved. A revalida-
tion of C. bicolor as a species based on molecular, karyotypic
and morphological evidence (Stolz et al. 2013) is the only
study published to date that involves individuals from these
regions of Brazil. Considering the species distributed in mid-
west and northern Brazil, C. bicolor and C. nattereri are in-
cluded in the boliviensis species group and are sister taxa to
the Bolivian species Ctenomys boliviensis Waterhouse, 1848,
and Ctenomys steinbachi Thomas, 1907 (Parada et al. 2011;
Stolz et al. 2013; Gardner et al. 2014).

Recently, we sampled new sampling sites for Ctenomys in
midwest and northern Brazil, further expanding the known
distribution for the genus towards the Brazilian Amazon for-
est. Indeed, some of the individuals we sampled in the north-
ernmost sampling sites were located in forests in areas of
transition between the Amazonia and Cerrado (savanna) bi-
omes of Brazil (IBGE 2004). As species within the genus
Ctenomys are primarily known for inhabiting open areas cov-
ered mostly by grassy vegetation, sampling individuals in
Mato Grosso is interesting because the southernmost parts of
Amazon — roughly, western Rondonia and northern/central
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Mato Grosso — present vegetation characteristic of both the
“evergreen forests” of the Amazon to the north and the
Cerrado (Savanna), dominated by smaller trees and bush-
like vegetation, to the south, the same region where our sam-
pling sites are located. The convergence of the two biomes
forms a zone of ecological tension (ZOT) that spans hundreds
of kilometers at the southern border of the Amazon (Ackerly
et al. 1989; Marimon et al. 2013). This ZOT is likely the
product of continuous alternation of temperature and precipi-
tation throughout the Quaternary and is dominated by vegeta-
tion characteristic of the Amazon during wet events and by
vegetation characteristic of the Cerrado during dry events
(Marimon et al. 2013 and references therein). Such dynamics
may affect the dispersion of Ctenomys throughout midwest
and northern Brazil, if the changes in vegetation composition
represent geographical barriers. In addition, some sampling
sites were located near the type locality for the species
C. nattereri (Caceres — MT; Miranda Ribeiro, 1914) and
C. bicolor (Pimenta Bueno — RO, Stolz et al. 2013).

Therefore, these new sampling sites provide an opportunity
to clarify the taxonomic status of poorly known species of
Ctenomys located at the northern end of the distribution of
the genus, making way for future population genetics and
ecological studies. Herein, we build on previous phylogenetic
studies and characterize the known localities of Ctenomys
from midwest Brazil based on cyt b sequences and geometric
morphometrics of the skull, placing the haplotypes represen-
tative of the localities sampled into a phylogenetic framework
and defining, when possible, taxonomic units.

Material and Methods

Sample Collection and DNA Extraction from Field Specimens
We discovered and sampled ten localities for the genus
Ctenomys between the years 2007 and 2017, totaling 92 spec-
imens (Table 1). We captured the specimens using Oneida

Victor n° 0 Snap Traps (Zenuto and Busch 1998) under a
license from the Brazilian government (IBAMA,
Authorization No. 14690-1). We conducted at least one field
trip per year, with a minimum sampling effort of 14 days per
field trip. All procedures involving the captured animals were
allowed by IBAMA (Brazil’s environmental agency) and
followed the guidelines of the American Society of
Mammalogists (Sikes et al. 2016). Liver samples were collect-
ed from 92 individuals distributed among 10 sampling sites in
the states of Mato Grosso (MT) and Rondonia (RO)
(individuals per locality and geographic coordinates of the
sampling sites are detailed in Table 1). Tissue samples were
housed at the Laboratory of Cytogenetics and Evolution in the
Department of Genetics at Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) and stored in 96° GL alcohol at
—20 °C. We extracted DNA from the samples following the
CTAB DNA extraction protocol (Doyle and Doyle 1987),
with modifications. All DNA extractions were stored at
—20 °C.

Mitochondrial DNA Primers We amplified partial coding se-
quences — CDS (1087 bp) —of the cyt b gene (complete CDS:
1146 bp) from 92 individuals using the primer pairs MVZ05
and Tuco06 (Smith and Patton 1999) and Tuco07 and Tuco14
(Wlasiuk et al. 2003). Only forward primers were used for
sequencing PCR products.

Cytochrome b PCR conditions and sequencing We conduct-
ed PCR using 100 ng of purified genomic DNA, 0.4 uL of
10 mM forward and reverse primers, 0.4 uL of 10 mM
deoxynucleotide triphosphates, 2.0 uL of 10X PCR buffer,
1.6 uL of 50 mM MgCl, polymerase cofactor, and 0.2 uL
of 5 U/uL DNA Taq polymerase (Ludwig Biotec), total-
ing 20 pL of reaction per sample. PCR cycling condi-
tions were as follows: initial denaturation at 94 °C for 1
minute, followed by 30 cycles of denaturation at 93 °C
for 1 minute, primer annealing at 45 °C for 1 minute,

Table 1 Individuals sampled for

DNA and skull samples and Locality Sample Size Sample Size Coordinates Haplotypes by
haplotypes by locality. PL, Pontes - DNA - Skulls locality
e Lacerda; CA, Caceres; SP,
Sapeza]; NO, Nova Ollmpla’ PL =10 n=9 15°09'31.38”S, 59°13'47.54”W HI1, H2, H3, H4
NUL, Noya Ubiratd 1; N.U2, CA =11 n=9 15°58'11.917S, 57°45'58.13”W HS
Nova Ubiratd 2; FN, Feliz Natal, g n=7 n=4 13°02'11.947S, 58°48'56.89"W  H4, H6
NM, Nova Mutum; TS, Tangara
da Serra: PB, Pimenta Bueno NO n=11 n=>6 14°52'17.328, 57°17'25.96”W H7, H8
NU1 n=9 n=238 12°5729.78”S, 54°55'39.84”W H9, H10
NU2 n=13 n=7 12°54'44.16”S, 54°5025.14”W HI10
FN n=9 n=5 12°35'5.407S, 54°48'51.95”W H10, H12, H13
NM n=11 n=10 13°51'54.44”S, 55°16'34.47"W H14
TS n=1 - 14°13'36.097S, 57°41'15.69”W HI5
PB n=10 n=9 12°13'31.84”S, 60°40'47.36”W HI1
Total n=92 n=67
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and fragment extension at 72 °C for 1.5 min, ending
with a final extension at 72 °C for 10 min. To confirm
amplification, the PCR products were visualized in 1.5%
agarose gel prior to sequencing. Sequencing was con-
ducted abroad (Macrogen Inc., Seoul, Korea).

Mitochondrial DNA Data Sets We created two cyt b data sets.
The global data set comprises all unique haplotypes represen-
tative of midwest and northern Brazil, 69 sequences represen-
tative of the genus Ctenomys, and two Octodontidae haplo-
types downloaded from GenBank (accession numbers:
Table S1) used as outgroups; we used this data set to recon-
struct a complete phylogeny for Ctenomys, placing Brazilian
haplotypes into species groups, and to estimate the time of
origin of the most recent common ancestor (MRCA) between
taxa of interest. The local data set comprises all haplotypes
representative of the sampled localities, ten sequences repre-
sentative of the boliviensis species group (sensu Parada et al.
2011), and six sequences representative of the species
Ctenomys andersoni Gardner et al., 2014, Ctenomys
erikacuellarae Gardner et al., 2014, and Ctenomys yatesi
Gardner et al., 2014, which form a clade sister to boliviensis
(Gardner et al. 2014). We calculated partial phylogenetic re-
constructions to assess intragroup phylogenetic relationships
and divergence times between taxa belonging to the
boliviensis species group; we assumed it was plausible to cal-
culate partial reconstructions for this data set because all hap-
lotypes representative of known sampling sites clustered with-
in the boliviensis species group for all phylogenies constructed
using the global data set (see Results). In addition, we also
compared estimates obtained through the partial phylogenetic
reconstruction with those obtained through the complete phy-
logenetic reconstruction to assess whether the estimates cor-
roborate each other.

Mitochondrial DNA Analysis We inspected chromatograms
and trimmed sequences using Chromas Lite 2.1.1
(Technelysium Inc.). We aligned the sequences used in both
data sets independently through the MUSCLE algorithm
(Edgar 2004) implemented in MEGA 6.0 (Tamura et al.
2013) using the default parameters. Best-fit models of molec-
ular evolution for each data set were calculated using
JModelTest2 (Guindon and Gascuel 2003; Darriba et al.
2012). The model selected was based on the smallest variation
in the logarithm of the Bayesian Information Criteria (BIC).
The haplotype (Hd) and nucleotide diversity (Pi) indexes and
number of segregating (S) and invariant (I) sites obtained were
estimated using DnaSP 5.0 (Librado and Rozas 2009). We
used the Kimura-2-parameters (K2P) substitution model with
pairwise deletion of gaps and missing data to estimate percent-
ages of sequence divergence between haplotypes for the cyt b
gene, with 1000 bootstrap replicates and considering the 1st,
2nd, and 3rd codon positions, in MEGA 6.0. We performed a
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nonspatial genetic mixture analysis in BAPS 6 (Corander et al.
2006, 2008; Cheng et al. 2011) to estimate the genetic clus-
ters formed by individuals of each locality analyzed with
the complete data set for the cyt b gene (92 sequences,
1087 bp), using five iterations and a maximum number of
clusters of 20 (K =20); all other parameters were left as
default.

We constructed maximum likelihood (ML) phylogenies
(global data set) in MEGA 6.0 using 1000 bootstrap repli-
cates, considering the 1st, 2nd, and 3rd codon positions; all
other parameters were left as default. We constructed
Bayesian inference (BI)-based phylogenies for both the global
and local data sets in BEAST v2.4.0 (Bouckaert et al. 2014)
with empirical base frequencies, four gamma categories and
data partitioned into the 1st, 2nd, and 3rd codon positions. As
the data are not clock-like, a relaxed uncorrelated lognormal
clock (Drummond et al. 2006) was used to allow different
mutation rates for each branch in the phylogeny while preserv-
ing the time-dependent nature of the evolutionary process. A
calibrated Yule speciation prior (Heled and Drummond 2011)
was implemented to allow calibration of trees calculated with
the global data set for both the Ctenomyidae/Octodontidae
split (Marshall and Sempere 1993; Vucetich et al. 1999;
Verzi 2002; Table 4) and the MRCA for the genus Ctenomys
(Verzi et al. 2009; Table 4); we calibrated the local data set
with the MRCA estimates for the boliviensis species group
obtained through the complete phylogenetic reconstruction
(see Table 5). Twenty million iterations in a Markov chain
Monte Carlo (MCMC) process were used in each run, sam-
pling a tree every 1000 steps in both the global and local
analyses; all other parameters were left as default. Six inde-
pendent runs were calculated for each data set, and the outputs
of the runs were submitted to a 25% burn-in and combined
into a single tree file using LogCombiner v2.4.3 (Rambaut
and Drummond 2015a). The consensus tree was chosen using
TreeAnnotator v.1.8.2 (Rambaut and Drummond 2015b). The
log files of all runs were inspected in Tracer v1.6 (Rambaut
etal. 2013), to ensure that all parameters had estimated sample
size (ESS) values higher than 200.

