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1. RESUMO

Os roedores sigmodontineos formam grupo diverso tanto em relagdo ao
numero de espécies quanto aos aspectos ecologicos e adaptativos,
apresentando taxonomia complexa com muitos aspectos filogenéticos nao
resolvidos. O DNA barcoding € uma abordagem padronizada que visa a
identificacdo de amostras em nivel especifico. Neste estudo sequéncias de dois
marcadores moleculares mitocondriais, citocromo b (CYTB) e citocromo c
oxidase subunidade 1 (COI), e do nuclear Interphotoreceptor Retinoid Binding
Protein (IRBP) foram obtidos para 322 amostras de tecido e analisadas com
sequéncias do Genbank por métodos probabilisticos e de distancia genética para
avaliar as relagbes filogenéticas entre os taxons e a utilidade do COI para
discriminar espécies. Os diferentes métodos empregados para analisar os genes
separadamente e concatenados foram congruentes de modo geral, recuperando
os mesmos clados com altos valores de suporte. Utilizando-se o COI foi possivel
determinar em nivel de espécie 12 amostras com identificacdes errébneas, 30
indeterminadas, 21 que estavam identificadas apenas em nivel genérico e um
novo taxon. As tribos descritas em estudos anteriores (Abrothrichini, Akodontini,
Ichthyomyini, Oryzomyini, Phyllotini, Reithrodontini, Sigmodontini, Thomasomyini,
Wiedomyini) foram recuperadas utilizando-se os trés marcadores, todavia
apresentaram baixo suporte na maioria das analises. As analises de distancia
intra-especifica indica que a maior parte das espécies possui 0 barcoding-gap,
isto €, uma distancia intra-especifica menor do que a inter-especifica. Portanto,
este estudo demonstra que a abordagem do DNA barcoding é util para delimitar
a grande maioria das espécies de roedores sigmodontineos, mas sugere-se usar
tal abordagem juntamente com procedimentos adicionais de sistematica e

taxonomia em uma abordagem integrativa.



2. ABSTRACT

Sigmodontine rodents comprise a speciose and diverse group in ecological
and adaptive aspects presenting complex taxonomy with many aspects
unresolved. DNA barcoding is standardized approach which aims to identify
samples in specific level. In this study sequences of two mitocondrial markers,
cytochrome b (CYTB) and cytochrome c oxidase subunit | (COIl), and nuclear
Interphotoreceptor Retinoid Binding Protein (IRBP) were obtained for 322 tissue
samples and analyzed with Genbank sequences by probabilistic and genetic
distance methods to assess phylogenetic relationships between taxa and COI
utility to discriminate species. The different methods used to analyze gene
separately and concatenated agree in general, recovering the same species with
high support values. Species were identified to 12 samples misidentified, 30 which
species were undetermined, 21 which were identified only in genus level and one
new species. Tribes described in preview studies were recovered, however
showed low support in most analyses. DNA barcoding approach is useful to
distinguish between species, but should be used cautiously with additional

procedures in a systematic and taxonomic in an integrative approach.



3. INTRODUGAO GERAL

3.1 Roedores sigmodontineos

Os roedores da subfamilia Sigmodontinae, pertencentes a familia
Cricetidae (Steppan et al., 2004), sdo fundamentalmente neotropicais com
apenas algumas espécies ocorrendo na América do Norte. Possui ocorréncia
desde a Terra do Fogo até o sudeste dos Estados Unidos.

Este grupo surgiu na regido Neartica entre 12.3 e 13.1 milhdes de anos
atras. Apés um periodo de tempo relativamente longo uma unica linhagem de
sigmodontineos colonizou a América do Sul e devido a rapida ocupagao de
ampla extensao geografica, fragmentacdo e adaptagdo, sofreu radiacao
adaptativa (Steppan et al., 2004) que originou grande diversidade de linhagens.
Algumas linhagens sofreram extingdes de espécies, desaparecendo ou restando
apenas um género atual, e outras permanecem diversas até os dias atuais (Smith
& Patton, 1999). Espécies com diferentes habitos — cursorial, semi-fossorial,
semi-aquatico, escansorial, arboricola — e adaptagdes ecoldgicas permitiram a
ocupacgao dos mais variados ambientes, desde florestas, savanas, pantanos até
ambientes semi-aridos; normalmente sao o0s pequenos mamiferos mais
abundantes onde ocorrem (Eisenberg, 1999). Sua diversidade também é notavel:
em 2005 haviam 377 espécies descritas (Wilson & Reeder, 2005) e novas
espécies sao frequentemente descobertas (por exemplo, Emmons & Patton,
2005; Gongalves et al., 2005; Pardinas et al., 2005; Percequillo et al., 2005; 2008;
2011; Costa et al., 2007; Bonvicino et al., 2010; Pardifas & Teta, 2011; Rocha et
al., 2011).

A taxonomia de Sigmodontinae € complexa. Os géneros sao
tradicionalmente classificados em nove tribos: Abrothrichini, Akodontini,
Ichthyomyini, Oryzomyini, Phyllotini, Reithrodontini, Sigmodontini, Thomasomyini,
Wiedomyini e alguns géneros ainda ndo foram claramente atribuidos a uma
determinada tribo sendo classificados como incertae sedis. As questdes nao
resolvidas na taxonomia deste grupo de roedores envolvem o limite entre
espécies, as relagdes filogenéticas entre os taxons e os limites e composi¢ao dos

taxons elevados.
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Estudos com marcadores moleculares abordando as relag¢des filogenéticas
comegaram na década de 1990 (Steppan, 1995; Engel et al., 1998; Smith &
Patton, 1999; D’Elia, 2003; D’Elia et al., 2003). Inicialmente foram utilizadas
sequéncias do gene mitocondrial Citocromo b (CYTB), as quais sdo as mais
comumente empregadas como fonte de evidéncia em filogenia molecular de
mamiferos, e subsequentemente o éxon 1 do gene nuclear Interphotoreceptor
Retinoid Binding Protein (IRBP) (D’Elia, 2003; Weksler, 2003; D’Elia et al., 2006).

Adicionalmente a questao sistematica, os roedores sigmodontineos sao
foco de estudos ecologicos tendo importante papel como dispersores de
sementes (Brum et al., 2010). Além disso, possuem alta relevancia em relagao a
saude publica por serem reservatorios e transmissores de zoonoses, como a
febre hemorragica viral (Videla et al., 1989; Mills et al., 1991; 1992; 1994;
Salazar-Bravo et al., 2002) e a sindrome pulmonar de Hantavirus (Williams et al.,
1997; Yahnke et al., 2001; Levis et al., 2004; Carroll et al., 2005).

3.2 Cédigo de barras de DNA (DNA barcoding)

Nas ultimas décadas os avangos tecnoldgicos proporcionaram novas
ferramentas aos sistematas, refinando a avaliagdo da biodiversidade do planeta.
Entretanto, a facilidade com a qual as novas espécies sao descritas para a
ciéncia nao se reflete na forma que os espécimes sio identificados (Goldstein &
DeSalle, 2011). Em outras palavras, o numero de profissionais especializados na
area de sistematica e taxonomia nao é suficiente em relacdo a magnitude da
biodiversidade, assim espécies sdo extintas antes mesmo de serem conhecidas
pela ciéncia (Barnosky et al., 2011). Nesse contexto, cunhou-se o termo
‘impedimento taxondmico” para se referir a falta de taxonomistas e estruturas
para se estudar taxonomia, o que restringe o conhecimento da biodiversidade.

Em 2003, Paul Hebert (University of Guelph, Canada) prop0s a
identificacdo de espécies através do sequenciamento de uma pequena regido de
um gene mitocondrial, caracterizado como DNA barcoding (Hebert et al., 2003a;
Hebert et al., 2003b; Hebert et al., 2004a; Hebert et al., 2004b). O DNA barcoding
€ uma ferramenta de identificagdo que utiliza um curto segmento padronizado de
nucleotideos para determinar a espécie de uma amostra desconhecida.

Entretanto, destaca-se que o foco do DNA barcoding € discriminar espécies e
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nao estabelecer as suas relagdes (Hajibabaei et al., 2007). Tal abordagem
propds uma forma inovadora e eficaz para rapida identificacdo em nivel
especifico para uso tanto de especialistas quanto nao-especialistas. Para tanto,
foi selecionado o gene da subunidade | da citocromo ¢ oxidase como barcode
para animais. Ja para plantas este gene evolui muito lentamente, impossibilitando
o uso para a mesma finalidade. Sendo assim, duas regides de genes
cloroplastidiais, matK e rbcL, foram escolhidas
(www.barcodeoflife.org/content/about/what-dna-barcoding).

O citocromo c oxidase (COIl) é uma grande proteina transmembrana,
altamente conservada entre as espécies, que desempenha a fosforilagcao
oxidativa para o metabolismo (Waugh, 2007). A proteina compreende muitas
subunidades de origem nuclear e trés subunidades sintetizadas na mitocéndria,
as quais sao denominadas subunidades |, Il e lll. O barcode de animais inclui o
fragmento de 648 pares de bases da regido 5 do gene, um fragmento onde séo
raras insercbes e delegdes (Blaxter, 2004) e oferece as vantagens do DNA
mitocondrial: taxa de mutagdo diferente entre as espécies, auséncia de
recombinagdo génica, heranga predominantemente materna e baixo polimorfismo
ancestral. O COI ja se mostrou eficaz para a identificagdo de varios grupos
animais (Hebert et al., 2003a; 2003b; 2004a; 2004b; Ward et al., 2005; Hajibabaei
et al. 2006; Smith et al. 2006; Witt et al., 2006; Ekrem et al., 2007; Borisenko et al.
2008; Lefort et al., 2011; Sutou et al., 2011; Xia et al., 2012).

Adicionalmente, outra vantagem é a pequena quantidade de tecido animal,
suficiente para obter a sequéncia de COI, pois em uma unica célula existe um
alto numero de mitocondrias. Tal caracteristica elimina em varios casos a
necessidade de eutanasia do animal estudado; no caso de ratos é possivel
coletar apenas uma amostra pequena de tecido da orelha. Além disso, permite o
estudo através de vestigios como fezes, pelos, sangue e fésseis recentes.

A utilizagdo de dados moleculares, especialmente sequéncias de DNA
para discriminar espécies, ndo € uma idéia inédita. A inovagcado do DNA barcoding
estd na padronizagado da regido génica, uma analise trivial para identificacéo e a
criacdo de um banco de dados online disponibilizando sequéncias identificadas
por taxonomistas e com uma ligacao explicita ao espécime (voucher) depositado

em uma colecao que permite, em caso de duvida na identificagao, retornar a ele.
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A analise das amostras sob consulta é realizada por método de construgao
de arvore e de distancia. A matriz de sequéncias de DNA é submetida a analise
pelo método de neighbor-joining (NJ) que resulta em uma arvore, cujos
agrupamentos onde existe monofilia reciproca — ou muitas vezes a simples
adjacéncia entre ramos — sdo utilizados como critério de reconhecimento de
espécies. As vantagens de utilizar NJ sédo: a rapidez na computagdo dos dados, a
necessidade de um processador simples e o resultado definitivo, ou seja, sempre
€ gerada uma unica arvore independentemente da ambiguidade dos dados. Além
disso, é feita a avaliagdo das distancias genéticas dentro e entre espécies como
indicativo de diferenciacdo entre elas. A premissa do método de distancia é a
existéncia do denominado “barcoding gap”, onde a distribuicdo de todas as
distancias par a par co-especificas ndo se sobrepde com a distribuicdo de todas
as distancias par a par hetero-especificas. Em outras palavras, a maior distancia
genética entre um par de espécimes de uma espécie sera inferior a menor
distancia genética entre um par de espécimes de diferentes espécies, ainda que
irmas. O modelo de substituicdo de nucleotideos estabelecido para quantificar a
divergéncia entre individuos € a de Kimura 2-parametros, pois é o modelo mais
efetivo quando as distancias sdo baixas, sendo o caso do COIl (Nei & Kumar,
2000; Hebert et al., 2003a).

O sucesso na identificacdo das amostras sob investigacdo depende
fundamentalmente de uma biblioteca de sequéncias arquivadas com identificacédo
confiavel, uma metodologia padronizada de comparagdo de sequéncias, um
critério justificavel e generalizavel para a delimitacdo das espécies e um critério
diagnostico espécie-especifico que permita aceitar ou refutar uma dada
conjectura taxondémica (Goldstein & DeSalle, 2011). Por enquanto essas
premissas ainda estdo sendo validadas.