Skull Geometric Morphometric Analysis The sample consisted
of 67 skulls of adult specimens of Ctenomys from nine sam-
pling sites in midwest and northern Brazil (see Table 1). Skulls
from all individuals are housed at the Laboratory of
Cytogenetics and Evolution in the Department of Genetics at
UFRGS (archive numbers, Table S4). Dorsal, ventral, and
lateral left sides of the skulls were photographed with a
Canon G10 digital camera at maximum resolution (4416 x

3312) with the macro function activated and without flash.
We digitized 29, 30, and 21 morphological landmarks for
each individual for the dorsal, ventral and lateral views,
respectively (sensu Fernandes et al. 2009), with TPSDig
2.16 (Rohlf 2010). All landmarks plotted were assigned to
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each individual by the same person (L.E.J.R.). Coordinates
were superimposed by the generalized Procrustes analysis
(GPA) algorithm (Dryden and Mardia 1998). We symmetrized
landmarks in dorsal and ventral views of the skull and used the
symmetric component of variation in each view for our anal-
ysis (Kent and Mardia 2001; Klingenberg et al. 2002). We
used the residuals of GPA-like shape variables as the shape,
and we used the centroid size (the square root of the sum of
distances of each landmark from the centroid; Bookstein
1991) as a measure of overall skull size. To avoid redundancy
of the three views, we summed the centroid sizes of the three
views of the skull and used the obtained mean for the analysis.

We tested skull centroid size for normality with Shapiro’s
test, sexual dimorphism for size using Student’s ¢ test, and
sexual dimorphism for skull shape with multivariate analysis
of variance (MANOVA). We tested differences in size among
sampling sites with analysis of variance (ANOVA) and used
Tukey’s test for pairwise comparisons. We implemented prin-
cipal component analysis (PCA) to explore shape variation for
each view of the skull and multivariate analysis of variance
(MANOVA) to test for differences in skull shape between
sampling sites. We calculated jackknife cross-validation to
generate percentages of correct classification among sampling
sites and within hypothesized molecular clades (see Results).
We conducted all aforementioned analyses in R software ver-
sion 3.2.1 (R Core Team 2017) with the geomorph package
(Adams and Otarola-Castillo 2013). We used canonical vari-
ate analysis (CVA) in Morphol (Klingenberg 2011) to gener-
ate scatterplots and wireframes to discriminate the individuals
and localities sampled in shape space.

Data Availability All sequences from the localities studied
used in the analyses present in this manuscript are available
at GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) under
accession numbers MG065617 to MG065634. Detailed
individual information on the origin of each sequence we
downloaded from GenBank and on the sequences we
published is available as supplemental material (Tables S1
and S2, respectively).

Results

Cytochrome b diversity indexes for sampled localities
Partial coding sequences for the cyt b gene (1087 bp) were
obtained for 92 individuals. A total of 1083 bp were used
in the analysis, excluding 4 bp of missing data. The hap-
lotype diversity (Hd) and nucleotide diversity (Pi) indexes
were equal to 0.8830 and 0.01737, respectively. The total
number of segregating sites (S) was 69, while 1014 sites
were invariant (I). Eighteen individual sequences
corresponded to 15 haplotypes representative of the genet-
ic variability of the sampled localities. Out of these 18

sequences, 15 corresponded to exclusive haplotypes, and
three were shared among sampling sites (H4: PL and SP;
H10: NU1, NU2, and FN; Fig. 1 and Table S2). Therefore,
we included 15 sequences representing the total haplotype
variability of the sampling sites in the phylogenetic anal-
yses (GenBank accession numbers, Table S2).

Cytochrome b diversity indexes for the global data set A
total of 86 sequences were used in the complete phylogenetic
reconstruction analyses with the global data set: 15 haplotype
sequences representing the sampling sites of Ctenomys from
midwest and northern Brazil, 69 sequences representative of
the genus Ctenomys, and two Octodontidae sequences as
outgroups. The sequences from GenBank were mostly com-
plete (1140 bp), but some were shorter; a few sequences
contained small nucleotide gaps or undetermined nucleotides
(‘N’). Overall, 1042 bp were used in the phylogenetic analy-
ses, given that there were 45 sites with missing data. From a
total of 84 haplotypes, 577 were variable sites, and 445 were
parsimony informative (S) sites. Out of the 1042 sites ana-
lyzed, 465 were invariant (I).

Genetic Distances between Sampled Localities from Midwest
and Northern Brazil Genetic distances based on the Kimura-2-
parameters model for the partial CDS of the cyt b gene
(1087 bp) presented mean values of 0.2% between PL and
SP, 0.1% between NU1 and NU2, and 0.7% between NM
and TS. The maximum distance reached was 3.8%, between
PB and CA. Some subsets of localities had lower sequence
divergence between haplotypes within subsets than other sub-
sets of localities: there was a maximum of 1.3% divergence
between sequences from the sampling sites PL, CA, and SP,
but a maximum of over 2.0% when compared against any
other haplotypes. Sequence divergence between the localities
NO, NU1, NU2, and FN presented a mean of 0.6 and 1.6%
when compared against NM and TS and a mean of over 2.2%
when compared to PL, CA, SP, and PB. PB, the only locality
known to represent the species C. bicolor (Stolz et al. 2013),
diverges from the other localities by a mean of 2.9% (Table 2).
Groups of localities, therefore, seem to cluster into clades
when the genetic distances between them are considered. We
name such clusters by their relative geographic positioning
(PL, CA, and SP: Western Clade; NO, NU1, NU2, and FN:
Eastern Clade; and NM and TS: Central Clade; Table 3).

Genetic Distances for the Global Data Set We estimated ge-
netic distances between haplotypes based on the Kimura-2-
parameters model (Table 3). Mean genetic distances within
clades are lower (Western Clade: 0.7%; Eastern Clade:
0.6%; Central Clade: 0.7%) than those between clades
(Western vs. Eastern: 2.7%; Western vs. Central: 2.2%;
Eastern vs. Central: 1.6%). The genetic distances between
C. bicolor (PB) and all other clades are higher than the
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Table 2 Cytochrome b

(1,087 bp) genetic distances PL CA SP NO NUI NU2 FN PB NM TS
between haplotypes sequenced in
this study based on the Kimura-2- ~ PL 0.1-0.3
Parameters Model. PL, Pontes e CA 1.1-1.3 —
Lacerda; CA, Céceres;'SP,' Sp 0.0-04 11413 02
Sapezal; NO, Nova Olimpia;
NUL Nova Ubirata 1: NU2, NO 2225 2527 2425 0l
Nova Ubirata 2; FN, Feliz Natal; NUI1 24-2.8 2.8-3.0 2.3-2.7 0.5-0.8 0.2
PB, Pimenta Bueno; NM, Nova NU2 2628 29 2628 07-08 0002 -
Mutum; TS, Tangaré da Serra FN 2631 2832 2529 07-1.1 0007 0007 0307
PB 33-34 3.8 3.3-3.5 2223 2.3-2.6 2.6 2.6-2.8 -
NM 2122 2.4 2.1-2.3 1.4-1.5 1.5 1.5 1.5-1.9 2.3 —
TS 2.0-2.1 2.3 2.0-2.2 1.3-14 1.4-1.6 1.6 1.6-1.8 2.3 0.7 -

distances between clades (Table 3). Genetic distances between
the Western Clade and a haplotype representative of
C. nattereri from Bolivia (HM777484) present a mean of
1.0%; C. nattereri from Bolivia diverges in over 1.9% of the
sequence when compared against the Eastern and Central
Clades (C. nattereri vs. Eastern: mean of 2.4%; C. nattereri
vs. Central: 2.0%) and in 3.2% of the sequence compared to
C. bicolor. Sequences identified as C. boliviensis differ widely
from each other (AF007039 and AF007040 compared to
AF007037, AF007038, and KJ778554: 5.3%; AF007037
and AF007038 compared to KJ778554: 1.4%) and when com-
pared to C. nattereri, C. bicolor, and the clades specified
above (Table 3). However, the haplotypes AF007039 and
AF007040 are known to have been misidentified as
C. boliviensis, because individuals had a diploid number of
2n = 36, which is distinct from that known from C. boliviensis
localities (2n =42, 44, and 46) and did not cluster with actual
C. boliviensis haplotypes in past studies (Lessa and Cook

Table 3  Cytchrome b (1,087 bp) genetic distances between clades of
localities sampled in this study and sequences representative of the
boliviensis group of species based on the Kimura-2-Parameters Model

1998; Mascheretti et al. 2000). Haplotypes of C. goodfellowi
differ by a mean of 1.3% from true C. boliviensis (AF007037,
AF007038, and KJ778554) but by over 5.0% from the haplo-
types AF007039 and AF007040, which is consistent with the
findings of Gardner et al. (2014), who synonymized
C. goodfellowi with C. boliviensis (Table 3). All other haplo-
types representative of Ctenomys diverge in over 6.0% of their
sequences compared to the Western, Eastern, and Central
Clades; C. nattereri from Bolivia; and C. bicolor (PB)
(Table 3).