Entretanto, a metodologia do barcoding € também criticada na literatura,
principalmente em relacdo aos critérios de determinacdo de espécie. Na
abordagem de construgdo de arvore, seja ela baseada em estado de carater
(maxima verossimilhanga, inferéncia Bayesiana) ou matriz de distancia (NJ), a
critica reside na arbitrariedade quando se quantifica a proximidade grafica (Will &
Rubinoff, 2004; Little & Stevenson, 2007). Ja na abordagem por distancia a
existéncia do “barcoding gap” nao é sustentada por estudos recentes (Wiemers &

Fiedler, 2007; Yassin et al., 2010), além disso, a distancia ndo permite a
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identificacdo de caracteres unicos, apenas indica a proximidade numérica entre
as sequéncias. A falha no sucesso do DNA barcoding também pode ocorrer
devido a amostragem incompleta, o que pode levar a um agrupamento inacurado
com a sequéncia mais similar disponivel, pois o0 método de distancia sempre
retorna um resultado positivo de identificacdo, mesmo que nenhuma sequéncia
co-especifica exista no banco de dados. Se uma das espécies estudadas tiver
alta variabilidade intra-especifica e for parcialmente amostrada, o resultado da
identificacdo podem ser duas espécies diferentes, tanto na avaliagdo por
distancia quanto na arvore. Assim, a pesquisa com DNA barcoding de roedores
sigmodontineos envolve as dificuldades taxonémicas existentes, a amostragem
suficiente do numero de espécies e de individuos dentro de cada distribuigdo
geografica e a metodologia de analise de sequéncias empregada para identificar

as espécies.
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4. OBJETIVOS

Construir um banco de dados de sequéncias DNA do gene COIl de
diferentes espécies de sigmodontineos utilizando amostras de colecbes e

disponibiliza-los em base de dados online,

Avaliar a aplicabilidade do método de DNA barcoding como ferramenta
para identificacdo de espécies de sigmodontineos comparando a
metodologia  tradicional com  métodos filogenéticos (maxima

verossimilhanca e inferéncia Bayesiana),

Comparar o padrao de variagdo genética do gene COl com o gene
mitocondrial CYTB e o nuclear IRBP em diferentes niveis taxonémicos
(tribo, género, espécie) através de diferentes métodos de reconstrugao

filogenética.

15



5. CAPITULO |

DNA barcoding of rodents reservoirs of zoonoses: distance and tree-

based approaches highlight the taxonomic bottleneck.

Livia Muller'?, Gislene Lopes Gongalves'?, Pedro Cordeiro-Estrela’*¥,
Jorge Reppold Marinho*, Sérgio Luiz Althoff °, André Felipe Testoni®, Enrique

Gonzalez® and Thales R. O. de Freitas'?

1. Laboratério de Citogenética e Evolugédo, Departamento de Genética, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul.

2. Programa de Pés-Graduacdo em Genética e Biologia Molecular, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul.

3. Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatorios, Instituto
Oswaldo Cruz, Fundagéo Oswaldo Cruz. Pavilhdo Lauro Travassos, Avenida Brasil, 4365,
Manguinhos, Rio de Janeiro - RJ, Brazil. CEP 21040-900. pedroestrela@yahoo.com, +55 21
2562-1560 / 1253

4. Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes

5. Universidade Regional de Blumenau

6. Museo Nacional de Historia Natural, Uruguay.

* Corresponding author:;

Artigo submetido a revista Molecular Phylogenetics and Evolution.

16



5.1 Abstract

Species identification through DNA barcoding is a tool to be added to
taxonomic procedures once validated. Applications in public health would aid the
identification of zoonoses vectors and reservoirs. Species of rodents from the
subfamily Sigmodontinae are known to be reservoirs of arenaviruses,
hantaviruses. We used distance-based and probabilistic phylogenetic inference
methods to evaluate cytochrome c oxidase subunit | (COIl) performance in
sigmodontine identification. A total of 130 sequences from 21 field-trapped
species, mainly from southern Brazil, were generated and analyzed with 58
GenBank sequences. Preliminary analysis revealed 9.5% of field
misidentifications, mainly juvelines, which were reclassified after examination of
specimens and karyotypes. The mean K2P distances were 15.2% among genera
and 2.4% among species. Both methods retrieved similar topologies and
monophyly for most species. A ‘barcoding gap’ and a phylogenetic signal were
recovered. We provide information for the description of a new species as well as
the first COIl sequence of recently described genus Drymoreomys. Our data
supports the use of COI for species identification, especially for potential
reservoirs genuses Akodon and Oligoryzomys. We reinforce that the barcoding
approach should be used coupled with other taxonomic and systematic

procedures in an integrative framework and based on museum collections.
Keywords: COI, Sigmodontinae, Taxonomy, Hantavirus, Arenavirus, BrBOL.
Funding: Coordenadoria de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) and Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

(CNPq). CNPg-CAPES PROTAX Program for Taxonomy, BrBOL: Rede

Brasileira de Identificagcdo Molecular da Biodiversidade.
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5.2 Introduction

DNA barcoding is very likely an initiative that will significantly contribute to
species identification (DeSalle, 2006). In this context, both Taxonomy and
Systematics will benefit from the construction of a database of cytochrome
oxydase subunit | (COI) sequences encompassing both worldwide and species-
wide sampling. Such information source would enable the reliable identification
of query specimens if and only if the specimens of this database are correctly
identified and named. The main difficulties of this task are not only operational
(e.g. resources for large-scale survey projects) but also, and mainly, taxonomic.
Even if such a DNA barcode database is gathered the identification process will
likely stumble upon a taxonomic bottleneck (Goldstein & DeSalle, 2011). Despite
this fact, it has become clear that “DNA barcoding is a potentially powerful
heuristic tool in identifying specimens of described species and generating
hypotheses of new ones” (Goldstein & DeSalle, 2011). Several studies have
demonstrated the effectiveness of this approach in animal groups (Hebert et al.
2003a, 2003b, 2004a, 2004b; Ward et al., 2005; Hajibabaei et al. 2006; Smith et
al. 2006; Witt et al., 2006; Ekrem et al., 2007; Borisenko et al. 2008). In some
areas where barcoding would be mostly beneficial (i.e. most biodiversity
hotspots), there is a lack of scientific collections, taxonomists and funding. Thus,
our goal in this study is to investigate whether DNA barcoding approach
(hereafter barcoding) is a reliable tool for species identification in a developing
country such as Brazil, which has a development model based on the
transformation of natural landscapes which is a source of severe health problems
related to zoonoses. In this context, barcoding could be a helpful taxonomic
identification tool to public health, or at least part of a process of identification, as
many zoonoses vectors and reservoirs are species of mice and rats which are
difficult to identify. The knowledge of the exact species that is carrying harmful
pathogens is essential to the studies of factors leading to occurrences (Fichet-
Calvet & Rogers 2009), pathogen proliferation and transmission between animal
vectors, as well as and for epidemiologic inferences as a whole.

The success of barcoding as a species identification tool, as originally
envisioned, rests upon the performance of distance based methods which

depend on the existence a disjunction between intra and interspecific distance
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distributions, also known as ‘barcoding gap’ (Wiemers & Fiedler 2007 but see
Lowenstein et al. 2009 and Pons et al. 2006). Besides the search for this
disjunctive distribution, researchers have been looking for empirical criteria or
distance threshold values to define a species limit. For mammals and birds the
limit of interspecific divergence has been gambled at 2% (Hebert et al. 2003a).
Although this approach is by no means a replacement of taxonomy (Ebach &
Holdrege 2005), if applied cautiously among a diverse group, it can provide a
reasonable criterion to detect specimens worthy of detailed taxonomic analysis
(Stahls & Savolainen 2008). For example, in large scale inventories there are
often dominant species, which are abundant, and rare species that require a
careful taxonomic analysis. Ecologists, evolutionary biologists and taxonomists
can often be overwhelmed by the amount of work arising from a biodiversity
assessment (Valentini et al. 2009) or collection during disease outbreaks.
Furthermore, the growth of barcode databases is a potential enhancer of fast
species recognition in epidemiological studies. However, the extent to which this
approach is useful in specific taxonomic groups is a matter of empirical
evaluation.

Here we compare distance based analyses with probabilistic phylogenetic
inference methods aimed at recovering reciprocal monophyletic groups to
identify rodents from the subfamily Sigmodontinae. This is the most diverse
family-level mammalian clade in the Neotropical region (Weksler 2006) with up to
377 species according to Wilson & Reeder (2005). Besides that, these rodents
are important vectors and reservoirs of human diseases. Hemorrhagic fevers
caused by Arenaviruses are transmitted by three species of this subfamily
(Calomys callosus, Calomys musculinus, and Zygodontomys brevicauda,;
Salazar-Bravo et al. 2002). Hantaviruses, the etiological agents of Hantavirus
pulmonary syndrome in the Americas, have many sigmodontine species as
reservoirs. Hantavirus lineages are often associated with a single species (but
see Chu et al. 2009). A total of 13 species are known reservoirs of hantaviruses
and arenaviruses: Oligoryzomys nigripes, O. flavescens, O. fornesi, O.
stramineus, O. chacoensis, O. utiaritensis, O. longicaudatus, Necromys lasiurus,
Holochilus sciureus, H. chacarius, Calomys laucha, Calomys musculinus and
Akodon montensis (Murua et al. 2003, Carbajo & Pardifias 2007, Porcasi et al.
2005, Chu et al. 2009, Goodin et al. 2009, da Rosa et al. 2010, Oliveira et al.
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2011, Travassos da Rosa et al. 2011) and Nectomys squamipes is the host of
Schistosoma mansoni (Martinez et al. 2008).

Taxonomic studies in sigmodontine rodents are particularly active as new
species are constantly being described (Oliveira & Bonvicino 2002, Emmons &
Patton 2005, Costa et al. 2007, Gongalves et al. 2005, Pardifas et al. 2005,
Percequillo et al. 2005, 2008, 2011, Bonvicino et al. 2010, Pardifas & Teta 2011,
Rocha et al. 2011). Also, large-scale taxonomic revisionary works are reshaping
systematic knowledge of this group (Weksler 2006, Jayat et al. 2010). In this
context, molecular markers allow us to test taxonomic hypotheses using mostly
selectively neutral characters (Smith & Patton 1999, Weksler 2003, 2006, D’Elia
2003, Almeida et al. 2007).

In this study we examine the sequence variability of COIl in sigmodontine
species, particularly from the southern Brazilian region, where most of the cases
of hantavirus outbreaks have been reported (Raboni et al. 2009, Oliveira et al.
2011). We also evaluate the existence of a ‘barcoding gap’ between intra- and
interespecific distances, and test the monophyly of putative species. Such
information was used to infer the utility of barcoding in species identification by
combining this dataset with sequences deposited in GenBank. We also
emphasize the benefits and pitfalls of this approach both from an economic and
taxonomic perspective. Finally, the phylogenetic and phylogeographical use of

COl in evolutionary approaches is discussed.
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5.3 Material and Methods

Sampling

A total of 130 sigmodontine specimens encompassing 21 species were
collected from different localities in Brazil (Table 1); most of them have vouchers
and additional information (e.g. diploid number). Tissues obtained from
environmental assessments studies without vouchers and in which no additional
information was provided, represent 36% of our sampling. Species surveyed are
representative of the major tribes: Oryzomyini, Akodontini, Thomasomyini and
Phyllotini. Besides that, species with contentious allocation at tribal level, such as
Juliomys pictipes, Rhagomys rufescens, Delomys dorsalis and D. sublineatus,
were also analyzed. All sequences have been deposited in Genbank (accession
numbers GU938873-GU939002 See supplementary material, table 1).
Sigmodontine sequences available in GenBank were also added in our analysis

(n=58) (See supplementary material, table 2).

DNA extraction, PCR amplification and sequencing

DNA was extracted from tissues samples (heart, liver, muscle, kidney and
ear) stored at -20°C in 100% ethanol using CTAB (Doyle & Doyle 1987) and
phenol chloroform (Sambrook et al. 1989) protocols. The 648-bp target region of
COl was amplified through polymerase chain reaction (PCR) using primers
LCO1490 (5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3') and HCO02198 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3") (Folmer et al. 1994). Amplification
reaction followed Folmer et al. (1994). PCR products were purified with a mix of
Shrimp Alkaline Phosphatase and Exonuclease (GE Healthcare, EUA) and
sequenced in an ABI 377° (Applied Biosystems Inc.).

Data analysis

Sequences were visually checked in Chromas and aligned in Clustal X
software implemented in MEGA 4.2 (Kumar et al. 2008). Sequence divergence
was calculated using Kimura two-parameter (K2P) base substitution model
(Kimura 1980). A distance matrix was processed to calculate divergence
averages (standard errors and ranges) at different taxonomic levels. A Neighbor-

joining (NJ) tree based on K2P distances was reconstructed to represent the
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pattern of divergence among taxa using ape library (Paradis et al. 2004) in
software R (R development core team, 2008).

Distances were analyzed among different taxonomic hierarquical levels.
Intraspecific, interspecific, intrageneric and intertribal mean distances were
calculated. Species with one specimen or with high divergence were excluded
from the intraspecific analysis. Distance distributions were evaluated through
histograms. The ‘barcoding gap’ was evaluated by comparing intraspecific and
interspecific distance distribution assessed through kernel density estimation.
The area of superimposition of density curves was calculated.

Model selection of sequence evolution was estimated using MrAIC
(Nylander 2004). Phylogenetic reconstruction was carried out using Maximum
likelihood (ML) and Bayesian inference (Bl). ML trees were obtained with PHYML
v2.4.4 (Guindon & Gascuel 2003) and Bl using MrBayes3.1 (Huelsenbeck &
Ronquist 2001) with 2 independent runs of 4 chains for 5000000 generations.
Branch support was assessed through bootstrap and posterior probabilities.
Distance based and probabilistic trees were compared to evaluate monophyletic
groups. The Neotomine species Peromyscus maniculatus was used as outgroup

in all analysis (obtained from Genbank, accession number EF568630).
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5.4 Results

Barcode divergences between species

We first performed a distance based analysis evaluating intraspecific and
intrageneric genetic distances. Results showed a few highly discrepant values,
i.e. some intraspecific values were much higher than expected (>10%). Then we
compare neighbor-joining distance based trees to phylogenetic trees obtained
from the same data set and both results are in agreement in relation to clusters
and bootstrap/posterior probability, with few exceptions in support values for the
topology of three genera: Bl and ML inferences showed Calomys monophyletic
with Delomys with posterior probability of 1 whereas NJ clustered Calomys with
Rhagomys with 35 of bootstrap. Some specimens, all detached with an asterisk
in table 1, are clearly misidentified specimens (see below). These were
reclassified either as a known species if the sequence was monophyletic with a
coherent group of sequences or as unknown taxon if it was not “closely’ related
to anyone. Here we describe K2P distances values highlighting differences after
specimen reclassification (Fig.1).

K2P distance between all specimens ranged from 0 and 29.3% (mean(x
)=14.7%, variance(o?) = 0.002) with a bimodal frequency distribution, one mode
centered near 0% and the other around 15% (data not shown). Intraspecific
variation ranged from 0 to 16.7%. Histograms for each species showed a mode
around 0%. Before reclassification the mean distance was 3.2% (o2 ~0.002) and
2.4% (0®=0.001) afterwards. Intrageneric mean distance values retrieved more
differences. Before reclassification it varied between 14.2% and 17.6% (T
=16.1%, o® “0.0002), and after, between 11.2% and 19.7% (T=15.2%, o
“0.0007). Eleven genuses (Deltamys, Handleyomys, Juliomys, Necromys,
Nectomys, Nephlomys, Oxymycterus, Rhagomys, Scapteromys, Sooretamys,
and Thaptomys) were not surveyed in this analysis since they are represented by
only one species in our sampling.

Oligoryzomys vegetus (EU095457) and O. fulvescens (EU095455-56) were
removed from the data set because they clustered together and were not related
to other Oligoryzomys spp. We also removed Necromys urichi (EU095420) due
to very discrepant phylogenetic position with regards to other members of its

tribe, the Akodontini. Intertribal distances calculated among Akodontini,
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Oryzomyini and incertae sedis group varied between 15.4 and 17.2% (1=16.1%,
02=0.0001). However, after reclassification the values ranged from 9.6 to 14.6%
(¥=12.3%, o2 =0.0006). Histograms from each taxa showed a bimodal
distribution, all with one small mode centered at 0% and another mode around
the mean (data not shown).

After reclassification intraspecific genetic distance for A. montensis, E.
russatus, C. expulsus, C. tener, D. dorsalis and D. sublineatus were reduced. A

total, 23 species presented intraspecific genetic distances <2% (Fig. 1).

Model selection and phylogenetic analysis

The model of sequence evolution selected with the Bayesian Information
Criteria was HKY+I+G. The results of parameter estimation of the proportion of
invariant sites, transition/transversion ratios, nucleotide frequencies, gamma
shape parameter and likelihood of Maximum likelihood and Bayesian inference
are compared in Table 2. Likelihood scores stabilized after 100000 generations
in the Bayesian inference. PSRF attained1 indicating convergence between runs.

A total of 490 000 samples were kept for summary statistics.

Barcode recovery

Similar topologies from NJ, Bl and ML trees were retrieved, varying mainly
in relation to branch support values. Monophyletic groups were recovered for
most of the surveyed species with high probability support. As the resulted tree
was too large we present it in four subtrees corresponding mainly to taxonomic
groupings: Akondontini (Fig. 2), Phyllotini, Thomasomyini and incertae sedis (Fig.
3) and Oryzomyini (Fig. 4 and 5). Some specimens grouped within unrelated
ones (Calomys expulsus CRB2582, Calomys sp. 1787 and 1788, Delomys
dorsalis 9954, D. sublineatus 9994, Euryoryzomys russatus JR458 and JR459,
Oligoryzomys nigripes DG15 and Scapteromys sp. 1007), representing a conflict
between phylogenetic position and field identifications. Two samples of Juliomys
pictipes did not cluster. Akodon sp PCE24 was monophyletic with other Akodon
montensis sequences and presented low K2P distance (<2%) with other A.
montensis sampled revealing its species identification. The sample 9629
probably belongs to the genus Oligoryzomys; although it clustered with other

Oligoryzomys sequences it was not nested within any of the species sampled.
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Phylogenetic utility of COI

Sigmodontine species are generally arranged into tribes that represent
monophyletic groups of genuses (D’Elia et al. 2007). A well supported molecular
phylogeny to evaluate the likelihood of these tribes is still lacking, although many
studies have made inferences regarding phylogenetic relationships within major
tribes (e.g. Weksler 2006, D’Elia 2003). Based on our results the molecular
marker COIl showed a phylogenetic signal at the tribal level. Most Oryzomyini
species were monophyletic. Considering misidentifications, all species are
monophyletic except samples identified as Sooretamys angouya, Oligoryzomys
fulvescens and O. vegetus. However, Oecomys, Transandinomys and
Neacomys are also monophlyletic, Oligoryzomys, Euryoryzomys, Oryzomys and
Hylaeamys were paraphyletic, although these relations could be an artifact due
to misidentification from specimens whose sequences are available in Genbank
or/and to the lack of phylogenetic signal for COl. Thomasomyini and Phyllotini
tribes were each represented by only one monophyletic genus, Rhiphidomys and
Calomys respectively. Incertae sedis species Delomys dorsalis and Delomys
sublineatus were monophyletic with Calomys with a posterior probability of 1.
Rhagomys rufescens was monophyletic with Delomys and Calomys with a
posterior probability of 0.93. Akodontini species were divided in two monophyletic
groups, one containing most of its species (all of them monophyletic) and the
other with Necromys lasiurus and Thaptomys nigrita. All Akodon spp. Were

monophyletic except Akodon sp.2, which was sister group with Deltamys sp.
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5.5 Discussion

The present study tested the use of COIl sequences for taxonomic
identification with distance based and probabilistic phylogenetic inference
methods for sigmodontine rodents. Most of the species and genera were
recovered as monophyletic groups. Our sampling, a phylogenetic signal of COI
sequences, distance patterns provided enough information for the identification
of major reservoir species for which taxonomic identification at the species level
is not straightforward as Akodon, Oligoryzomys and Calomys. In the following
sections we discuss several aspects that are necessary for the barcoding

initiative to be successful.

Misidentifications, integrative taxonomy and the taxonomic
bottleneck

Most of the taxonomic identifications of specimens were correct and based
on external characters. |dentification was made mainly by mammalogists with
several years of field experience but without a strict taxonomic background.
Some of the identifications were made by undergraduate students during student
projects. Misidentified specimens represent 9.5 % of the sample. In the present
work, barcoding for sigmodontine rodents can clearly improve correct
identification percentages and serve as a crosschecking procedure.

Misidentifications were detected either on discrepant intraspecific distances
ranges and/or phylogenetic position. Specimens clustered within unrelated ones
and their genetic distances were higher than intraspecific values expected (Table
3). We considered these specimens as misidentified instead of incomplete
lineage sorting, introgression or current gene flow because the species are
reasonably established through taxonomic work that involved data from different
sources such as cytogenetic, morphology, morphometric and geographic
distribution. This point highlights the importance of basic research and complete
museum collections as reference to support barcoding studies and clarify
dubious results.

Two specimens of Euryoryzomys russatus (JR458 and JR459) were
monophyletic and related to 24 Oligoryzomys nigripes. These samples were

obtained from ear tissue and there are no vouchers available to confirm
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identification. We consider that these specimens identified in the field only by
external morphology are in fact O. nigripes, as overall appearance (i.e. long hind
feet, higher tail/body length, small size) of E. russatus juveniles are similar to O.
nigripes. Specimen DG15 previously identified as O. nigripes clustered together
with O. flavescens indicating a clearly field misidentification, which happen to
occur between these species.

Akodon azarae JR328 and JR329, Calomys sp. 1787 and 1788 and
Akodon sp. 2 A17 grouped together, therefore we classified all as A. azarae.
Calomys sp. was previously identified as a species from Cerrado biome.
However these sequences were monophyletic with A. azarae whose distribution
is limited to southern Brazil and does not occur in the Cerrado biome. Akodon
sp.2 was thought to be a new Akodon species from field notes. Eight from 9
samples previously identified as such Akodon sp.2 were monophyletic and
seems to be more related to Deltamys kempi than to other Akodon species; only
the specimen A17 clustered with A. azarae.

A total of 10 samples of Euryoryzomys russatus were monophyletic with
Delomys dorsalis 9954 and D. sublineatus 9994. These two Delomys sequences
were collected in Blumenau, Santa Catarina state, are more related to three E.
russatus collected in the same locality. Karyotypes of the two specimens showed
diploid numbers of 2n=82 and 72 respectively, the same described for both
species whereas E. russatus has 2n=80. Since simple chromosome counting
could be difficult, these discrepancies are plausible and could be clarified with
karyotype comparison, however, the karyotypes from samples 9954 and 9994
are not available. Analysis of museum specimens 9994 and 9954 showed they
are juveniles, reinforcing field misidentification hypothesis. Other 12 D. dorsalis
specimens collected in Rio Grande do Sul state formed a monophyletic group, as
well other two D. sublineatus sequences, and both were sister groups. The
assumption of misidentification is the most likely, even if these species show
clear external diagnostic characters. This example clearly shows the need of an
integrative taxonomic approach.

In our sampling, one of the specimens 9792 clustered with a specimen of
Mus musculus and and unknwon specimen (1007) with low support. After
examination of the specimen its identification was confirmed by morphological

characters as Drymoreomys albimaculatus a recently described genus
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(Percequillo, Weksler and Costa 2011) from mid altitude Altlantic forest of S&o
Paulo and Santa Catarina States. This point highlights the need of very intense
efforts to build DNA barcoding libraries for the identification of rare taxa and the
need of genuine collaboration with taxonomist for the correct naming of

sequences.

Distribution expansions and species discovery

Calomys expulsus showed a cohesive group, but one specimen (CRB
2582) clustered together with C. tener, revealing a field misidentification that
were reclassified. Differentiation between Calomys spp. are not obvious
(Salazar-Bravo et al. 2002, Almeida et al. 2007, Haag et al. 2007, Cordeiro-
Estrela et al. 2006, 2008, Bonvicino et al. 2010). Misidentification between C.
expulsus and C. tener is not surprising, as both species are similar, without
refined analyzes. The two species are often diagnosed on the basis of overall
size but have shown significant overlap in this character (Cordeiro-Estrela et al.
2006). These two species can also be recognized through morphometric analysis
(Bonvicino & Almeida 2000, Cordeiro-Estrela et al. 2006). Calomys expulsus
and C. tener have the same diploid number, but they can be separated by
karyotype because they differ in fundamental number and in the abundance and
distribution of constitutive heterochromatin. According to Almeida et al. (2007)
the distribution of C. fener encompasses the Cerrado biome. Haag et al. (2007)
collected one specimen in Quintdo (29°40’S, 50°12’'W), along the coast of Rio
Grande do Sul, expanding the knowledge of its distribution. Our specimen was
captured in Alegrete, a grassland area which is isolated from other specimens of
the distribution by a belt of the Atlantic forest that encompasses all three brazilian
southern states. This finding was clearly surprising and indicates either an
introduction of C. tener in southern grasslands or a possible past connection
between southern grasslands known as Campos Sulinos biome and the Cerrado
savana-like grasslands during past climatic fluctuations.

Our barcoding results also support the recognition of a new Akodontine
species. Although we performed analysis based only on ear tissue samples, the
collector (Ezequiel Pedo, IBAMA) already had hypothesized that these
specimens could represent a new taxa. Previously assigned as Akodon sp. 2, it

was recovered as the sister group of Deltamys kempi, with high posterior
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probability (= 0.96) support. All other Akodon species grouped together in a
cohesive cluster (Fig.3). Furthermore, genetic distance data between Akodon
spp. is less than 8%, whereas between Deltamys kempi and Akodon sp.2 it
ranges between 10-11%; between Akodon sp.2 and Akodon species is 12-16%.
The karyotype of the new species is 2n=34, according to the collector, whereas
D. kempi has a multiple sexual cromossomal system presenting 2n=35, 36, 37 or
38 (Fronza et al. 1981, Castro et al. 1991, Sbalqueiro et al. 1984). Akodon and
Deltamys belong to the same tribe and can be differentiated by karyotype
comparison: a singular small chromosome pair is present in all Akodon, which is
absent in D. kempi. D’Elia (2003) using nuclear and mitochondrial genes found
D. kempi as the sister group of Akodon spp.