Nonspatial Genetic Mixture Analysis The Bayesian inference
of hierarchical clustering of sampling sites estimated in
BAPS 6 (Corander et al. 2006, 2008; Cheng et al. 2011)
yielded six genetic clusters (K =6), which resemble the
clades inferred by genetic distances between sampling sites
(PL and SP; CA; NO; NU1, NU2 and FN; PB; and NM and
TS; Fig. 2).

in percentage points. Western Clade: PL, CA, SP; Eastern Clade: NO,
NUI1, NU2, FN; Central Clade: NM, TS; Ctenomys bicolor: PB

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13.
1.Western Clade 0.0-1.3
2.Eastern Clade 23-32  0.0-1.1
3.C. bicolor 33-38 2228 -
4.Central Clade 2.0-24 13-19 23 0.7
5.HM777484.1 C. nattereri 09-1.1 2127 32 1.9-20 -
6.AF007039.1_C. boliviensis 1.6-2.1 2229 34 22-23 19 -
7.AF007040.1_C. boliviensis 1.6-2.1 2229 34 22-23 19 0.0 -
8.AF007037.1 C. boliviensis 5.0-53 5862 6.8 52-56 49 5.6 5.6 -
9.AF007038.1_C. boliviensis 50-53 5862 68 52-56 49 5.6 5.6 0.0 -
10.KJ778554.1 C. boliviensis 52-5.5 59-65 6.6 50-53 53 5.6 5.6 1.4 1.4 -
11.AF007043.1 C. steinbachi  6.4-6.7 7.4-8.1 84 7.0-7.5 6.7 6.7 6.6 6.6 72 7.0 -
12.AF007044.1 C. steinbachi  6.3-6.6 74-79 83 6.9-74 6.6 6.6 6.5 6.5 7.0 7.9 0.1 -
13.0ther Ctenomys spp. >6.0 >6.0 >6.0 >6.0 >6.0 >60 >60 >60 >60 >60 >60 >6.0 >6.0
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Fig. 2 Non-spatial genetic
mixture analysis implemented in
BAPS 6. Localities sampled in
this study structure into six
genetic clusters (K =6). Colors
from white to dark grey indicate
each genetic genetic cluster. From
left to right: PL/SP; CA; NO;
NUI NU2, EN; PB; NM, TS

PL SP

Cytochrome b phylogenies: global data set The best-fit
model of molecular evolution calculated in JModelTest2 for
the global data set was Hasegawa-Kishino-Yano (Hasegawa
et al. 1985) + gamma + invariant sites (HKY + G + ). Most
species groups were recovered with moderate to strong statis-
tical support in both phylogenies, though the estimated times
of divergence between most species groups had only moderate
to low support (Figs. 3 and 4). All haplotypes from midwest
and northern Brazil are included in the boliviensis species
group, which is monophyletic, with strong statistical support
(Figs. 3a and 4a). Haplotypes from the Western Clade and
C. nattereri from Bolivia (HM777484) share an MRCA with
moderate support in the ML phylogeny (Fig. 3) and strong
support in the BI phylogeny (Fig. 4). Haplotypes from the
Eastern Clade share an MRCA with C. bicolor, while haplo-
types from the Central Clade are sister taxa to the Eastern
Clade plus C. bicolor, with strong statistical support in both
phylogenies. All haplotypes from midwest and northern
Brazil; the two misidentified haplotypes representative of the
species C. boliviensis (AF007039 and AF007040) and one
haplotype representative of the species C. nattereri from
Bolivia (HM777484) share an MRCA with five
C. boliviensis haplotypes (AF007037, AF007038,
AF007050, AF007051, and KJ778554) with strong statistical
support in both trees. It is important to note that the haplotypes
AF007050 and AF007051 are identified in data bases as
C. goodfellowi, but since Gardner et al. (2014), this species
is considered synonymous with C. boliviensis. Mean esti-
mates for time of divergence and their 95% highest probability
densities (HPD95%) between species groups, between the
Ctenomyidae and Octodontidae split, and for the MRCA for
the genus Ctenomys are summarized in Table 4. The MRCA
for the genus Ctenomys was estimated at approximately 3.71
mya; the frater species group is estimated to be the first spe-
cies group to have originated, approximately 2.18 mya, while
the other species groups are more derived. Conversely,
talarum and mendocinus are the most recently originated spe-
cies groups (mean time estimates of 0.52 and 0.64 mya,
respectively; Table 4; Figs. 3 and 4).

There is one incongruence between the topologies of the Bl
and ML phylogenies related to the C. boliviensis haplotypes

CA NO NU 1

NU 2 FN PB NM TS

AF007039 and AF007040. When comparing these haplotypes
to the others attributed to C. boliviensis, the haplotypes
AF007039 and AF007040 share an MRCA with C. nattereri
and the Western Clade but not with the other haplotypes of
C. bicolor. In both cases, however, there is low statistical
support for such positioning (Figs. 3 and 4). Statistical support
for the topologies including C. steinbachi, C. erikacuellarae,
C. andersoni, and C. yatesi as species either within or outside
the boliviensis species group is equal to one in the BI phylog-
eny, while the bootstrap values for such clusters are low (57)
and moderate (82) in the ML phylogeny for the more inclusive
and exclusive groups, respectively (Figs. 3 and 4). Given the
maximum support was obtained when including the species in
a monophyletic species group (e.g., boliviensis) in the BI phy-
logeny, we chose to consider boliviensis as a more inclusive
group (species group A; Figs. 3 and 4) as a means to estimate
the times of origin for the MRCAs between the taxa of interest
while not constraining the analyses to a smaller data set.
Therefore, the mean time of divergence for the boliviensis
species group was estimated at approximately 1.58 mya
(Table 4).

Almost all clades within the boliviensis species group
estimated through the complete phylogenetic reconstruc-
tion present moderate (0.70-0.89) to high (0.90-1) statis-
tical support for the given best tree topology, except when
considering the clustering of individuals within sampling
sites and the positioning of C. steinbachi within the spe-
cies group (posterior probability values less than 0.50).
The localities from midwest and northern Brazil share an
MRCA with C. boliviensis at approximately 1.17 mya.
The MRCA between the localities was estimated to have
originated 0.57 mya on average, while the clades were
estimated to be somewhat more recent (C. nattereri and
Western Clade, 0.50 mya; Eastern Clade, 0.17 mya;
Central Clade, 0.20 mya) (Local group, Table 4).

Cytochrome b phylogenies: local data set Bayesian phylog-
enies for the local data set were calculated in BEAST v2.4.2
using the HKY + G model of nucleotide substitution with four
gamma categories and empirical base frequencies. The mean
estimated time of divergence for the boliviensis species group
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Fig. 3 Maximum Likelihood
phylogeny for the Cytochrome b
gene (1087 bp) calculated for the
global data set. Haplotypes sam-
pled in this study cluster with the
boliviensis group of species and
share a common ancestor with the
Bolivian species Ctenomys
boliviensis. Western Clade: PL,
CA, SP; Eastern Clade: NO,
NUI1, NU2, FN; Central Clade:
NM, TS; C. bicolor: PB. Species
groups: (a) boliviensis; (b)
opimus; (¢) mendocinus; (d)
talarum; (e) torquatus; (f)
tucumanus; (g) magellanicus; (h)
frater. Bootstrap values under 50
are ommited from the figure
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Fig. 4 Bayesian Inference based phylogeny for the Cytochrome b gene
(1087 bp) for the global data set. Haplotypes sampled for the studied
localities cluster within the boliviensis group of species and share a most
recent common ancestor (MRCA) with the species Ctenomys boliviensis.
Western clade: PL, CA and SP; Eastern Clade: NO, NU1, NU2 and FN;

was 1.57 mya. Ctenomys bicolor, C. nattereri, and the
Eastern, Western, and Central Clades share an MRCA with
C. boliviensis, with a mean estimated time of origin of approx-
imately 1.06 mya. The Eastern and Central Clades originated
approximately 0.15 and 0.17 mya, respectively, while the
Western Clade plus C. nattereri from Bolivia (HM777484)
is estimated to be somewhat older on average (0.24 mya).
The mean estimated times for common ancestors between
the taxa in the local data set are summarized in Table 5.

The tree topology is also maintained in the phylogeny cal-
culated with the local data set, with the exception of the posi-
tioning of C. steinbachi, which clusters as a sister taxon to
C. andersoni, C. erikacuellarae, and C. yatesi, albeit with
low statistical support (Fig. 5). Almost all nodes representative
of valid species and lineages have strong statistical support
(posterior probabilities ranging from 0.9 to 1), with the excep-
tion of the nodes that separate the species C. steinbachi from
C. andersoni, C. erikacuellarae, and C. yatesi (0.45), the
Western Clade and C. nattereri from Bolivia from the
two haplotypes misidentified as C. boliviensis (AF007039
and AF007040; 0.56) and C. bicolor from the Eastern
Clade (0.79).

Central Clade: NM and TS; Ctenomys bicolor: PB. Species groups: (a)
boliviensis; (b) opimus; (¢) mendocinus; (d) talarum; (e) torquatus; (f)
tucumanus; (g) magellanicus; (h) frater. Values of posterior probabilities
lower than 0.5 were omitted from the figure

Geometric morphometric analyses — Shapiro-Wilk’s test
indicated that the centroid sizes do not differ between locali-
ties (w=0.97302, P=0.153) for any of the three views (dor-
sal: P=0.153; ventral: P =0.07; lateral: P =0.233), except for
locality SP, the individuals of which are smaller on average
than the ones in other localities (Fg, 53 =6.489; P<0.001)
(Fig. S1). We did not find significant sexual dimorphism for
size or shape within or between localities (=0.31798, df=
32.362, P=0.7525; Fig. S1). Therefore, the males and fe-
males were pooled together for further analyses.