This example clearly shows the potential of barcoding efforts to provide
additional characters for the recognition of new species. Nevertheless, the formal
description of species depends on the evidence of additional characters for taxa
delimitation, evaluation of available names, and most importantly, the analysis of
type specimens. This taxonomic bottleneck could be partly overcome if initiatives
were undertaken to barcode type specimens which are the name bearers.

These examples show two important points. First, that there is a large
number of material collected either by inexperienced mammalogists or in projects
not focused on taxonomy that are grossly misidentified. This fact is often
overlooked and/or understated in the literature and has profound implications for
epidemiological surveillance and biodiversity assessments. There is a clear need
not only to have more taxonomists but to provide taxonomic training to non-
taxonomists who often underestimate diversity and complexity in the
identification process. The identification of rare species, juveniles, or species
complexes and the correct application of names or the identification of new
species are tasks that require not only a solid taxonomic background, but also
many years of field and museum experience. Second, and most importantly, we
stress that the number of taxonomists will be an important bottleneck for the
success of DNA barcoding as an identification tool. Identifying misclassifications
requires background knowledge about the taxons' distribution, phylogenetic
position and range of variation. Likewise, building solid sequences databases for
identification as iBOL is proposing will require not only that databases be built

with the close collaboration of taxonomists, but also to include either holotypes or
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topotypes specimens which will name the monophyletic groups or clusters

analyzed.

COl sequence divergence: increasing sampling

Few studies investigated COI sequence divergence in rodents, especially
regarding the barcoding approach. Borisenko et al. (2008) studied small
mammals (opossums, bats and rodents) from Guiana and Suriname and
suggested the effectiveness of such target region in species identification.
Mitochondrial genes cytochrome b and COI has resembling divergence values.
Cytochrome b has historically been used to identify mammal species. Within
species of Akodontines cytochrome b sequence divergence is 0.18-0.53 (same
population) and 0.26-11.37 (different populations); different species in the same
genus present 1.23-14.72 and different genera 9.26-24.34 (D’Elia 2003). Baker
and Bradley (2006) compiled cytochrome b sequence distances obtained by
several authors and then calculated the mean for rodents; the mean intraspecific
divergence was 1.5 (0.0-4.7) and intergeneric was 10.9 (4.9-16.9). Our results
confirmed a similarity of distance patterns among COI and published cytochrome
b divergences.

We found that interspecific genetic variation exceeds intraspecific variation
to such an extent that a gap exists (Fig.7), which enables the assignment of
unidentified individuals to their species with a negligible error rate (< 1%).
However the gap was not congruent to 2% proposed by Hebert et al. (2003a)
and, most relevant, it might be an artifact of incomplete sampling. It is important
to note that sampling of different populations is necessary to be more precise in
determining variability of a specific gene, especially in species with wide
geographical distribution. Oligoryzomys nigripes, Akodon montensis and
Thaptomys nigrita were the species whith the widest coverage of their
geographical distribution and likely representing different populations.
Nevertheless it did not cover the whole distribution area of these species. All of
them presented monophyletic groups with low genetic intraspecific pairwise
distances and a mean below 2%. The threshold will most likely vary between
different taxonomic groups and for sigmodontine the values found could be due
to recent rapid radiation, an evaluation with adequate sampling will clarify this

issue. DNA barcoding must be supported by evolutionary studies and knowledge
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of diversification processes of target species to understand the patterns of
barcoding results.

In this study we used distance-based and probabilistic methods to analyze the
data set. Both results presented here are in agreement, improving barcode
identification. As long as previous phylogenetic and sequence distances studies
with known species are available, pairwise distance values can serve to
distinguish them or indicate a specimen that deserves particular attention.
Research must rely on potential problems of this approach such as different
evolution rates between species, which was not detected in this study since none
of the species presented long discrepant branches. Insufficient sampling can
reveal biased results, for example lack of specimens from different localities of its

distribution can induce low intraspecific values generating false barcoding gaps.

Phylogenetic relationships

A phylogenetic signal was recovered by COIl sequences. Chantangsi &
Lynn (2008) demonstrated COI potential for both species identification and
phylogenetic relationships. In our study individuals from Oryzomyini and
Phyllotini tribes grouped together, and Akodontini splits in two groups. However,
internal evolutionary relationships remains unclear compared with previous
works based on others molecular markers and morphological characters (D’Elia
2003, Weksler 2003, D’Elia et al. 2006, Weksler et al. 2006). Within the group
species of Akodontini the relations were similar as evidenced by nuclear and
mitochondrial sequences (D’Elia 2003), [[A.montensistA.azarae] D. kempi].
Incertae sedis species collected in Atlantic Forest biome clustered with Phyllotini
tribe which is composed predominantly by Andean species. This relation
supports the hypothesis of past connection between species that today lives in
Atlantic Forest and Andean region, a biogeographical pattern also described for
birds, frogs and sigmodontine genuses Akodon and Rhagomys (Percequillo et al.
2011, Steiner-Souza et al. 2008).

On the other hand, relationships inside tribe Oryzomyini does not agree
with results obtained by Weksler et al. (2006) based on IRBP sequences and 99
morphological characters. The genera Oryzomys, Oligoryzomys, Hylaeamys and
Euryoryzomys are not monophyletic according to COIl sequences, however this

is probably a consequence of misidentified specimens whose sequences were
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made available in Genbank. As there is no museum voucher information linked
to these sequences, taxonomic identification based on morphology could not be
realized. The building of a barcode database with explicit voucher specimen
information will certainly be a major scientific contribution of barcoding projects

by allowing in depth taxonomic works after barcoding screenings.
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Table |

List of sigmodontine species, specimens and localities surveyed in this study.

Taxa
Akodon azarae

Akodon montensis

Akodon paranaensis

Akodon sp.1
Akodon sp.2

Calomys expulsus

Calomys sp

Calomys sp.nov
Calomys tener

Delomys dorsalis

Delomys sublineatus
Deltamys kempi

Euryoryzomys russatus

Juliomys pictipes
Necromys lasiurus

Oligoryzomys

flavescens

Oligoryzomys nigripes

Sample ID
JR328, JR329

JR338

JR407

DG21, DG22, DG23

JR386, JR389

JR197, JR198, JR199, JR203,

JR264, JR461, JR535

JR335, JR336

9826, 9595

JR411

6844, 6963

PCE24

A7, A10, A17*, A24, A25, A26, A29,

A33, A43

LBCE1547, LBCE1548
CRB2732, CRB2733
LG408

CRB2374

LG443

CRB2582*

1787*, 1788*

LBCE5556
JR405

ABG6, AB10, AB519
JR207, JR229, JR230, JR290,

JR349, JR527, JR536, JR538
DD2, DD3, DD40

9954*

JR224

9331, 9950, 9994~

PCEO05, PCEO6, PCE11, PCE12,

PCE13
JR194, JR205, JR208, JR281,

JR297, JR298, JR299, JR458*, JR459*

9409, 9695, 9773
9667*, 9735
JR346

6859

JR332

JR202, JR209, JR210, JR258,

JR259, JR467

JR339

JR409

DG00, DG01, DG0O5C, DGO6,

DG15*
JR337

JR363 JR425, JR426, JR457, JR518

OLN31, ON1, OPN52, OPN55,

Locality
Alegrete, RS, BR

Barracao, RS, BR
Erechim, RS, BR
Passo Fundo, RS, BR
Barracao, RS, BR
Terra de Areia, RS, BR

Ronda Alta, RS, BR
Blumenau, SC, BR
Erechim, RS, BR

Sao Domingos, SC, BR
Margarida do Sul, RS, BR
S. F. de Paula, RS, BR

Caetité, BA, BR
Correntina, BA, BR
Mucugé, BA, BR

Mimoso de Goias, GO, BR
Itinga, MG, BR

BR

BR

Capitao Andrade, MG, BR
Alegrete, RS, BR

Sao Paulo, BR
Terra de Areia, RS, BR

S. F. de Paula, RS, BR
Blumenau, SC, BR
Unknown, BR
Blumenau, SC, BR
Rocha, UY

Terra de Areia, RS, BR

Blumenau, SC, BR
Blumenau, SC, BR
Rondinha, RS, BR
Blumenau, SC, BR
Alegrete, RS, BR

Terra de Areia, RS, BR

Barracdo, RS, BR
Erechim, RS, BR
Passo Fundo, RS, BR

Ronda Alta, RS, BR
Terra de Areia, RS, BR
S. F. de Paula, RS, BR
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Oxymycterus sp.
Rhagomys rufescens

Scapteromys sp
Sooretamys angouya

Thaptomys nigrita

Sp sp

OPN57, OPN58, OPN59, OPNG61,

OPN64, OPN87
9600

6884

9792*

9908, 9921

1007*
JR196

9793
JR372
TN3
6559
9629

Blumenau, SC, BR
Sao Domingos, SC, BR
Blumenau, SC, BR
Blumenau, SC, BR

S. J. dos Pinhais, PR, BR
Terra de Areia, RS, BR

Blumenau, SC, BR
Derrubadas, RS, BR
S. F. de Paula, RS, BR
Blumenau, SC, BR
Unknown, BR

Specimens with * received other taxonomy identification after preliminary analysis. BA, Bahia; BR, Brazil;

GO, Goias; MG, Minas Gerais; SC, Santa Catarina; UY, Uruguay.

Table Il

Comparison between results of Maximum likelihood and Bayesian inference. Mean and

variance are represented by X and o?, respectively.

Maximum likelihood

Bayesian Inference

Model HKY HKY
Proportion of invariant 0.338 X=0.359688
0%°0.000388
Transition/transversion ratio 4.695 X=6.076899
0%=0.104496
"A" Nucleotide frequency 0.28535 X=0.317278
0%=0.000152
"C" Nucleotide frequency 0.26002 X=0.279264
0%=0.000074
"G" Nucleotide frequency 0.16086 X=0.073416
0%=0.000014
"T" Nucleotide frequency 0.29378 X=0.330042
0%=0.000090
Ln Likelihood -14115.49548 -14225.06
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Discrete gamma model YES YES
Gamma shape parameter 0.712 X=0.521552

0%=0.000390
Table Il

Specimens reclassified after previous analysis. Field identification was different from

barcode identification then additional data were added to molecular results to determine

correct species.

Field identification Barcoding identification 2| Cs Reclassification reason
n
Akodon sp2 Akodon azarae - RS, Akodon is a speciose genus with
A17 BR difficult differentiation without genetic
markers such as karyotype.
Calomys sp Akodon azarae - BR Identification by undergraduates
1787
Calomys sp Akodon azarae - BR
1788
Calomys expulsus Calomys tener - BR Common misidentification due to
CRB2582 similarity.
Delomys dorsalis Euryoryzomys russatus 8 SC, Juveniles specimens collected.
9954 2 BR
Delomys sublineatus Euryoryzomys russatus 7 SC,
9994 2 BR
Euryoryzomys Oligoryzomys nigripes - RS, E. russatus juveniles are similar to O.
russatus BR nigripes adults.
JR458
Euryoryzomys Oligoryzomys nigripes - RS,
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russatus BR

JR459

Juliomys pictipes Mus musculus 3 SC, Likely field material change. Identified
9667 6| BR by BLAST

Oligoryzomys nigripes Oligoryzomys flavescens - RS, O. nigripes and O. flavescens are
DG15 BR morphologically similar.

Oxymycterus sp Drymoreomys - SC, New genus described this year

9792 albimaculatus BR

Scapteromys sp Unknown 3 PR,

1007 6| BR

Dn., diploid number; Cs., collection site; RS, Rio Grande do Sul; SC, Santa Catarina; PR, Parana; BR,

Brazil.

Mean Intraspecitfic K2P pairwise distance after reclass.
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Figure 1. Mean intraspecific K2P pairwise distance after reclassification. First line
highlights the suggested 2% limit of intraspecific variation and second 5% of genetic
divergence. Twenty-tree species are below this limit and 10 are above. The area of

superimposition between the curves is shaded.
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Secapteromys sp 1007 *
Jubiomys p{mpes 667
Oxymvcterus sp 9782
Thaptomys nigrita TN3
Thaptomys nigrita 6558
Thaptomys rigrita 0 372
Necromys lasiurus 6859
Necromys lasiurus JR 346
Akodon montensis JR 335
Akodon montensis SR 336
Akodon montensis SR 380
Alodon montensis JR 526
Akopdon montensis S5 407
Akodor montensis SR 338
Akodon sp POE 24
Alodon montensis 2328
Akodon montensis 8595
Akodon montensis DG 22
Akodon montensis DG 23
Alodon montensis JR 461
Akopdon montensis S5 197
Akpgon montensis JR 198
Akodon montensis JB 200
Akodon montensis JB 203
Akpgon montensis JR 264
Akpgon montensis SR 535
Akodon montensis JR 199
Akodor montensis DG 21
Alpdon paranaensis 8963

Akpdon paranaensis M5 411

Akodon paranzensis 6844
Akodon azarae IR 329
Akodon azarae JF 328
Akodon sp2 A17
Calomys sp 1788 *
Catormys sp 1787 *
Alpdon sp2 A2

Akodon sp2 A7

Akodon spf AZE

Alpdon sp2 A43

Akodon sp2 A10

Akodon sp2 A33

Akodon spf A24

Akodon sp2 AZS
Degtamys kempi PCE 05
Deftamys kempi PCE 06
Dedtamys hempi PCE 12
Deftamiys kempl FCE 11
Deftarmys kempi PCE 13
Akopdon urichi EU095420

Figure 2. Bayesian phylogeny inferred from 648 bp of COIl sigmodontine gene

sequences. On the left is the complete tree with all samples. Branches in black are

represented in the tree on the right. The subtree includes specimens from the tribe

Akodontini.

Posterior probabilities of node support values are figured as percentages.

Specimens identified with asterisk are present in more than one figure.
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Delomys dorsalis 9954 *

1PCE Delomys sublineatus 8994 *
T Juliomys picipes 8735
Delomys dorsaiis JR200
Delomys dorsalis MR 536
Delomys dorsalis MR 538
Delomys dorsalis MR 229
Delomys dorsalis DD40
Delomys dorsaiis D02
Delomys dorsais DD3
Delomys dorsalis JR 527
Delomys dorsalis MR 224
Delomys dorsalis SR 230
Delomys dorsaiis MR 349
Delomys dorsaiis MR 207
Delomys sublineatus 3950
Delomys subiineatus 8331
Calomys expuisus LG 443
Calomys expuisus LBCE 1547
Calomys expuisus LECGE 1548
Calomys expuisus LG 408
Calomys expulsus GRE 2374
Calomys expulsus GRE 2732
Calomys expuisus CRE 2733
Calomys spnov LBCE 5556
Calomys tener AB10
Calomys expuisus CRE 2582
Calomys tener ABE

Calormys tener ABE12
Calomys tener J& 405

Fhagomys rufescens 9908
Fhagomys rufescens 9921
Fhipidomys nitela EUDSB053
Fhipidomys nitela EU005490
Fhipidomys nitela EU005489
Fhipidomys leunodactyius £ 095488
Fhipidomys scandens EU095491
Fhipidomys welzeli £ 005402
Fhipidomys wetzell EU005403
Julicmys pictipes 9667

Calomys sp {788 *

Calomys sp {787 *

ﬂimhﬁi

Figure 3. Bayesian phylogeny inferred from 648 bp of COIl sigmodontine gene
sequences. On the left is the complete tree with all samples. Branches in black are
represented in the tree on the right. The subtree includes specimens which have been
classified as incertae sedis at the tribal level (Delomys dorsalis, D. sublineatus,
Rhagomys rufescens and Juliomys pictipes), as well as specimens from the tribe
Phyllotini (Calomys spp) and Thomasomyini (Rhipidomys spp). Specimens identified
with asterisk are present in more than one tree figure. Posterior probabilities of node

support values are figured as percentages.
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Oligoryzomys nigripes DG 06 *
Eurvoryzomys russaius JR453
EquDIyzomys russatis JHL5Q ¢
Delomis dorsalis 9954 *

Delomys sublinesius 9934
Euryoryzomys russatus 9408
Evrvoryzomys russatus 9773
Euryoryzomys russaius 9605
Euryoryzomys russatus SR 194
Eurvoryzomys russaius JB 208
Eurvoryzomys russatus SR 281
Eurvoryzomys russatis JR 205
Evrvoryzomys russatius JH297
Eurvoryzomys russatis JRZ09
Eurvoryzomys russatus JHZ08
Seoretamys angotya 2703
Sooretamys angouya JF {96
Oecomys auyamepul EU085447
Oecomys auyamepul EU0SE818
Qecomys auyamepul EU098519
Oecomys auyamepul EUOSE8T7
Qecomys auyamepul EU0S8820
Oecomys rubius ELDE453

Oecomys rutifus EL025454

Oecommys rutius ELORELED
Oecomys bicolor ELORE821

Oecomys bioolor ELOREEEE
Oecomys bicolor EU0B5448
Oecomys roberti EU095450
Qecomys roberti EU095451
Oecormiys of rex EL005449
Transandinormys talamancae EU095470
Transandinormys talamancae ELDEL7T
Transandinormys bolvans EUDR5461
Evryvoryzomys macconnelli EL0R5464
HHytaeamys megacephalis EUOSEEL4

P

Ieearmys megacephalus EUQ0EAEE
Jtaeamys megacephaius EU0G5A65
Jﬂaeamys megacephalus EUOSEBES
Eytaeamys megacephalus EUQSE323

LryoryZomys nitidus EU0054E£8
Eurvoryzomys nitidus £U095460
f’ytaeamys unganus EUQOLA 74
Mﬂaeamys yunganus EUCOSL 75
Hvtaeamys yunganus EUQR5473
Nvtaeamys yunganus EUNOE4 72

iephiomys aibiguitans EU0G5458
Nephiomys atbiguianis EU025459
Oryzomys melznatis EU0O5467
10— Hzandievormys alfarsl EU0S54E80

Figure 4. Bayesian phylogeny inferred from 648 bp of COIl sigmodontine gene
sequences. On the left is the complete tree with all samples. Branches in black are
represented in the tree on the right. The subtree includes specimens from the tribe
Oryzomyini (part 1). Specimens identified with asterisk are present in more than one tree

figure. Posterior probabilities of node support values are figured as percentages.
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Bayesian phylogeny inferred from 648 bp of COIl sigmodontine gene

sequences. On the left is the complete tree with all samples. Branches in black are

represented in the tree on the right. The subtree includes specimens from the tribe

Oryzomyini (part 2). Specimens identified with asterisk are present in more than one tree

figure.
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Figure 6. Comparison among K2P genetic distances of Deltamys kempi, Deltamys sp.
(D.spn) and Akodon species. Distance between Deltamys sp and Akodon species
exceeds Akodon intrageneric distance and it is higher than difference between Deltamys
kempi and Akodon species. New species could belong to Deltamys genus or represent a

new genus.
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Figure 7. Intra (continuous line) and interspecific (stippled line) pairwise genetic

distances based on K2P model. Overlap between the distances is represented in grey.

The limit of 2% proposed by Hebert (2003a) was highlighted.
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Supplementary Material

Table Il : GenBank accession numbers, field number and species of sigmodontine

rodents sequences in this study.

GenBank Field

accession identification Species
GuU938873 DG21 Akodon montensis
GuU938874 DG22 Akodon montensis
GuU938875 DG23 Akodon montensis
GU938876 DGO06 Oligoryzomys nigripes
GuU938877 DGO0O0 Oligoryzomys nigripes
GuU938878 DGO05 Oligoryzomys nigripes
GuU938879 A7 Akodon sp2
GU938880 A17 Akodon azarae
GU938881 A24 Akodon sp2
GU938882 A26 Akodon sp2
GU938883 A25 Akodon sp2
GU938884 A29 Akodon sp2
GU938885 9792 Drymoreomys albimaculatus
GU938886 DGO1 Oligoryzomys nigripes
GuU938887 JR518 Oligoryzomys nigripes
GU938888 JR425 Oligoryzomys nigripes
GU938889 JR426 Oligoryzomys nigripes
GU938890 JR457 Oligoryzomys nigripes
GU938891 DG15 Oligoryzomys flavescens
GU938892 JR467 Oligoryzomys flavescens
GU938893 JR258 Oligoryzomys flavescens
GU938894 JR259 Oligoryzomys flavescens
GU938895 JR299 Euryoryzomys russatus
GU938896 JR297 Euryoryzomys russatus
GU938897 JR298 Euryoryzomys russatus
GU938898 JR458 Oligoryzomys nigripes
GU938899 JR459 Oligoryzomys nigripes
GU938900 JR290 Delomys dorsalis
GU938901 DD40 Delomys dorsalis
GU938902 DD3 Delomys dorsalis
GU938903 DD2 Delomys dorsalis
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GU938904
GU938905
GU938906
GU938907
GU938908
GU938909
GU938910
GU938911
GU938912
GU938913
GU938914
GU938915
GU938916
GU938917
GU938918
GU938919
GU938920
GU938921
GU938922
GU938923
GU938924
GU938925
GU938926
GU938927
GU938928
GU938929
GU938930
GU938931
GU938932
GU938933
GU938934
GU938935
GU938936
GU938937
(GU938938
GU938939
GU938940

JR230
JR349
JR538
JR229
TN3
JR372
6559
1787
1788
PCE24
PCE11
PCE12
PCE13
PCEO5
PCEO6
JR461
JR197
JR198
JR200
JR199
JR203
JR264
JR335
JR336
JR338
JR386
JR389
JR535
9826
9595
JR407
CRB2582
LG443
LG408
LBCE1548
LBCE1547
LBCE5556

Delomys dorsalis
Delomys dorsalis
Delomys dorsalis
Delomys dorsalis
Thaptomys nigrita
Thaptomys nigrita
Thaptomys nigrita
Akodon azarae
Akodon azarae
Akodon montensis
Deltamys kempi
Deltamys kempi
Deltamys kempi
Deltamys kempi
Deltamys kempi
Akodon montensis
Akodon montensis
Akodon montensis
Akodon montensis
Akodon montensis
Akodon montensis
Akodon montensis
Akodon montensis
Akodon montensis
Akodon montensis
Akodon montensis
Akodon montensis
Akodon montensis
Akodon montensis
Akodon montensis
Akodon montensis
Calomys tener
Calomys expulsus
Calomys expulsus
Calomys expulsus
Calomys expulsus

Calomys sp.new
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GU938941
GU938942
GU938943
GU938944
GU938945
GU938946
GU938947
GU938948
GU938949
GU938950
GU938951
GU938952
GU938953
GU938954
GU938955
GU938956
GU938957
(GU938958
GU938959
GU938960
GU938961
GU938962
GU938963
GU938964
GU938965
GU938966
GU938967
GU938968
GU938969
GU938970
GU938971
GU938972
GU938973
GU938974
GU938975
GU938976
GU938977

CRB2374
CRB2732
CRB2733
JR405
JR536
JR224
9954
JR207
JR527
9994
9331
9950
9629
JR205
9409
JR281
JR208
9773
JR194
9695
9793
JR196
9735
9667
9908
9921
9905
9790
9600
OLN31
6884
OPNG61
OPN59
OPN58
JR409
JR337
JR363

Calomys expulsus
Calomys expulsus
Calomys expulsus
Calomys tener
Delomys dorsalis
Delomys dorsalis
Euryoryzomys russatus
Delomys dorsalis
Delomys dorsalis
Euryoryzomys russatus
Delomys sublineatus
Delomys sublineatus
Unknown
Euryoryzomys russatus
Euryoryzomys russatus
Euryoryzomys russatus
Euryoryzomys russatus
Euryoryzomys russatus
Euryoryzomys russatus
Euryoryzomys russatus
Sooretamys angouya
Sooretamys angouya
Juliomys pictipes

Mus musculus
Rhagomys rufescens
Rhagomys rufescens
Nectomys squamipes
Nectomys squamipes
Oligoryzomys nigripes
Oligoryzomys nigripes
Oligoryzomys nigripes
Oligoryzomys nigripes
Oligoryzomys nigripes
Oligoryzomys nigripes
Oligoryzomys nigripes
Oligoryzomys nigripes
Oligoryzomys nigripes
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GU938978 ON1 Oligoryzomys nigripes

GU938979 JR339 Oligoryzomys nigripes
GU938980 OPN52 Oligoryzomys nigripes
GU938981 OPN55 Oligoryzomys nigripes
GU938982 OPN64 Oligoryzomys nigripes
GU938983 OPN87 Oligoryzomys nigripes
GU938984 OPN57 Oligoryzomys nigripes
GU938985 JR209 Oligoryzomys flavescens
GU938986 JR202 Oligoryzomys flavescens
GuU938987 JR210 Oligoryzomys flavescens
GU938988 JR332 Oligoryzomys flavescens
GU938989 JR328 Akodon azarae
GU938990 JR329 Akodon azarae
GU938991 JR411 Akodon paranaensis
GU938992 6844 Akodon paranaensis
GU938993 6963 Akodon paranaensis
GU938994 A33 Akodon sp2

GU938995 A43 Akodon sp2

GU938996 A10 Akodon sp2

GU938997 JR346 Necromys lasiurus
GU938998 6859 Necromys lasiurus
GU938999 1007 Unknown

GU939000 ABG6 Calomys tener
GU939001 AB519 Calomys tener
GU939002 AB10 Calomys tener

Table Il : Accession numbers and species of sigmodontine sequences available in

Genbank before this research.