The PCAs did not show structuring between localities for
skull shape (data not shown). Cross-validation tests assigned
on average 86%, 68%, and 67% of the individuals to their
localities of origin (Table 6) and 91%, 83%, and 64% of the
individuals to their respective molecular clade for the dorsal,
ventral, and lateral views, respectively (Table 7). There are
significant differences among localities for skull shape for
the dorsal (Wilk’s A <0.0001; Fg_sg=5.8889; P< 0.001), lat-
eral (Wilk’s A<0.0001; Fg_sg=3.7815; P< 0.001), and ven-
tral (Wilk’s A <0.0001; Fg sg=3.3744; P< 0.001) views.
Pairwise MANOVA revealed significant differences in skull
shape between the majority of comparisons for all views
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Table 4 Calibration points used
(Ctenomyidae/Octodontidae and
genus Ctenomys), their associated

Lineage

Div. times — Mean
(HPD95%)

Calibration points — Mean
(HPD95%)

times of divergence and estimated
times of divergence obtained for
the BI phylogeny between species
groups of the genus Ctenomys
(global data set). Clades: Western,
Eastern and Central; C. bicolor:
PB

Ctenomyidae/Octodontidae

genus Ctenomys

frater

All species groups minus frater and
and C. tuconax

opimus

mendocinus

talarum

torquatus

magellanicus

tucumanus

boliviensis

Local group (boliviensis)
C. andersoni, C. erikacuellarae and

C. boliviensis, C. bicolor, C. nattereri and other clades

C, bicolor, C. nattereri and Clades

C. nattereri and Western Clade

C. bicolor and Eastern and Central Clades

C. bicolor and Eastern Clade
Eastern Clade
Central Clade

Higher order groups and species groups

10.65 (9.8-11.5)
5.0 (3.5-6.5)

10.98 (9.08-12.83)
371 (2.38-5.14)
2.18 (1.22-3.16)

C. sociabilis 2.74 (1.68-3.86)

1.35 (0.75-2.00)
0.64 (0.34-0.99)
0.52 (0.26-0.82)
0.95 (0.55-1.38)
121 (0.71-1.77)
1.20 (0.73-1.83)
1.58 (0.98-2.24)

1.26 (0.74-1.84)
1.15 (0.67-1.65)
0.57 (0.33-0.84)
0.50 (0.28-0.75)
0.37 (0.20-0.56)
0.31 (0.17-0.47)
0.17 (0.08-0.27)
0.20 (0.06-0.37)

C. yatesi

(Table S4). The scatterplot of the CVA for the three views of
the skull showed different degrees of discrimination for the
localities sampled (Fig. S2): in the dorsal view, the localities
PB and CA overlap, with the highest negative values for CV1,
with the skulls showing a proportionately more-elongated ros-
trum in positive scores (Fig. S2a). In contrast, NO presents the
highest positive values for this axis. All other localities (PL,
SP, NU1, NU2, FN, and NM) are differentiated from CA, PB,
and NO, clustering with mostly positive values for CV2,
though NM presents slightly negative values for CV1; locality
FN is differentiated from all other localities by CV2,

presenting the highest positive values for that axis. In the
ventral view, the localities PL, CA, and SP are differentiated
from all other localities by CV1, where sampling sites with
positive scores show skulls enlarged in the tympanic bullae
(Fig. S2b). NM and NO present values closest to the mean
skull shape for the ventral view, e.g., close to zero, while the
NUI1, NU2, and FN localities are differentiated by CV2. PB is
separated from all other localities by CV 1, presenting the most
negative values for that CV. In the lateral view, the locality
NUI presents the shape closest to the mean shape, while all
other sampling sites are separated from each other and from

Table 5 Calibration point used
(boliviensis species group), its
associated time of divergence

Lineage

Div. times — Mean
(HPD95%)

Calibration point — Mean
(HPD95%)

obtained for the local phylogeny
and estimated times of MRCAs
between species and Clades
within the boliviensis species
group

boliviensis species group

C. bicolor, C. nattereri and Clades

C. nattereri and Western Clade

C. bicolor, Eastern and Central Clades
C. bicolor and Eastern Clade

Eastern Clade

Central Clade

C. steinbachi, C. andersoni, C. erikacuellarae and C.yatesi

C. boliviensis, C. bicolor, C. nattereri and other clades

1.48 (0.92-2.06) 1.57 (1.37-1.77)
1.26 (0.72-1.68)
1.06 (0.59-1.51)
0.51 (0.28-0.75)
0.24 (0.11-0.39)
0.33 (0.17-0.49)
0.28 (0.14-0.43)
0.15 (0.07-0.24)

0.17 (0.04-0.32)
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Fig. 5 Bayesian Inference based phylogeny for the Cytochrome b gene
(1087 bp) for the local data set. Clades of localities are indicated at the
bars to the right. The boliviensis species group is monophyletic with

NU1, with values distant from zero for both CVs. PL, FN, and
PB are closely distributed in shape-space, presenting the most
negative values for CV1 and little variation in skull shape
(Fig. S2c).

Discussion

Diversity indices and general patterns of genetic structur-
ing in Ctenomys from midwest and northern Brazil Two
haplotypes are shared between localities within clades (PL
and SP: H4; NUI1, NU2, and FN: H10), which were in turn
proposed based on the genetic distances between haplotypes.
In every case, the pairwise genetic distances between haplo-
types in a clade were lower than those in any other comparison
between haplotypes. Indeed, the clades specified are mono-
phyletic with strong statistical support in all phylogenetic
analyses and cluster within the boliviensis species group
(group A; Figs. 3, 4 and 5). In addition, the Bayesian mixture
analysis structures localities into six genetic groups, consistent
with the groups formed when considering the observed shared

Table 6 Percentage of correct cross-validation classification for skull
shape for nine localities of Ctenomys from midwest and northern Brazil
based in the skull shape for each of'the three views. PL, Pontes e Lacerda;

L AF007053.1_Ctenomys_yatesi

strong statistical support. Posterior probability values lower than 0.5 are
ommited from the figure

haplotypes, genetic distances, and tree topologies (Fig. 2). The
clustering of the haplotypes from midwest and northern Brazil
within the boliviensis group of species was expected, given
that C. bicolor (Stolz et al. 2013) and C. nattereri from Bolivia
(Parada et al. 2011; Gardner et al. 2014) are known to cluster
within this species group.

The mean genetic distances observed between C. nattereri
from Bolivia and the Western Clade (1.0%) are similar to the
ones observed within the Western Clade localities (0.7%) and
within the Eastern Clade localities (0.6%), which we consider
intraclade values, as opposed to the values observed between
the Eastern and Western Clades (mean of 2.8%), which can be
two to three times larger. In contrast, C. nattereri and the
Eastern Clade present a mean sequence divergence of 1.9%,
while C. bicolor diverges in over 2.2% of the sequence when
compared to the Western (mean of 3.5%), Eastern (mean of
2.5%), and Central (2.3%) Clades. Such genetic divergence
between the haplotypes sampled, combined with the evidence
of shared haplotypes, which is reflected by the structuring
among haplotypes of the sampled localities, and with the phy-
logenetic structuring of clades into monophyletic groups with

CA, Caceres; SP, Sapezal; NO, Nova Olimpia; NU1, Nova Ubirata 1;
NU2, Nova Ubirata 2; FN, Feliz Natal; PB, Pimenta Bueno; NM, Nova
Mutum

CA FN NM NO NUI1 Nu2 PB PL Sp Average
Dorsal 66.67 60.00 90.00 100.00 100.00 85.71 100.00 77.78 100.00 86.57
Ventral 66.67 80.00 66.67 66.67 62.50 57.14 77.77 55.55 75.00 68.66
Lateral 100.00 60.00 70.00 50.00 50.00 71.43 66.67 60.67 59.00 67.16
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Table 7  Percentage of correct cross-validation classification for skull
shape for clades of localities as proposed by molecular analysis for the
dorsal, ventral and lateral views of the skull, and its associated average
values. C. bicolor, PB; Western Clade: PL, CA and SP; Eastern Clade
NO, NU1, NU2 and FN; Central Clade, NM

C. bicolor  Western Eastern Central Average
Clade Clade Clade
Dorsal  100.00 86.36 96.15 80.00 91.04
Ventral 77.78 81.82 88.46 80.00 83.58
Lateral 66.67 77.27 61.54 40.00 64.10

strong statistical support indicate that the clades are represen-
tative of unique lineages of Ctenomys in midwest Brazil.
However, proposing thresholds for sequence divergence to
delimitate intra- and interspecific genetic distances is difficult,
as the same marker may evolve at different rates in different
taxa (Avise 1994). Few studies have estimated sequence di-
vergence thresholds for mitochondrial genes. Tobe et al.
(2010) compared cytochrome oxidase I (COI) and cyto-
chrome b (cyt b) sequences for 217 mammalian taxa and con-
cluded that at the specific level, cyt b estimates generally
correctly assign individuals to their species better than
do COI estimates, especially when considering 1.5-2.5%
sequence divergence as the threshold to distinguish taxa.
Such estimates would imply that our proposed clades pres-
ent genetic distances within them below the 1.5-2.5%
threshold, while the distances between clades can reach
values that surpass this threshold, meaning that the clades
may represent different species or, at least, represent line-
ages in the process of speciation. Thus, the distances be-
tween C. bicolor and the clades are either near or above
2.5%, which is expected because C. bicolor is considered
a valid species (see Table 3; Figs. 3, 4 and 5).

Phylogenetic trees, skull geometric morphometrics, and di-
versity of Ctenomys in midwest and northern Brazil The
phylogenies calculated using BI and ML methods yield very
similar topologies and recover all eight species groups
proposed by Parada et al. (2011) with moderate to strong
statistical support (Figs. 3, 4 and 5). There are minor incon-
gruences between the phylogenies estimated with the two
methods, but they are restricted to the species positioning
within species groups, and none of them directly relate to
our taxa of interest. Our analyses show that the boliviensis
species group is one of the oldest species groups to have
originated (mean estimate of 1.57 mya; Table 5), considering
the estimate generated through the local phylogeny. The lack
of resolution for the basal nodes on the phylogenies (bootstrap
values under 50 and posterior probabilities under 0.5) demon-
strates the rapid radiation of Ctenomys throughout South
America, as has been pointed out by other authors (Lessa
and Cook 1998; Castillo et al. 2005; Parada et al. 2011). The
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estimates of origin of MRCAs for the boliviensis species
group obtained from both the complete and partial phyloge-
netic reconstructions indicate that the mean and highest prob-
ability density (HPD95%) values obtained are consistent be-
tween analyses, with minor differences. This demonstrates
that the results are reproducible and that the parameters used
to reconstruct phylogenies, most notably the calibration points
and the enforcing of monophyly of the genus Ctenomys, were
adequate.