Accession number Species
EU095420 Akodon urichi
EU095443 Neacomys guianae
EU095444 Neacomys guianae
EU095445 Neacomys paracou

EU095446 Neacomys spinosus



EU095447
EU095448
EU095449
EU095450
EU095451
EU095452
EU095453
EU095454
EU095455
EU095456
EU095457
EU095458
EU095459
EU095460
EU095461
EU095462
EU095463
EU095464
EU095465
EU095466
EU095467
EU095468
EU095469
EU095470
EU095471
EU095472
EU095473
EU095474
EU095475
EU095488

EU095489

Oecomys auyantepui
Oecomys bicolor
Oecomys cf. rex

Oecomys roberti
Oecomys roberti
Oecomys rutilus

Oecomys rutilus

Oecomys rutilus
Oligoryzomys fulvescens
Oligoryzomys fulvescens
Oligoryzomys vegetus
Nephlomys albigularis
Nephlomys albigularis
Handleyomys alfaroi
Transandinomys bolivaris
Oryzomys cousei
Oryzomys cousei
Euryoryzomys macconelli
Hylaeamys megacephalus
Hylaeamys megacephalus
Oryzomys melanotis
Euryoryzomys nitidus
Euryoryzomys nitidus
Transandinomys talamancae
Transandinomys talamancae
Hylaeamys yunganus
Hylaeamys yunganus
Hylaeamys yunganus
Hylaeamys yunganus
Rhipidomys leucodactylus

Rhipidomys nitela
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EU095490 Rhipidomys nitela

EU095491 Rhipidomys scandens
EU095492 Rhipidomys wetzeli
EU095493 Rhipidomys wetzeli
EU096809 Neacomys guianae
EU096810 Neacomys guianae
EU096811 Neacomys guianae
EU096812 Neacomys guianae
EU096813 Neacomys paracou
EU096814 Neacomys paracou
EU096815 Neacomys paracou
EU096816 Neacomys paracou
EU096817 Oecomys auyantepui
EU096818 Oecomys auyantepui
EU096819 Oecomys auyantepui
EU096820 Oecomys auyantepui
EU096821 Oecomys bicolor
EU096822 Oecomys bicolos
EU096823 Hylaeamys megacephalus
EU096824 Hylaeamys megacephalus
EU096825 Hylaeamys megacephalus
EU096953 Rhipidomys nitela

6. CAPITULOII
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filogenia de roedores sigmodontineos
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6.1 Introducao

Os roedores sigmodontineos possuem alta riqueza de espécies,
representando a mais diversa linhagem de mamiferos no nivel de familia da
regido Neotropical (Weksler, 2003). Também, apresentam uma notavel
diversidade de adaptagdes ecoldgicas que os permitiram ocupar a maioria dos

biomas sul-americanos.
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A taxonomia e a sistematica da subfamilia Sigmodontinae foi foco de
diversos estudos moleculares nas ultimas décadas (Steppan, 1995; Engel et al.,
1998; Smith & Patton, 1999; D’Elia, 2003; D’Elia et al., 2003; Weksler, 2003;
D’Elia et al., 2006), entretanto diferentes aspectos da complexa taxonomia do
grupo permanecem nao resolvidos, como os limites entre as espécies, as
relagbes filogenéticas entre os taxons e os limites e composi¢do dos taxons
elevados.

Os géneros sao tradicionalmente classificados em nove tribos
(Abrothrichini, Akodontini, Ichthyomyini, Oryzomyini, Phyllotini, Reithrodontini,
Sigmodontini, Thomasomyini e Wiedomyini) e alguns, como Delomys, Euneomys,
Irenomys, Juliomys e Rhagomys nao foram definitivamente atribuidos a nenhuma
tribo sendo classificados como incertae sedis.

Nesse contexto este estudo pretende avaliar a aplicabilidade do DNA
barcoding como ferramenta de identificacdo para essas espécies, pois muitas sao
cripticas ou de dificil distincdo pela simples observacédo de caracteres
morfoldgicos externos. Além disso, pretende-se avaliar as relagdes filogenéticas
das espécies de sigmodontineos coletadas principalmente nos biomas brasileiros
da Mata Atlantica e Cerrado através de métodos probabilisticos de inferéncia
filogenética e de distancia genética de sequéncias separadas e concatenadas de
dois marcadores moleculares mitocondriais, citocromo b (CYTB) e citocromo ¢
oxidase subunidade 1 (COI), e um nuclear Interphotoreceptor Retinoid Binding
Protein (IRBP) juntamente com sequéncias disponiveis no banco de dados do
Genbank.

6.2 Material e Métodos

Amostragem

Foram utilizadas 322 amostras de tecido de roedores sigmodontineos
disponibilizados por pesquisadores brasileiros, coletados em diferentes

localidades, abrangendo principalmente a regido Sul, Sudeste e Centro-Oeste do
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pais (Tabelas 1 e 2). Os tecidos foram constituidos por figado, musculo, coracgéo,

rim ou orelha. A maioria das amostras foi previamente identificada em nivel de

espécie, entretanto, algumas apenas em nivel de género, e outras chegaram sem

qualquer tipo de identificagao.

Para o marcador molecular COIl foram adicionadas 57 sequéncias

disponiveis no Genbank, para o CYTB foram adicionadas 56 sequéncias e para o

IRBP 75 sequéncias (Tabela 3).

Tabela 1: Amostras utilizadas: numero de identificacdo da amostra, identificacido

taxonémica realizada pelo coletor, tribo, cddigo do local de coleta (CLC) e marcadores

amplificados nesse estudo.

Numero Género Espécie Tribo CLC[COI|CYTB IRBP
JR328 Akodon azarae Akodontini 10 |sim |sim sim
JR329 Akodon azarae Akodontini 10 |sim |sim sim
UFPR681 Akodon cursor Akodontini 43 |sim |sim nao
UFPR682 Akodon cursor Akodontini 43 |sim |sim nao
UFPR688 Akodon cursor Akodontini 43 |sim |sim nao
UFPR737 Akodon cursor Akodontini 43 |sim |sim nao
UFPR784 Akodon cursor Akodontini 46 |sim |sim nao
RQ200 Akodon lindberghi Akodontini 36 |sim [sim sim
RQ211 Akodon lindberghi Akodontini 36 |[sim [sim sim
RQ225 Akodon lindberghi Akodontini 36 |[sim |sim sim
DG021 Akodon montensis Akodontini 4 sim | sim sim
DG022 Akodon montensis Akodontini 4 sim | néo nao
DG023 Akodon montensis Akodontini 4 sim | ndo nao
FURB797 Akodon montensis Akodontini 33 |né&o [sim sim
FURB9595 Akodon montensis Akodontini 30 |[sim |sim sim
FURB9826 Akodon montensis Akodontini 30 |[sim |sim sim
G23 Akodon montensis Akodontini 7 sim | sim sim
JR197 Akodon montensis Akodontini 9 sim | nao nao
JR198 Akodon montensis Akodontini 9 sim | sim sim
JR199 Akodon montensis Akodontini 9 sim [sim nao
JR200 Akodon montensis Akodontini 54 |[sim |sim nao
JR203 Akodon montensis Akodontini 9 sim | nao nao
JR264 Akodon montensis Akodontini 9 sim | ndo nao
JR335 Akodon montensis Akodontini 11 |sim |sim sim
JR336 Akodon montensis Akodontini 11 sim | ndo nao
JR338 Akodon montensis Akodontini 12 |sim |sim sim
JR386 Akodon montensis Akodontini 14 |sim |sim sim
JR389 Akodon montensis Akodontini 14 |[sim | ndo nao
JR407 Akodon montensis Akodontini 15 |sim | ndo nao
JR461 Akodon montensis Akodontini 9 sim | sim sim
JR535 Akodon montensis Akodontini 9 sim | ndo nao




RQ195
RQ196
RQ204
UFPR1005
UFPR1009
UFPR1012
FURB6844
FURB6963
JR411
UFPR885
UFPR890
UFPR956
UFPR987
TAI23
TAI24
TAI25
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A29
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UFPR892 Thaptomys nigrita Akodontini 49 |[ndo |sim nao
UFPR893 Thaptomys nigrita Akodontini 48 |sim |sim sim
UFPR997 Thaptomys nigrita Akodontini 39 |n&o [sim nao
UFRGS6433 Thaptomys nigrita Akodontini 21 |sim |ndo nao
Tabela 2: Locais de coleta das amostras utilizadas neste estudo.

Cddigo | Localidade Municipio UF Pais
1 Barra do Ribeiro RS Brasil
2 APA Lagoa Verde Rio Grande RS Brasil
3 Bujuru RS Brasil
4 FLONA Passo Fundo RS Brasil
5 Cambara do Sul RS Brasil
6 Serafina Corréa RS Brasil
7 Itapeva RS Brasil
8 Guaporé RS Brasil
9 Rota do Sol Tainhas-Terra de Areia RS Brasil
10 Alegrete RS Brasil
11 Ronda Alta RS Brasil
12 Barracao RS Brasil
13 Rondinha RS Brasil
14 Parque Florestal Estadual do Turvo Charqueadas RS Brasil
15 Erechim RS Brasil
16 Pro-Mata Sao Francisco de Paula RS Brasil
17 Palmares do Sul RS Brasil
18 Canoas RS Brasil
19 Sao José do Norte RS Brasil
20 Estacéo Ecoldgica do Taim RS Brasil
21 FLONA Sao Francisco de Paula RS Brasil
22 Xangrila RS Brasil
23 Santa Margarida do Sul RS Brasil
24 llha da Pintada Eldorado do Sul RS Brasil
25 SP Brasil
26 Mimoso de Goias GO Brasil
27 Correntina BA Brasil
28 Caetité BA Brasil
29 Mucugé BA Brasil
30 PN da Serra do Itajai Indaial SC Brasil
31 PN da Serra do ltajai Blumenau SC Brasil
32 Usina Hidrelética Quebra-Queixo Sao Domingos SC Brasil
33 Ita SC Brasil
34 Capitdo Andrade MG Brasil
35 Itinga MG Brasil
36 PN Serra da Canastra MG Brasil
37 Pantanal MG Brasil
38 Parque Nacional de Brasilia Brasilia DF Brasil
39 RPPN Botuquara Palmeira PR Brasil
40 Barro Preto Sao José dos Pinhais PR Brasil
41 Guaraquegaba PR Brasil
42 llha das Laranjeiras Guaraquecaba PR Brasil
43 llha Rasa Guaraquecgaba PR Brasil
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44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

indios
Tromomo
Ilha do Rabelo

Rocga Nova

Parque Nacional Santa Teresa
Desconhecido

Guaraquecaba
Guaraquegaba
Guaraquegaba
Quatro Barras
Piraquara

Piraquara

Curitiba

Sao José dos Pinhais
Sao Jodo do Triunfo

PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Uruguai

Abreviagbes: PN, Parque Nacional; APA, Area de Protecdo Ambiental; FLONA, Floresta Nacional; RPPN,
Reserva Particular do Patrimoénio Natural; RS, Rio Grande do Sul; SP, Sdo Paulo; GO, Goias; BA, Bahia; SC,
Santa Catarina; MG, Minas Gerais; DF, Distrito Federal; PR, Parana.

Tabela 3: Sequencias provenientes do Genbank utilizadas neste estudo.

Gene

Numeros de acesso no Genbank

COl

CYTB

IRBP

EU095443-75, EU095488-93, EU096809-25 e EU096953
AF108666-67, AF108670, AF108680-81, AF108686-87, AF108695, AF108699,
AF184051, AF184053, AF184057-58, AF385603, AY033168, AY195865, AY206770,
AY273910, AY273912, AY273916-17, AY273919, AY275134, AY964051, DQ826009,
EF101876, EF101879, EF101888-89, EF206805-15, EF455019, EF622509, EF661854,
EU157764, EU251017-18, EU251020, EU251024, EU251034, EU340012, EU579477,
EU579487, GQ328930, GU126516, JF489123, U03529 e U03550.
AY163577-80, AY163584-90, AY163592, AY163595-98, AY163600-1, AY163604-30,
AY163632-34, AY163636-42, AY163644-46, EU273418-29, EU273431-34 e GU126515.

Extracao, amplificagao e sequenciamento de DNA

A extracdo de DNA a partir de tecido seguiu o protocolo de Doyle & Doyle

(1987) com modificagdes. O resultado da extracao foi verificado por eletroforese

horizontal em gel de agarose 1% com tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 1x corado

com Brometo de Etidio e visualizado em transilumidor de luz ultra-violeta.

Foram amplificados os marcadores moleculares COIl, CYTB e IRBP. Para

COl foram utilizados os primers LCO1490 e HCO2198 (Folmer et al., 1994) e a
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amplificagdo seguiu condi¢cdes descritas por Folmer et al. (1994). Para o CYTB
foram utilizados dois conjuntos de primers, MVZ05 com MVZ26 e MVZ35 com
MVZ14 (Smith & Patton, 1993), seguindo as condi¢des de Palma et al. (2005).
Para o IRBP também foram utilizados dois conjuntos de primers, 111A1 com
878F e E2 com B2 (Weksler 2003), seguindo as condigbes de amplificagao
sugeridas pelo mesmo autor. As sequencias nucleotidicas dos primers utilizados
estio listadas na tabela 4.

Os produtos de PCR foram verificados por eletroforese horizontal em gel
de agarose 1% com tampé&o Tris-Borato-EDTA (TBE) 1x corado com Brometo de
Etidio e visualizado em transilumidor de luz ultra-violeta. Posteriormente, os
produtos foram purificados com as enzimas Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)
e Exonuclease (EXO) (GE Healthcare, EUA).

Os produtos de PCR purificados foram analisados em um sequenciador
ABI 377° (Applied Biosystems Inc.).

Tabela 4: Primers utilizados.

Gene [Nome do primer | Sequéncia nucleotidica Referéncia
COl LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al., 1994
HCO02198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Folmer et al., 1994
CYTB |MVZ05 CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG Smith & Patton, 1993
MVZ26 AGATCTTTGATTGTGTAGTAGGGGT Smith & Patton, 1993
MVZ35 TCTCAGAAACCTGRAAYATYGG Smith & Patton, 1993
MVZ14 GGTCTTCATCTYHGGYTTACAAGAC Smith & Patton, 1993
IRBP [111A1 ATGCGGAAGGTCCTCTTGGATAAC Weksler, 2003
878F CTCCACTGCCCTCCCATGTCT Weksler, 2003
E2 AGCAGATGCGCAGAGCCATAGTGGT Weksler, 2003
B2 ATGAGGTGTTCCGTGTCCTG Weksler, 2003

Alinhamento de sequéncias

Os cromatogramas foram checados no programa Chromas 2.0 e

posteriormente alinhados de forma automatica no programa Clustal X

implementado no MEGA 5 (Tamura et al. 2011) e revisados visualmente.

66



Analise dos dados

Teste de Saturagao

O teste de saturacao para os trés marcadores moleculares foi realizado no
programa DAMBE (Xia & Xie 2001) utilizando dois modelos evolutivos: Kimura
1980 (K80) e General Time-Reversible (GTR).

Selecao de modelo evolutivo

O melhor modelo de substituicdo de nucleotideos que explica a evolugao
das sequéncias contidas em cada alinhamento de sequéncias de DNA foi
escolhido através do programa MrModeltest (Nylander, 2004) utilizando o Critério
de Informacdao de Akaike (AIC) implementados no programa PAUP (Swofford,
2003).

Anadlises filogenéticas de Neighbor-Joining

Foram utilizados trés métodos para as inferéncias filogenéticas: Inferéncia
Bayesiana (IB), Maxima Verossimilhanga (MV) e Neighbor-Joining (NJ). Para
cada um dos marcadores foi gerada uma arvore final em cada método.

A reconstrucdo filogenética a partir de inferéncia Bayesiana foi realizada
no programa MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) com 2 corridas
independentes de 4 cadeias. O numero de geragdes utilizadas variou entre os
marcadores, sendo 9.000.000 para o COI, 5.000.000 para o CYTB, 8.100.000
para o IRBP-individuos e 5.000.000 para o IRBP sitios. As primeiras 200.000
arvores foram descartadas através do burn-in.

O método de MV foi conduzido na versao online do programa PhyML 3.0
(Guindon et al. 2010) com a arvore inicial tipo BIONJ e o suporte dos nos foi
estimado utilizando 100 replicagdes de bootstrap.

As arvores de NJ foram geradas no programa MEGA 5 (Tamura et al.
2011) utilizando o modelo de Kimura-2-parametros e 1000 replicagbes de

bootstrap para avaliar o suporte dos nos.
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Para o enraizamento da arvore, utilizou-se como grupo externo para o COI
a amostra B201 de uma espécie de marsupial (ndo identificada), para o CYTB
Peromyscus maniculatus (JF489123) e para o IRBP Peromyscus maniculatus
(AY163630) e Scotinomys teguina (AY163639).

Concatenacao dos dados

Os individuos com os trés marcadores amplificados e as sequéncias
determinadas nas analises filogenéticas anteriores foram concatenados em um
unico alinhamento, totalizando 126 individuos com 2078 pb. Como grupo externo
foi utilizada a espécie Peromyscus mexicanus. A analise de inferéncia Bayesiana
foi realizada com 2 corridas independentes de 4 cadeias, 8.000.000 de geracdes
e com o modelo de substituicdo de nucleotideos GTR+I+G. As primeiras 800.000

arvores foram descartadas através do burn-in.

Analise de distancia genética

As distancias entre as amostras do gene COIl foram calculadas no
programa R (R development core team, 2008) com a biblioteca ape (Paradis et al.
2004) utilizando o modelo de Kimura-2-parametros. Primeiro foi realizado o
calculo dentro de cada espécie e quando identificada alguma sequéncia com
valor mais acentuado das demais na matriz de distancias ela foi comparada com
as demais espécies e identificada a sequéncia ou espécie mais proxima, ou seja,

com menor distancia.

6.3 Resultados

Alinhamentos de sequéncias de DNA

Foram amplificadas 269 amostras para o marcador molecular COI (Tabela

1). As espécies dos géneros Oxymycterus e Scapteromys nao amplificaram com
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o conjunto de primers universais utilizados. Incluindo as sequéncias do Genbank
o alinhamento de 651 pares de bases (pb) totalizou 326 individuos.

Para o gene CYTB foram obtidas 252 sequéncias (Tabela 1) sendo que
nenhuma espécie apresentou problemas de amplificacdo. O alinhamento
totalizou 818 pb e 308 individuos com as sequéncias do Genbank.

O alinhamento do gene IRBP possuia varios dados faltantes, os quais
enviesaram os resultados do teste de saturacédo (veja item 6.2.2). Para evitar
possibilidade de resultados tendenciosos o conjunto de sequéncias foi
reformulado de duas formas: (i) foram removidos os individuos com parte da
sequéncia faltante, resultando em um alinhamento com 1221 pb de 119
sequéncias provenientes desse estudo e 75 do Genbank, o qual foi denominado
IRBP-individuos; (ii) foram removidos sitios com maior quantidade de dados
faltantes no inicio e no final do alinhamento, totalizando 609 pb de 157
sequéncias provenientes desse estudo (Tabela 1) e 75 do Genbank, o qual foi

denominado IRBP-sitios.

Teste de Saturagao

Os testes para o COI revelaram a auséncia de saturagao tanto para a taxa
de transicdo (s) quando de transversdo (v) para ambos os modelos de
substituigdo de nucleotideos testados (Fig. 1A e B). Para o gene CYTB o mesmo
padrdo de auséncia de saturagéo foi observado (Fig. 1C e D). O alinhamento do
gene IRBP apresentou saturagcdo na taxa de transversdo quando utilizado o
modelo K80 e saturagcdo na taxa de transicdo quando utilizado o modelo GTR
(dados néo apresentados). Tal alinhamento, apos sofrer as alteragdes descritas

acima, apresentou ambas as taxas nao saturadas (Fig. 1E-H).

Selecao de modelo evolutivo
O modelo de evolugdo de sequéncia escolhido através do AIC para os

marcadores mitocondriais COIl e CYTB foi GTR+I+G. Para o conjunto de dados
nuclear IRBP-individuos foi GTR+I+G, e para o IRBP-sitios foi SYM+1+G.
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plotadas versus as distancias genéticas, calculadas pelo modelo de Kimura 1980 (K80) e

General time reverse (GTR) para as diferentes espécies.

Andlises filogenéticas de Neighbor-Joining

As analises pelos métodos de MV, IB e NJ identificaram 30 amostras cuja

espécie era indeterminada, 21 amostras que estavam identificadas em nivel

genérico e 12 identificacbes errbneas (Tabela 5).

Tabela 5: Individuos reidentificados. Numero de identificagdo da amostra, identificacdo
realizada pelo coletor e identificagdo através de analise filogenética de marcadores

moleculares.

Ndmero Identificagcido pelo coletor Identificagdo molecular
G23 Akodon montensis Deltamys kempi

TAI30 Akodon reigi Akodon azarae
LBCE15570 Akodon sp Akodon azarae

PCE24 Akodon sp Akodon montensis
RQ144 Akodon sp Akodon montensis
UFRGS6443 Akodon sp Akodon montensis
UFRGS6872 Akodon sp Akodon montensis
UFRGS6899 Akodon sp Akodon montensis
UFRGS7243 Akodon sp Akodon montensis

G1 Akodon sp Akodon paranaensis
G2 Akodon sp Akodon paranaensis
LBCE15568 Akodon sp Akodon serrensis
LBCE15562 Akodon sp Delomys dorsalis

A17 Akodon sp2 Akodon azarae
CRB2582 Calomys expulsus Calomys tener

RQ197 Calomys sp Calomys tener

RQ198 Calomys sp Calomys tener
FURB9954 Delomys dorsalis Euryoryzomys russatus
FURB9994 Delomys sublineatus Euryoryzomys russatus
UFPR667 Euryoryzomys russatus Akodon montensis

G8 Holochilus brasiliensis Nectomys squamipes
SEQ1787 Indeterminado Akodon azarae
SEQ1788 Indeterminado Akodon azarae

KID05 Indeterminado Calomys expulsus
KID34 Indeterminado Calomys expulsus
KID04 Indeterminado Calomys tener

KID15 Indeterminado Calomys tener
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SEQ2728

Indeterminado

Calomys tener

SEQ2731 Indeterminado Calomys tener
LBCE15565 Indeterminado Delomys dorsalis
LBCE15572 Indeterminado Deltamys sp.nov.
Fercal2 Indeterminado Hylaeamys megacephalus
B201 Indeterminado Marsupial
KID02 Indeterminado Necromys lasiurus
KID03 Indeterminado Necromys lasiurus
KIDO8 Indeterminado Necromys lasiurus
KID09 Indeterminado Necromys lasiurus
KID10 Indeterminado Necromys lasiurus
KID11 Indeterminado Necromys lasiurus
KID13 Indeterminado Necromys lasiurus
KID14 Indeterminado Necromys lasiurus
KID16 Indeterminado Necromys lasiurus
KID17 Indeterminado Necromys lasiurus
KID18 Indeterminado Necromys lasiurus
KID23 Indeterminado Oligoryzomys moojeni?
KID25 Indeterminado Oligoryzomys moojeni?
KID60 Indeterminado Oligoryzomys moojeni?
KID37 Indeterminado Pseudoryzomys simplex
KID19 Indeterminado Rhipidomys sp
KID12 Indeterminado Thalpomys cerradensis
SEQ2196 Indeterminado Wiedomys pyrrhorhinos
FURB9790 Nectomys squamipes Sooretamys angouya
UFPR1010 Oecomys sp Sooretamys angouya
LBCE15561 Oxymycterus sp Oxymycterus nasutus
LBCE15563 Oxymycterus sp Oxymycterus nasutus
LBCE15566 Oxymycterus sp Oxymycterus nasutus
LBCE15571 Oxymycterus sp Oxymycterus nasutus
LBCE15573 Oxymycterus sp Oxymycterus nasutus
LBCE15574 Oxymycterus sp Oxymycterus nasutus
LBCE15575 Oxymycterus sp Oxymycterus nasutus
UFPR1008 Oxymycterus sp Oxymycterus nasutus
UFPR995 Oxymycterus sp Oxymycterus nasutus
ALV19 Scapteromys tumidus Deltamys kempi

col

As arvores de MV (Figura 2), IB (Fig. 3) e NJ (Fig. 4A1-A2) resultaram em

topologias semelhantes com altos valores de suporte nos ramos terminais.
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A tribo Oryzomyini foi recuperada com baixos valores de suporte em todas
as andlises. Phyllotini e Thomasomyini, ambas as tribos representadas por
apenas um género, Calomys e Rhipidomys respectivamente, apresentaram
monofilia reciproca. Akodontini ndo foi recuperada nas analises de IB (Fig. 3) e
NJ (Fig. 4A2), entretanto na MV (Fig. 2) a tribo € monofilética. A espécie Juliomys
pictipes (incertae sedis) posiciou-se como um ramo unico (Fig. 2, 3, 4A2).

O género Akodon foi parafilético, pois A. serrensis, embora esteja
classificado como Akodontini, ndo forma um clado com as demais espécies do
género. A espécie nova Akodon sp.2 posiciona-se como grupo irmao de
Deltamys kempi em todas arvores (Fig. 2, 3, 4A2).

Quatro espécies nao apresentaram monofilia: Akodon reigi, Oligoryzomys
fulvescens, Oligoryzomys flavescens e Oecomys bicolor. Akodon reigi apresentou
dois grupos, um mais relacionado a Thaptomys nigrita e outro irmao de A.
paranaensis. As duas amostras de Oligoryzomys fulvescens provenientes do
Genbank agruparam com outra sequéncia do mesmo género, O. vegetus,
proveniente do mesmo estudo. Trés das doze amostras de O. flavescens
(UFPR949, UFPR952 e UFPR968) foram mais relacionadas a O. fulvescens e O.
vegetus. Por outro lado, as demais 9 amostras da mesma espécie sao
monofiléticas e irmas de O. nigripes nas arvores de MV e IB (Fig. 2, 3). Oecomys
bicolor também apresentou dois agrupamentos, ambos inseridos dentro do
género, um representado pelas amostras provenientes do Genbank e outro com
as amostras deste trabalho.