The CVAs for dorsal and ventral views of the skull more
closely differentiate the localities in a phylogeny-like pattern:
the CV1 for the ventral view of the skull segregates the sampling
sites into groups resembling the molecular clades, while in the
dorsal view, CV2 also discriminates the sampling sites in a geo-
graphical pattern (Fig. S2a and S2b). The CVA for the lateral
view of the skull differentiates the localities into single-locality
groups, with low variance for skull shape within them (Fig. S2c¢).
The percentages of individuals correctly assigned to their local-
ities of origin through jackknife cross-validation analyses suggest
that differences in the dorsal view of the skull best differentiate
the sampling sites from one another (86%), while the ventral and
lateral views correctly differentiate the sampling sites less often
(68 and 67%, respectively; Table 6). However, testing the assign-
ment of individuals based on the proposed phylogenetic clades
increased the frequency of correct classification for both the dor-
sal (91%) and ventral (83%) views, suggesting that skull shape is
influenced partially by demography (Table 7), because the in-
crease in correct classification reflects the common origin of
the individuals of the localities within a clade. Patterns of dis-
crimination between sampling sites through the CVA analysis
corroborate the results obtained through the MANOVA analysis,
in which there are significant differences in skull shape for most
pairwise comparisons in all three views analyzed (Table S4).

Therefore, the geometric morphometric analysis of the
skulls of individuals from our sampling sites demonstrates that
variation in skull shape may contain both environmental and
phylogenetic signals. Because mitochondrial genes are con-
sidered to evolve under near neutrality, and thus are widely
used as molecular markers for estimating evolutionary pro-
cesses dependent on geographical barriers, gene flow and mi-
gration (e.g., demographic effects), environmental pressures
selecting for a given cranial structure may not reflect a pattern
of cranial structure in which variation is caused by demo-
graphic effects but rather a pattern that reflects adaption or
both adaption and demography. Indeed, the structure inferred
through the morphometric analysis for both the ventral and
dorsal views of the skull closely resembles the structure found
in the phylogenetic analysis, while the morphometric analysis
with the lateral view of the skull does not, indicating the in-
fluence of selection on skull shape.

There are many possible explanations for the differences in
skull shape that do not match the patterns of structure inferred
from the phylogenies as well as for the lack of differences
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between individuals in localities that do belong to different
phylogenetic clades; for example, convergence in the feeding
apparatus in rodents inhabiting similar habitats is common
(Samuels 2009). Therefore, if the habitats present similar eco-
logical pressures, then the differences in skull shape between
individuals of localities representative of distinct phylogenetic
lineages can be more influenced by environmental pressures
than by demography alone. Environmental pressures, such as
the hardness of soil, can select for skull shape in fossorial
rodents (Marcy et al. 2016), which requires a derived skull
morphology with procumbent incisors for digging (Stein
2000); indeed, the bulk density of soils is correlated with bite
force in Ctenomys, with species that inhabit denser soils gen-
erally exhibiting higher bite force measurements (Borges et al.
2017). Alternatively, allometry effects can influence intraspe-
cific skull shape in conjunction with environmental effects,
such as primary production and precipitation, or demographic
effects, including restricted gene flow and reduced population
size (Maestri et al. 2016). Conversely, the times of origin for
the Brazilian clades appear to be recent (Table 5), in which
case it is possible that not enough time has passed for the
lineages to accumulate differences in skull shape. This demo-
graphic hypothesis could explain the subtle structural differ-
ences found between the three views of the skull.
Alternatively, environmental pressures may be selecting for
skull shape.

Overall, patterns of phylogenetic structure, sequence diver-
gence between haplotypes, and skull shape differences be-
tween individuals within the sampled localities reveal two
major lineages in midwest Brazil: i) a lineage including the
haplotypes from the Western Clade plus C. nattereri from
Bolivia (HM777484), and ii) a lineage including all haplo-
types from the Central and Eastern Clades and C. bicolor.
Given that C. bicolor is a valid species and is positioned in-
termediately relative to the Eastern and Central Clades in all
phylogenetic analyses, both clades can be considered indepen-
dent lineages. As the Eastern Clade sampling sites NU1, NU2,
and FN are located near Xingu National Park, one of the
largest and most conserved protected areas in Brazil, and the
Central Clade sampling sites are central to the known distri-
bution of Ctenomys in midwest and northern Brazil, we name
the lineages C. sp. “xingu” and C. sp. “central,” respectively.

Potential Shortcomings of the Analyses and Future Directions
Mitochondrial genes have been used extensively in phyloge-
netic studies due to their mode of inheritance, lack of recom-
bination, and reduced effective sample size, which facilitate
coalescence in a phylogeny (Neigel and Avise 1987; Avise
2000). In the case of Ctenomys, mitochondrial genes have
been instrumental for defining species and confirming the
monophyly of the genus. However, time estimates using mi-
tochondrial markers should be interpreted with caution, be-
cause these markers may have broad confidence intervals that

may limit inference of the ages of phylogenetic clades (Ballard
and Whitlock, 2004 and references therein). In any case, phy-
logenetic approaches in Ctenomys using the cytochrome b
gene have yielded more reliable estimates of the origin of both
the genus and its species groups than the nuclear markers that
have been tested, based on the estimated age of the oldest
known fossil (Lessa and Cook 1998; Castillo et al. 2005;
Parada et al. 2011).

Ctenomys presents high levels of karyotype heterogeneity,
with diploid numbers ranging from 2n = 10 in C. steinbachi to
2n =70 in Ctenomys dorbignyi Contreras and Contreras, 1984
(Anderson et al. 1987; Woods and Kilpatrick 2005), although
the species generally have species-specific karyotypes (Reig
et al. 1990, but see Lopes et al. 2013). Therefore, knowing
how localities structure karyotype variability is essential to
corroborate molecular and morphological data to define and
describe species within the genus Ctenomys. We concur with
Parada et al. (2011) and Freitas (2005) in that additional nu-
clear markers, such as the ones used by Castillo et al. (2005)
and Upham and Patterson (2012), should be sequenced genus-
wide to corroborate the karyotype, morphological, and mito-
chondrial DNA data. Additionally, sequencing additional
genes can better estimate species trees, thus mitigating possi-
ble incongruences between species and gene trees, and can
provide more reliable evidence for dating times of divergence
between lineages with narrower confidence intervals.

Conclusions

Molecular phylogenetics and geometric morphometrics ap-
proaches have allowed us to resolve phylogenetic lineages
and corroborate the presence of C. bicolor and C. nattereri
in midwest and northern Brazil. We identify two independent
lineages: C. sp. “xingu” and C. sp. “central.” At the moment,
a lack of karyotype data does not allow us to resolve lineages
into defined species; therefore, sampling additional localities
of Ctenomys from midwest and northern Brazil, and thus in-
creasing the sample size for molecular and morphometric
analysis and allowing for the karyotyping of individuals is
essential to accomplish this task. In addition to increasing
sample size, future population genetics and ecological studies
involving Ctenomys in Brazil will require more molecular
markers, both those that are neutral and those under selection,
to estimate population parameters, understand genetic mech-
anisms of local adaption, and define evolutionary significant
units sensu Moritz (1994). For example, next-generation se-
quencing (NGS) methods coupled with restriction enzyme
digestion (Davey et al. 2011 and references therein), such as
RADseq (Baird et al. 2008) and its derivatives (ddRADseq,
Peterson et al. 2012), could be employed to generate sets of
hundreds to thousands of neutral and potentially adaptive loci,
allowing for the fine-tuning of phylogenies (Cariou et al.

@ Springer



J Mammal Evol

2013; Emerson et al. 2010) and identification of polymor-
phisms that could account for the genetic basis of local adap-
tion (Manthey and Moyle 2015).
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CAPITULO IV

CONCLUSOES GERAIS, CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Poucos estudos para o género Ctenomys consideraram abordagens comparativas
entre marcadores moleculares de origem e modo evolutivo distintos, como ¢ o caso do
estudo de Wlasiuk, Garza e Lessa (2003), no qual os autores comparam polimorfismos
proteicos com polimorfismos de DNA em C. rionegrensis; contudo, nenhum havia
considerado, até o presente momento, conjuntos de milhares marcadores distribuidos ao
longo dos genomas das espécies, para inferir padrdes filogenéticos e populacionais.
Apresento nesta tese, uma abordagem inédita para a resolu¢do da estruturacdo
populacional e filogenética de Ctenomys, com potencial para ser reproduzida em qualquer
grupo de roedores subterrdneos, e cujos dados podem ser reavaliados em estudos
adaptativos, uma vez que os recursos gendmicos necessarios estejam disponiveis. Esse
ultimo ponto serd defendido em maiores detalhes neste capitulo, pois dele dependem os
estudos associativos entre genotipo e fendtipo que poderdo ser conduzidos a partir das
metodologias de RAD seq em futuros trabalhos.

No Capitulo I, ¢ apresentado breve histdrico sobre o surgimento e a utilizagao de
marcadores moleculares na inferéncia de parametros populacionais de diversidade e
estruturagdo genética, com enfoque nos marcadores utilizados especificamente no estudo
de Ctenomys, e as justificativas para a utiliza¢do de metodologias de Sequenciamento de
Nova Geragdo (NGS) em estudos do género. Para demonstrar a utilidade dessas
metodologias de NGS na compreensao da histdria evolutiva de Ctenomys, foi escolhido
como estudo de caso um conjunto de taxons mal estabelecidos e pouco estudado por
estudiosos do género por mais de um século, sob o ponto de vista ecologico, genético e

filogenético, e ao qual apenas recentemente foi acrescida informagao sobre uma espécie

101



local, Ctenomys bicolor (Stolz et al., 2013) sob um prisma molecular, que sao os Tuco-
tucos do Centro-oeste ¢ Norte do Brasil. Tal escolha foi feita porque permite tragar
comparativos sobre marcadores moleculares — mitocondriais, microssatélites ¢ SNPs —,
de origens — mitocondriais e nucleares —, modos evolutivos — neutros e sob selecdo — e
padrdes de heranga distintos — haploides e diploides, no que tange a padrdes filogenéticos
e de estrutura populacional, ao passo que agrega conhecimento sobre novas linhagens de
Ctenomys antes quase totalmente desconhecidas.

Iniciamos os estudos sobre Ctenomys nos estados do Mato Grosso e de Rondonia
buscando elucidar a diversidade de espécies na regido, através de uma reconstru¢do
filogenética do género por meio de haplotipos do gene Citocromo b (Cyt b), que incluisse
0s novos taxons amostrados, bem como buscamos observar se fatores ndo demograficos
poderiam estar envolvidos na alteragdo ou manutengdo das estruturas cranianas,
indispensaveis para o habito de vida subterraneo, a partir de analises de morfometria
geométrica do cranio dos individuos amostrados, topicos os quais foram objeto do
Capitulo II da presente Tese, ja publicado no periddico Journal of Mammalian Evolution
(Leipnitz et al., 2018). Neste trabalho, os autores validam as espécies C. nattereri e C.
bicolor e identificam dois novos clados na regido, denominados C. sp. xingu e C. sp.
central, com base em dados moleculares e de morfometria geométrica, esclarecendo
assim, pela primeira vez, o status filogenético dos tdxons amostrados no Centro-oeste e
Norte do Brasil. Além disso, o estudo também revalida os oito grupos de espécies
monofiléticos encontrados por Parada e cols. (2011), identificando que as espécies e
linhagens estabelecidas no presente estudo pertencem ao grupo boliviensis de espécies e
tem ancestral comum direto com Ctenomys boliviensis, estimando a origem destes clados
a partir de 500 mil anos. As estimativas de diversidade genética e de estruturagao

populacional inferidas a partir do gene analisado no Capitulo II indicaram baixa
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variabilidade e alta estruturagdo genética entre as populagdes amostradas, indicando que
as populagdes estdo, desde muito tempo, diferenciadas; de fato, esse padrao de estrutura
iria se repetir nas analises do Capitulo III, e viria a ser interpretado como resultado de
forte deriva génica e subsequente fixagdo e/ou perda de alelos. Os dados gerados no
Capitulo II constituem o mais completo registro da diversidade genética do género
Ctenomys nas regides de estudo ja publicado e abrem precedéncia para as analises
comparativas realizadas no Capitulo III desta Tese. Ja& os dados de morfometria
geométrica, ndo menos importantes que os moleculares, indicam que as estruturas 0sseas
contidas na vista lateral do cranio devem ser fortemente influenciadas por fatores
adaptativos, uma vez que o padrdo de estruturacao populacional para a forma do cranio
nesta vista ¢ muito distinto daquele observado nas demais vistas — dorsal e ventral — e do
padrao filogenético gerado pelas andlises moleculares; tal informacdo acresce a
importancia de uma énfase adaptativa nos estudos em Ctenomys a partir de marcadores
moleculares, o que ainda ndo ocorre para o género e acaba limitando a capacidade de
inferir causa e efeito entre genotipos e fendtipos observados, como as estruturas cranianas
exploradas no Capitulo II e que, especula-se, sdo atribuidas a fatores ambientais, como a
dureza do solo (Marcy et al., 2016) e a for¢a da mordida (Borges et al., 2017), a
convergéncia adaptativa do aparato bucal para explorar o habito subterraneo (Samuels
2009), ou entdo possivelmente a efeitos alométricos associados a fatores ambientais e
genéticos (Maestri et al., 2016); quando um genoma de referéncia estiver disponivel, sera
possivel observar, por exemplo, relacdo direta entre algum gene de desenvolvimento e a
forma do cranio nas populagdes analisadas, a partir do mapeamento de SNPs sob selegao
positiva nos genomas de diversas linhagens.

E importante salientar também que a filogenia para o género apresentada neste

trabalho ¢ a primeira a utilizar calibracdo fossil para gerar estimativas do tempo de origem
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dos clados e também ¢ a mais inclusiva para o género até o presente momento; tais
caracteristicas contribuiram para gerar estimativas de origem dos grupos de espécies e
dos taxons de interesse mais refinadas — isto é, com menores intervalos de confianga —
uma vez que calibragdes fosseis proveem limiares minimos para a origem de grupos
especificos, e refinam, por consequéncia, as estimativas das taxas evolutivas dos
marcadores utilizados; o aumento no numero haplétipos representativos de distintos
taxons, por sua vez, refina as estimativas de taxas mutacionais internas aos grupos de
espécies, por consequéncia reduzindo a amplitude das estimativas maximas ¢ minimas da
origem dos clados que compdem esses grupos. No entanto, cabe salientar também que
filogenias embasadas em apenas um marcador molecular serdo limitadas no seu poder de
inferéncia topoldgica e temporal, via de regra porque nao representam a histdria evolutiva
das espécies, e sim a do gene em particular (Mallo e Posada, 2016; Scornavacca e Galtier,
2016); de fato, as relacdes filogenéticas estimadas a partir de marcadores bi-alélicos
codominantes (SNPs), refinam ainda mais a filogenia para o grupo de espécies do MT e
de RO, pois ndo suportam a existéncia dos clados C. sp xingu e C. sp. central, agrupando
ambos em apenas um clado monofilético (i.e. C. sp leste), possivelmente porque o
conjunto de SNPs gendmicos utilizado nas analises do Capitulo III ¢ verdadeiramente
representativo da histdria evolutiva do género, visto que ndo possuem origem restrita a
determinadas posigdes gendmicas ou ao genoma mitocondrial, como ocorre com 0s
marcadores atualmente utilizados em analises filogenéticas em Ctenomys. De toda forma,
mesmo frente a limitacdes analiticas, o Capitulo II cumpre com seus objetivos e
estabelece as bases para o estudo das linhagens e espécies definidas neste, que servirdo
como hipoéteses iniciais para as analises populacionais e filogenéticas do Capitulo III.
No Capitulo III, marcadores moleculares de DNA mitocondrial e microssatélites

e os SNPs gendmicos foram utilizados para testar a validade dos clados filogenéticos
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inferidos no Capitulo II, a partir da comparacdo entre esses marcadores sob uma
perspectiva majoritariamente populacional e filogenética. Foi mostrado que, de maneira
geral, as populacdes estudadas sdo fortemente estruturadas, a julgar pelos indices de Fsr
e AMOVAs gerados a partir dos marcadores classicos, ambos estatisticamente
significativos para estruturacao genética entre pares populacionais, pela auséncia de sinal
de expansao ou retragao do tamanho populacional estimado para o DNA mitocondrial a
partir de trés estatisticas distintas — D de Tajima, Fs de Fu e R2 de Ramos-Onsins-Rozas,
e pelas estimativas de estruturagdo populacional geradas a partir de anélises bayesianas
nos programas STRUCTURE e Geneland para os dados de microssatélites, que, quando
admitem subestruturacdo genética de uma populacdo ou aglomeracdo de populacdes
geograficas em um mesmo grupo genético, o fazem apenas dentro um mesmo clado
filogenético, delimitados no Capitulo II.

A abordagem gendmica proporcionada pelo RAD seq permitiu isolar milhares de
marcadores moleculares bi-alélicos neutros e centenas potencialmente adaptativos,
permitindo inferir com maior refinamento a diversidade genética para Ctenomys na regido
de estudo. De fato, estimativas de estruturagdo genética com base nos SNPs gendmicos
delimitam agrupamentos genéticos homogéneos, sem os efeitos potencialmente
contraditorios da homoplasia de marcadores, que ocorre, em casos isolados, nas
estimativas de estruturagdo populacional calculadas com base nos marcadores
microssatélites. Além disso, muito embora concordante com as analises de microssatélites
no que tange a separar espécies (C. bicolor e C. nattereri) das demais populagdes, a
analise gendmica dos marcadores evolutivamente neutros (22,220 SNPs) difere da sua
andloga com microssatélites, principalmente por diferenciar sistematicamente as
populagdes antes assinaladas a C. nattereri — i.e. Pontes e Lacerda (PL), Caceres (CA) e

Sapezal (SP) —, independentemente do modelo estatistico utilizado, indicando se tratar de
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linhagens evolutivas distintas; a estruturagdo filogenética encontrada com base nos
mesmos marcadores gendmicos corrobora a diferenciagao de PL, CA e SP, indicando que,
se CA ¢ considerada a localidade tipo de C. nattereri, PL e SP devem ser derivagdes desta
espécie. De maneira contraria, os clados mitocondriais C. sp. xingu e C. sp. central nao
encontram suporte estatistico nas analises filogendmicas, de modo que as populagdes que
os compdem formam um Unico clado monofilético, chamado de “C. sp. leste” (em inglés
C. sp. eastern, Capitulo I1I), indicando que ha uma historia evolutiva comum recente entre
essas populagdes, € ndo uma ancestralidade comum em um passado distante, como se
poderia pensar ao observar a marcada separagdo entre os clados mitocondriais. Ainda
cabe ressaltar que a metodologia tem o potencial de discernir individuos dentro de
populagdes, como acontece nas andlises filogenéticas desenvolvidas nesta Tese, e
também, como exemplificado na literatura, de resolver relagdes filogenéticas entre tdxons
com divergéncia estimada em mais de 80 milhdes de anos (Cariou et al., 2013; Herrera e
Shank, 2016), exemplificando o potencial para resolver relagdes filogenéticas em
diferentes escalas temporais; para efeitos de comparagdo, as filogenias geradas desde
Lessa e Cook (1998) até hoje (Leipinitz et al., 2018) para Ctenomys a partir do gene
Citocromo b falham em resolver os nodos mais basais da filogenia e as relagdes
filogenéticas entre populacdes recentemente derivadas dentro de clados moleculares,
mesmo considerando o gradual aumento da representatividade das espécies na filogenia,
o desenvolvimento de modelos bayesianos complexos e as calibragdes fosseis
empregadas, mostrando as limitagdes de uma andlise que utiliza apenas um marcador.
Ainda resta reanalisar as filogenias geradas neste estudo sob modelos Bayesianos que
considerem as posi¢des individuais dos SNPs entre espécies e linhagens, como o pacote
SNAPP (Bryant et al., 2012) implementado no programa BEAST v.2.5.0 (Bouckaert et

al., 2014). Tal abordagem foi objeto deste estudo, mas ndo gerou resultados aproveitaveis
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devido a problemas relacionados a capacidade computacional dos servidores utilizados —
0 que tornava as analises muito lentas — e também ao emprego de parametros a priori que
nao se assemelham a real distribuicdo dos dados a posteriori, impedindo a amostragem
dos parametros em niveis confidveis (isto ¢, ESS acima de 200); para resolver esta
problematica técnica, sera necessario analisar conjuntos reduzidos de individuos
representativos das linhagens observadas e iterar parametros a priori para gerar modelos
evolutivos que reflitam a real distribui¢do dos dados em tempo hébil. Esta analise ¢
fundamental para que intervalos de confianca para a origem dos clados observados sejam
gerados, permitindo comparar essas estimativas com as obtidas a partir dos tradicionais
marcadores mitocondriais.

As maiores lacunas do Capitulo III, estdo, contudo, relacionadas as analises de
viés adaptativo, visto que a falta de um genoma de referéncia especifico para o género
impede o estabelecimento de relagdes de causa e efeito entre gendtipo e fendtipo. De fato,
as andlises de estruturacdo populacional com base nos mais de 200 SNPs sob sele¢ao
positiva indicam padrdes de estruturacdo distintos daqueles encontrados para os SNPs
neutros, agrupando as popula¢des PL e SP, e Nova Ubirata 1 (NU1), Nova Ubirata 2
(NU2) e Feliz Natal (FN) nas analises conduzidas sob modelos Bayesianos e de Maxima
Verossimilhanga; contudo, na auséncia de um genoma de referéncia, torna-se impossivel
discernir se tais diferencas sdo resultado da fixacdo de alelos por deriva génica — o que
parece ser muito comum no género Ctenomys, vide Capitulo I — ou se sdo, a0 menos em
parte, fruto de sele¢do positiva em resposta a pressdes ambientais. Dessa forma, concordo
com Lessa e cols. (2014) em relacdo a necessidade de se gerar recursos genomicos para
inferir selecdo e adaptacdo em estudos de diversidade genética em roedores, e enfatizo a
urgéncia na sintese de um genoma de referéncia para o género Ctenomys especificamente,

de modo a introduzir os roedores subterraneos sul-Americanos na Era Gendmica de fato.
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A partir da sintese deste genoma de referéncia, considerando um contexto
filogenético, variantes genéticas envolvidas na adaptacdo local poderao ser identificadas
e comparadas entre populagdes e espécies do género, a exemplo do que ocorre na espécie
Sitta carolinensis, na qual foram identificados SNPs sob sele¢do em genes associados a
adaptacao a diferentes altitudes (Manthey e Moyle, 2015). Tracos evolutivos restritos a
conjuntos de espécies ou que tenham sido derivados a partir de espécies basais na
filogenia de Ctenomys poderao ser identificados a partir de andlises filogendmicas
comparativas, por meio da reconstrucao da filogenia do género a partir de SNPs neutros,
confirmando ou refutando os padrdes filogenéticos inferidos pelo gene cyt b, e pela
analise de SNPs sob selecdo conservados em espécies e grupos de espécies; abordagem
semelhante foi utilizada para tracar a origem e a dispersdo de um caractere sob selecdo
sexual no género de peixes Xiphophorus (Jones et al., 2013). Genomas de referéncia em
diversas espécies de Ctenomys poderiam ser utilizados de modo a detectar fusdes e fissdes
cromossOmicas e seus padrdes de heranga, inferidos pela analise de conjuntos de SNPs
sob ligagdo, através da técnica de LDna (Kemppainen et al., 2015), a qual permite
identificar tanto polimorfismos sob selecdo quanto os eventos macroevolutivos — isto &,
em escala cromossOmica; essa abordagem serd de grande valia na identificacdo e
mensuracao do papel da evolugdo cromossdmica no género Ctenomys, que desde a década
de 60 (Kiblisky e Reig, 1966; Reig e Kiblisky, 1969) ¢ hipotetizada como possivel fonte
primaria de variagdo genética envolvida na especiagdo rapida observada.

A metodologia do RAD seq ainda tem potencial para identificar processos naturais
que ocorram em escala microespacial, ou seja, local, como fluxo génico atual, gargalos
de garrafa, expansao populacional e efeitos de barreiras geograficas em escala local na
dispersdo — e consequentemente, no fluxo génico — de populagdes geograficamente

proximas (McRae, 2006; Manel et al., 2010). Tal abordagem nao foi utilizada no presente
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estudo porque se faz necessaria amostragem de maior nimero de populagdes em uma
reduzida escala geografica, e as populagdes atualmente conhecidas estdo muito espagadas
geograficamente; no contexto de Ctenomys do Centro-oeste ¢ Norte do Brasil, o
complexo de populagdes NUI/NU2/FN constitui um excelente ponto de partida para
futuros estudos de diversidade genética em escala local, desde que novas populagdes no
entorno sejam coletadas e os individuos sequenciados utilizando a mesma metodologia
desta Tese.

De maneira geral, o Capitulo III cumpre os objetivos propostos, pois amplia o
conhecimento sobre e refina os padroes filogenéticos e populacionais observados para as
populagdes estudadas, mesmo com reduzida amostragem, e prova que abordagens
gendmicas sdo viaveis e reprodutiveis no contexto dos roedores subterraneos. Espero que
este trabalho abra o caminho para a estrada que leva a Era GenOomica dos estudos
ecoldgicos e que sirva de embasamento para futuros estudos comparativos, ndo somente
no género Ctenomys, mas também entre as diversas familias de roedores subterraneos, as
quais exibem tragos comportamentais, fisiolégicos e genéticos unicos € que merecem

esforco especial na sua caracterizagao.
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ANEXOS — ARTIGO I - TABELAS SUPLEMENTARES

Table S1: Cytochrome b sequences used in phylogenetic analyses as downloaded from GenBank. Columns from left to right: species for each
sequence, accession number and reference study. Species names are as presented at the NCBI’s accession number page.

Species Accession number Reference study
Ctenomys andersoni AF007047 Lessa & Cook, 1998
Ctenomys argentinus AF370680 Slamovitz et al., 2001
Ctenomys australis AF370697 Slamovitz et al., 2001
Ctenomys boliviensis AF007037 Lessa & Cook, 1998
Ctenomys boliviensis AF007038 Lessa & Cook, 1998
Ctenomys boliviensis AF007039 Lessa & Cook, 1998
Ctenomys boliviensis AF007040 Lessa & Cook, 1998
Ctenomys boliviensis KJ778554 Gardner et al., 2014
Ctenomys colburni HM777474 Parada et al., 2011
Ctenomys conoveri AF007055 Lessa & Cook, 1998
Ctenomys coyhaiquensis AF119112 D’Elia et al., 1999
Ctenomys dorbignyi JQ389030 Freitas et al., 2012
Ctenomys erikacuellarae KJ778555 Gardner et al., 2014
Ctenomys erikacuellarae KJ778556 Gardner et al., 2014
Ctenomys erikacuellarae KJ778557 Gardner et al., 2014
Ctenomys flamarioni AF119107 D’Elia et al., 1999
Ctenomys fodax HM777475 Parada et al., 2011
Ctenomys frater AF007045 Lessa & Cook, 1998
Ctenomys frater AF007046 Lessa & Cook, 1998
Ctenomys frater KJ778558 Gardner et al., 2014
Ctenomys fulvus AF370688 Slamovitz et al., 2001
Ctenomys goodfellowi AF007050 Lessa & Cook, 1998
Ctenomys goodfellowi AF007051 Lessa & Cook, 1998
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Ctenomys haigi
Ctenomys ibicuiensis
Ctenomys lami
Ctenomys latro
Ctenomys lessai
Ctenomys leucodon
Ctenomys lewisi
Ctenomys magellanicus
Ctenomys maulinus
Ctenomys mendocinus
Ctenomys minutus
Ctenomys minutus
Ctenomys minutus
Ctenomys nattereri
Ctenomys occultus
Ctenomys opimus
Ctenomys opimus
Ctenomys pearsoni
Ctenomys perrensi
Ctenomys perrensi
Ctenomys perrensi
Ctenomys porteousi
Ctenomys pundlti
Ctenomys pundti
Ctenomys rionegrensis
Ctenomys roigi
Ctenomys saltarius
Ctenomys scagliai
Ctenomys sericeus
Ctenomys sociabilis

HM777476
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Parada et al., 2011
Freitas et al., 2012
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Gardner et al., 2014
Lessa & Cook, 1998
Lessa & Cook, 1998
Parada et al., 2011
Slamovitz et al., 2001
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Lessa & Cook, 1998
Lessa & Cook, 1998
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Slamovitz et al., 2001
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
D’Elia et al., 1999
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
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Ctenomys steinbachi
Ctenomys steinbachi
Ctenomys talarum
Ctenomys talarum
Ctenomys torquatus
Ctenomys tuconax
Ctenomys tucumanus
Ctenomys yatesi
Ctenomys yatesi
Ctenomys sp.
Ctenomys sp.
Ctenomys sp.
Ctenomys sp.
Ctenomys sp.
Ctenomys sp.
Ctenomys sp.
Octodon degus
Spalacopus cyanus

AF007043
AF007044
HM777497
HM777498
EF372287
AF370693
HM777499
AF007052
AF007053
HM777500
HM777501
HM777502
HM777503
HM777504
HM777505
HM777506
AF007058
AF007061

Lessa & Cook, 1998
Lessa & Cook, 1998
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Gongalves & Freitas, 2009
Slamovitz et al., 2001
Parada et al., 2011
Gardner et al., 2014
Gardner et al., 2014
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Parada et al., 2011
Lessa & Cook, 1998
Lessa & Cook, 1998

Table S2: 18 Cytochrome b sequences representative of 92 individuals sampled in Midwest and Northern Brazil, sampling sites haplotype number,
collection registry at Departamento de Genética and GenBank accession numbers. ® unique haplotypes used in the molecular analysis. ® sequences
not used in the molecular analysis given their redundancy.
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Individual Sampling sites Haplotype Collection registry Acession numbers
PL 01 01 Pontes e Lacerda H1? TR1424 MG065617
PL 02 02 Pontes e Lacerda H2* TR1425 MG065618
PL 05 05 Pontes e Lacerda H3? TR1428 MG065619
PL 06 14 Pontes e Lacerda H4* TR1437 MG065620
SP 02 75 Sapezal H4°® TR1869 MG065621
CA 01 06 Caceres H5? TR1429 MG065622
SP 01 74 Sapezal Heé? TR1868 MG065623
NO 01 19 Nova Olimpia H7* TR1442 MG065624
NO 02 20 Nova Olimpia H&? TR1443 MG065625
NU1 01 31 Nova Ubirata 1 H9* TR1453 MG065626
NU1 02 32 Nova Ubirata 1 H10* TR1454 MG065627
NU2 01 52 Nova Ubirata 2 H10® TR1474 MG065628
FN 02 66 Feliz Natal H10° TR1830 MG065629
PB 01 40 Pimenta Bueno HI11* TR1819 MG065630
FN 01 65 Feliz Natal H12* TR1829 MG065631
FN 03 67 Feliz Natal H13* TR1831 MG065632
NM 01 81 Nova Mutum H14* TR1875 MG065633
TS 01 92 Tangard da Serra H15° TR2819 MG065634

Table S3: Sampling sites IDs and Collection registry for skulls (n = 67) used in geometric morphometry analysis. Individuals labeled with a "*"
are still to receive a collection registry number.

Individual Population Collection registry
PL 02 02 Pontes e Lacerda TR1425
PL 03 03 Pontes e Lacerda TR1426
PL 04 04 Pontes e Lacerda TR1427
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PL 05 05
PL 06 14
PL 07 15
PL 08 16
PL 09 17
PL 10 18
CA 01 06
CA 02 07
CA 03 08
CA 04 09
CA 05 10
CA 06 11
CA 07 12
CA 08 13
CA 10 24
SP 02 78
SP 04 80
SP 05 81
SP 06 82
NO 01 19
NO 02 20
NO 03 21
NO 07 27
NO 08 28
NO 10 30
NU1 01 31
NU1 02 32
NU1 03 33
NU1 05 35
NU1 06 36

Pontes e Lacerda
Pontes e Lacerda
Pontes e Lacerda
Pontes e Lacerda
Pontes e Lacerda
Pontes e Lacerda
Caceres

Caceres

Caceres

Caceres

Caceres

Caceres

Caceres

Caceres

Caceres

Sapezal

Sapezal

Sapezal

Sapezal

Nova Olimpia
Nova Olimpia
Nova Olimpia
Nova Olimpia
Nova Olimpia
Nova Olimpia
Nova Ubirata 1
Nova Ubirata 1
Nova Ubirata 1
Nova Ubirata 1
Nova Ubirata 1

TR1428
TR1437
TR1438
TR1439
TR 1440
TR1441
TR1429
TR1430
TR1431
TR1432
TR1433
TR1434
TR1435
TR1436
TR1447
TR1869
TR1871
TR1872
TR1873
TR1442
TR1443
TR1444
TR 1449
TR1450
TR1452
TR1453
TR1454
TR1455
TR1457
TR1458
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NU1 07 37
NU1 08 38
NUL 09 39
NU2 02 53
NU2 04 55
NU2 05 56
NU2 06 57
NU2 11 62
NU2 12 63
NU2 12 63
FN 01 65
FN 06 70
FN 07 71
FN 09 73
FN 09 73*
NM_01_80
NM 03 82
NM_04_83
NM 05 84
NM_06_85

NM 08 87
NM_09 88
NM_09_88*
NM 10 89
NM 11 90
PB 01 40
PB 02 41
PB 03 42
PB 04 43

Nova Ubirata 1
Nova Ubirata 1
Nova Ubirata 1
Nova Ubirata 2
Nova Ubirata 2
Nova Ubirata 2
Nova Ubirata 2
Nova Ubirata 2
Nova Ubirata 2
Nova Ubirata 2
Feliz Natal
Feliz Natal
Feliz Natal
Feliz Natal
Feliz Natal
Nova Mutum
Nova Mutum
Nova Mutum
Nova Mutum
Nova Mutum

Nova Mutum
Nova Mutum
Nova Mutum
Nova Mutum
Nova Mutum
Pimenta Bueno
Pimenta Bueno
Pimenta Bueno
Pimenta Bueno

TR1459
TR1460
TR1461
TR1475
TR1477
TR1478
TR1479
TR1484
TR1485
TR1485*
TR1832
TR1837
TR1838
TR1840
TR1840*
TR1875
TR1877
TR1878
TR1879
TR1880

TR1882
TR1883
TR1883*
TR1884
TR1885
TR1462
TR1463
TR1464
TR1465
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PB 05 44
PB 06 45
PB 07 46
PB 09 48
PB_10 49

Pimenta Bueno
Pimenta Bueno
Pimenta Bueno
Pimenta Bueno
Pimenta Bueno

TR1466
TR1467
TR1468
TR1470
TR1471
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Table S3: Sampling sites IDs and Collection registry for skulls (n = 67) used in geometric
morphometry analysis. Individuals labeled with a "*" are still to receive a collection

registry number.

Individual Population Collection registry
PL 02 02 Pontes e Lacerda TR1425
PL 03 03 Pontes e Lacerda TR1426
PL 04 04 Pontes e Lacerda TR1427
PL 05 05 Pontes e Lacerda TR1428
PL 06 14 Pontes e Lacerda TR1437
PL 07 15 Pontes e Lacerda TR1438
PL 08 16 Pontes e Lacerda TR1439
PL 09 17 Pontes e Lacerda TR1440
PL 10 18 Pontes e Lacerda TR1441
CA 01 06 Caceres TR1429
CA 02 07 Caceres TR1430
CA 03 08 Caceres TR1431
CA 04 09 Caceres TR1432
CA 05 10 Caceres TR1433
CA 06 11 Caceres TR1434
CA 07 12 Caceres TR1435
CA 08 13 Caceres TR1436
CA 10 24 Caceres TR1447
SP 02 78 Sapezal TR1869
SP 04 80 Sapezal TR1871
SP 05 81 Sapezal TR1872
SP 06 82 Sapezal TR1873
NO 01 19 Nova Olimpia TR1442
NO 02 20 Nova Olimpia TR1443
NO 03 21 Nova Olimpia TR1444
NO 07 27 Nova Olimpia TR1449
NO_08 28 Nova Olimpia TR1450
NO 10 30 Nova Olimpia TR1452
NU1 01 31 Nova Ubirata 1 TR1453
NU1 02 32 Nova Ubirata 1 TR1454
NU1 03 33 Nova Ubirata 1 TR1455
NUI1 05 35 Nova Ubirata 1 TR1457
NU1 06 36 Nova Ubirata 1 TR1458
NU1 07 37 Nova Ubirata 1 TR1459
NU1 08 38 Nova Ubirata 1 TR1460
NU1 09 39 Nova Ubirata 1 TR1461
NU2 02 53 Nova Ubirata 2 TR1475
NU2 04 55 Nova Ubirata 2 TR1477
NU2 05 56 Nova Ubirata 2 TR1478
NU2 06 57 Nova Ubirata 2 TR1479
NU2 11 62 Nova Ubirata 2 TR1484
NU2 12 63 Nova Ubirata 2 TR1485
NU2 12 63 Nova Ubirata 2 TR1485*
FN 01 65 Feliz Natal TR1832
FN 06 70 Feliz Natal TR1837
FN 07 71 Feliz Natal TR1838
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FN 09 73
FN 09 73*
NM 01 80
NM 03 82
NM 04 83
NM 05 84
NM 06 _85

NM 08 87
NM 09 88

NM 09 88*

NM 10 89
NM 11 90
PB 01 40
PB 02 41
PB 03 42
PB 04 43
PB 05 44
PB 06 45
PB 07 46
PB 09 48
PB 10 49

Feliz Natal

Feliz Natal

Nova Mutum
Nova Mutum
Nova Mutum
Nova Mutum
Nova Mutum

Nova Mutum
Nova Mutum
Nova Mutum
Nova Mutum
Nova Mutum
Pimenta Bueno
Pimenta Bueno
Pimenta Bueno
Pimenta Bueno
Pimenta Bueno
Pimenta Bueno
Pimenta Bueno
Pimenta Bueno
Pimenta Bueno

TR1840
TR1840*
TR1875
TR1877
TR1878
TR1879
TR1880

TR1882
TR1883
TR1883*
TR1884
TR1885
TR1462
TR1463
TR1464
TR1465
TR1466
TR1467
TR1468
TR1470
TR1471
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Table S4. Pairwise multivariate analysis of variance (AMOVA) for skull shape among nine localities for Ctenomys from the Midwest and Northern

Brazil. P-values for variance of skull shape for each view for a given pairwise comparison are separated by a slash; values are ordered by dorsal,

ventral and lateral views, respectively. Bold values indicate non-significant differences in skull shape (P < 0.05). PL, Pontes e Lacerda; CA,

Caceres; SP, Sapezal; NO, Nova Olimpia; NU1, Nova Ubirata 1; NU2, Nova Ubirata 2; FN, Feliz Natal; PB, Pimenta Bueno; NM, Nova Mutum.

CA FN NM NO NU1 NU2 PB PL SP
CA -
FN  0.006/0.015/0.044 -
NM  0.008/0.060/0.019 0.095/0.027/0.171 -
NO 0.001/0.001/0.005 0.002/0.008/0.006 0.001/0.003/0.002 -
NU1 0.016/0.017/0.061 0.351/0.502/0.350 0.006/0.001/0.117  0.009/0.009/0.042 -
NU2 0.001/0.008/0.001 0.001/0.036/0.005 0.006/0.017/0.001 0.001/0.020/0.001 0.005/0.032/0.001 -
PB  0.001/0.002/0.001 0.002/0.006/0.012 0.001/0.007/0.001  0.004/0.003/0.001 0.002/0.002/0.001 0.005/0.034/0.002 -
PL  0.034/0.003/0.009 0.072/0.017/0.271 0.271/0.005/0.040 0.001/0.012/0.006 0.016/0.010/0.032 0.001/0.007/0.001  0.001/0.004/0.001 -
SP  0.067/0.002/0.012 0.015/0.004/0.067 0.001/0.001/0.003  0.001/0.001/0.001 0.028/0.008/0.066 0.001/0.001/0.004 0.001/0.001/0.002 0.015/0.002/0.005 -
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Figure S1. Box plot of skull centroid size variation among nine Ctenomys localities from
Midwest Brazil for the mean of the sum of three views of the skull, dorsal, ventral, and
lateral. The horizontal line represents the median, box margins are at the 25th and 75th
percentiles, bars extend to 5th and 95th percentiles, and circles are outliers. Asterisk above
boxes represent significant differences among localities for Tukey’s multiple comparison

tests at the 5% level.
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. Canupwcal variate 2 (22.38%)

) Canonical variate 2 {25.83%)

Figure S2. Canonical Variance Analysis for localities of Ctenomys from Midwest and
Northern Brazil for (a) dorsal, (b) ventral and (c) lateral views, and its associated
wireframes. PL, Pontes e Lacerda; CA, Caceres; SP, Sapezal; NO, Nova Olimpia; NUI,
Nova Ubiratd 1; NU2, Nova Ubirata 2; FN, Feliz Natal; PB, Pimenta Bueno; NM, Nova
Mutum. Dashed lines represent the maximum variance for skull shape between localities

belonging each molecular clade (Western, Eastern and Central). For each wireframe,
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black lines represent the maximum and minimum variance for skull shape and the grey

lines represent the mean shape.
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