O género phyllotino Calomys agrupou com Delomys com baixo suporte na
ML, e Rhagomys rufescens posicionou-se externamente a estes géneros (Fig. 2).
Na analise de NJ, Calomys agrupou com Rhagomys rufescens com baixo suporte

e Delomys mostrou-se como um ramo unico (Fig. 4A2).
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Figura 2: Arvore consenso obtida pelo método de Maxima verossimilhanca a partir de 651 pb do
gene COl para 308 individuos. Os valores de bootstrap para cada clado estao indicados acima do
respectivo ramo interno. Os ramos representando individuos da mesma espécie foram colapsados

e 0 numero de sequéncias utilizadas (n) esta indicado.
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Figura 3: Arvore consenso obtida pela analise Bayesiana a partir de 651 pb do gene COI para
308 individuos. A probabilidade posterior de cada clado esta indicada acima do respectivo ramo
interno. Os ramos representando individuos da mesma espécie foram colapsados € o numero de

sequéncias utilizadas (n) esta indicado.
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Figura 4: Arvore consenso obtida pelo método de Neighbor-Joining (A) a partir de 651 pb do gene
COl para 308 individuos, divido em 2 sub-arvores (A1-A2). Os valores de bootstrap de cada clado
estéd indicado acima do respectivo ramo interno. Taxons em vermelho indicam agrupamentos nao-

esperados.
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CYTB

As analises de MV, IB e NJ apresentaram resultados concordantes e bem
suportados para os ramos terminais (Fig. 5-7).

A tribo Oryzomyini foi recuperada nas trés analises, porém com baixo
suporte em MV e NJ. Juliomys pictipes ndo pode ser atribuido a nenhuma tribo,
com excec¢ao da analise de NJ que esta incluso nos oryzomineos. Phyllotini e
Thomasomyini, ambas as tribos representadas por apenas um género, sao
monofiléticas. Akodontini formou um clado na arvore de MV com baixo suporte,
na arvore de NJ as espécies estdo agrupadas sem suporte e na arvore de IB
Oxymycterus nasutus esta fora da tribo. O género incertae sedis Delomys
apresentou-se como um ramo unico em todas as analises. Wiedomys
pyrrhorhinos posiciona-se como grupo irm&o do género Calomys, da tribo
Phyllotyini. Rhagomys rufescens aparece como irméao do género Rhipidomys com
suporte baixo na arvore de MV e alta probabilidade posterior na arvore de IB. Por
outro lado, na arvore de NJ R. rufescens é irmao de Drymoreomys albimaculatus,
entretanto, com baixo suporte (Fig. 7).

O género Akodon também apresenta-se parafilético, pois A. serrensis esta
relacionado as espécies de Deltamys nas analises de MV e IB (Fig. 5-6). , sendo
um ramo unico e externo dentro da tribo na arvore de NJ (Fig. 7). A espécie nova
Akodon sp.2 apresenta-se como grupo irmé&o de Deltamys kempi em todas as
analises (Fig. 5, 6, 7)

Duas espécies nao foram monofiléticas: Oligoryzomys nigripes e O.
flavescens. Na IB e NJ ambas posicionam-se como um unico clado (Fig. 5 e 7,
respectivamente), e na MV (Fig. 6) formam um grupo com O. moojeni sem
definicdo das espécies. Seis individuos de O. flavescens (JR332, PINO1,
UFPR952, UFPR949, UFPR968 e DQ826009) formaram um ramo bem suportado
e irmao dos demais Oligoryzomys em todas as analises (Fig. 6). A analise de NJ
falhou em recuperar as espécies Rhagomys rusfescens e Scapteromy tumidus. S
tumidus ficou dividida em varios ramos unicos, e Scapteromys sp. € monofilético

sem relacdo com S. tumidus e a tribo Akodontini (Fig. 7).
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Figura 5: Arvore consenso obtida pelo método de Maxima verossimilhanca a partir de 818 pb do
gene CYTB para 326 individuos. Os valores de bootstrap para cada clado estdo indicados acima
do respectivo ramo interno. Os ramos representando individuos da mesma espécie foram

colapsados e o numero de sequéncias (n) utilizadas esta indicado.
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Figura 6: Arvore consenso obtida pela analise Bayesiana a partir de 818 pb do gene CYTB para
326 individuos. A probabilidade posterior de cada clado esta indicada acima do respectivo ramo
interno. Os ramos representando individuos da mesma espécie foram colapsados € o numero de

sequéncias (n) utilizadas esta indicado.
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A. paranaensis, n =12
L A. reigi, n = 11

A. montensis, n = 22

A. lindberghi,n =5
A. aff. cursor
A. cursor,n=7

A. azarae,n =8
" A. toba
—: A. iniscatus

Thalpomys cerradensis, n = 2
Iﬁ; Thaptomys nigrita, n = 8
|99 g Akodon serrensis,n =6

100 Deltamys sp. nov., n =9

100 D. kempi, n = 24

l Necromys urichi
E Necromys lasiurus, n =19
Oxymycterus iheringi

II< Oxymycterus nasutus, n =13

Kunsia tomentosus
mlaeamys megacephalus, n =13
Wiedomys pyrrhorhinos, n = 2

Calomys musculinus

C. tener,n =11

88 Wgc. cerqueirai ,n =2
b C. fecundus

100 C.expulsus,n =10

89 o D. dorsalis,n =13

100 Delomys sublineatus, n = 4
Rhagomys rufescens (AY206770)
Rhipidomys wetzeli
R. macconnelli
R. leucodactylus
KID19 Sp
R. mastacalis, n = 2

— 100 4 Sooretamys angouya,n =5
100

_I:Drymoreomys albimaculatus, n = 2
e Rhagomys rufescens, n = 2

100

6
00

Euryoryzomys russatus, n =15
Holochilus brasiliensis, n =5
Juliomys pictipes, n = 2
Oecomys roberti, n = 2

O. bicolor (AF108699)

0. bicolor,n=3

—190_( Nectomys squamipes, n = 6

‘%‘ﬁ? scottin=4
Cerradomys subflavus, n = 2

100 4 0. flavescens, n = 6
1 Oligoryzomys sp. (moojeni?), n = 3

9

82
O. flavescens,n =7

O. nigripes, n =14
Scapteromys tumidus (ALV01, ALV08)
Scapteromys tumidus (BUJ02, BUL04, BUJ05, SC, SUN16, SIN18)
-4 Scapteromys tumidus (ALV04, ALV09, ALV11, ALV21)
—d Scapteromys tumidus (ALV06, ALV07, ALV14, ALV20)
|—<q Scapteromys tumidus (ALV10, ALV12, ALV13)
[—<« Scapteromys tumidus (ALV23, ALV43)

|94 g Scapteromys sp.nov., n =5
Peromyscus maniculatus

—0.02 substitution/site
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Figura 7: Arvore consenso obtida pelo método der Neighbor-Joining a partir de 818 pb do gene
CYTB para 326 individuos. Os valores de bootstrap para cada clado estdo indicados acima do

respectivo ramo interno. Taxons em vermelho indicam agrupamentos nao-esperado.
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IRBP

As arvores de MV (Fig. 8A1-A4), IB (Fig. 9A1-A4) e NJ (Fig. 10A1-A2) de
IRBP-sitios apresentam topologias concordantes. As arvores de IRBP-individuos
para todas as analises sdo semelhantes e divergem em poucos ramos das
arvores de IRBP-sitios (dados nao apresentados).

As tribos Oryzomyini e Thomasomyini foram recuperadas em todas as
analises. As espécies Juliomys pictipes e Wiedomys pyrrhorhinos nao foram
atribuidas a nenhuma tribo. A tribo Phyllotini ndo foi recuperada nas analises,
pois os géneros Phyllotis e Calomys ndo agruparam com excegao da analise de
NJ do IRBP-individuos. A tribo Akodontini foi monofilética em todas as analises
exceto na de NJ de IRBP-individuos onde Oxymycterus nasutus nao esta dentro
da tribo.

O género Akodon é monofilético nas analises de MV e IB de IRBP-sitios e
em todas as analises de NJ, todavia o suporte € baixo no ramo que une A.
serrensis as demais espécies do género. Na arvore de IB de IRBP-individuos ha
politomia dos ramos de Akodon serrensis, Deltamys spp, Necromys lasiurus e o
clado das demais espécies do género Akodon. Por outro lado, na arvore de ML
A. serrensis agrupa com as demais espécies do género com um suporte baixo
(bootstrap de 41), sendo o género irmao de Deltamys spp. A espécie nova
Akodon sp.2 apresenta-se como grupo irmao de Deltamys kempi.

As espécies Oligoryzomys nigripes e O. flavescens formaram um unico
grupo e nas analises de NJ ndo podem ser diferenciadas das demais espécies do
género. O género Delomys, o qual esta presente apenas em IRBP-sitios, ndo
teve suas duas espécies discriminadas nas analises. O mesmo ocorreu com 0s
géneros Holochilus e Rhipidomys tanto para a analise com reducéo de individuos
como para com reducao de pares de base. As espécies do género Scapteromys
nao foram diferenciadas em IRBP-sitios, porém quando o numero de sitios foi
aumentado elas agruparam em todas as analises com altos valores de suporte.
As trés espécies de Calomys — expulsus, lepidus e tener — nao foram
diferenciadas na IB de IRBP-sitios, j4 o0 mesmo alinhamento analisado com MV
separou as espécies. Quando o numero de sitios foi aumentado, as espécies
foram reconhecidas como monofiléticas em ambas as analises. As duas analises

de NJ diferenciaram as espécies de Calomys. Na arvore de NJ de IRBP-sitios o
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individuo AY163623 Oryzomys palustris esta agrupado com O. cousei, a mesma

analise com IRBP-individuos os recuperou como espécies monofiléticas.
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Sigmodon alstoni

b AT

ﬁﬁWT—ﬁrﬁﬁﬁﬂﬁWWL

teguina

A1

Reithrodon auritus

Irenomys tarsalis

62

Thomasomys baeops
Rhipidomys sp (KID19)

2o Rhipidomys mastacalis (RQ94)
Rhipidomys nitela (AY163636)
Rhipidomys sp (RQ82)
Abrothrix longipilis
100 4 Wiedomys pyrrhorhinos, n = 2
100 Juliomys pictipes, n = 2
Phyllotis xanthopygus

Delomys dorsalis (FURB5897)
Delomys dorsalis (LBCE15562)

Delomys dorsalis (DD2)

86 Delomys sublineatus, n=2

864 Delomys dorsalis, n=4
(JR230,JR349,DD40,LBCE15565)

100

53

84

71

4 Oxymycterus nasutus, n=9

Scapteromys tumidus, n = 6

Scapteromys sp. nov., n=3

i( Thaptomys nigrita, n=3

100 < Necromys lasiurus, n=15

99 ok Akodon sp.nov., n=3
g6 Deltamys kempi, n=5

77

—284_ Akodon serrensis, n=2

m 9% —< Akodon montensis, n=14
L‘ Akodon azarae, n=8

—1-=2- Akodon lindberghi, n=4
i{ Akodon paranaensis, n=5

= 0.01 substitution/site

89



sl

Sigmodon alstoni

ﬁw%ﬂﬁﬁﬂﬁrﬁmL

teguina

A2

Calomys lepidus (AY163580)

82 100 Calomys expulsus, n=4
L‘ Calomys tener, n=9
100 — Zygodontomys cherriei

- Zygodontomys brevicauda

Scolomys ucayalensis

— Handleyomys intectus

91 Oryzomys melanotis

Oryzomys alfaroi

| Euryoryzomys macconnelli

— Transandinomys talamancae

89 = Euryoryzomys lamia,

L ﬁ‘ Euryoryzomys russatus, n=8

— Oecomys catherinae

L = Oecomys trinitatis
— Oecomys roberti, n=2

ﬂ( Oecomys mamorae, n=2

= Oecomys concolor,
L22.g 0ecomys bicolor, n=3

Nephelomys albigularis

Hylaeamys yunganus

—< Hylaeamys megacephalus, n=12

(.01 substitution/site
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A A3

teguina

alstoni

h T

—

Oreoryzomys balneator
Microryzomys minutus
Neacomys spinosus
Neacomys musseri

Neacomys minutus

— Oligoryzomys stramineus

o1 Oligoryzomys fulvescens
—|M Oligoryzomys sp (moojeni?), n=3

Oligoryzomys fornesi

| i‘ Oligoryzomys flavescens, n=4

(AY163609, JR332, UFPR949, UFPR968)

Oligoryzomys nigripes, n=11
Oligoryzomys flavescens, n=3

LI— Drymoreomys albimaculatus
Eremoryzomys polius

Lundomys molitor

Sigmodontomys alfari,

Melanomys caliginosus, n=2
Aegialomys xanthaeolus (EU273420)

— Aegialomys xanthaeolus (AY163628)

96 [ Nesoryzomys swarthi

88

Nesoryzomys narboroughi

L{ Sooretamys angouya, n=5

Pseudoryzomys simplex,

55 4 Holochilus brasiliensis, n=2

68

ﬁﬁw—ﬁﬂﬁﬁmﬁﬁﬂ

— 0.01

-I-Holochilus chacarius

Holochilus brasiliensis (AY163585)

66 98 Cerradomys subflavus, n=2
76 Cerradomys scotti, n=4

— Amphinectomys savamis
100

d Nectomys squamipes, n=5

‘l< Oryzomys palustris, n=5

7—2< Oryzomys cousei, n=9

substitution/site

Figura 9: Arvore consenso (A) obtida pelo método de Maxima verossimilhanca a partir de 609 pb

do gene IRBP do alinhamento com redug&o no nimero de pares de base (IRBP-sitios) para 232

individuos, apresentada na forma de 3 sub-arvores

(A1-A3). Os valores de bootstrap para cada

clado esta indicado acima do respectivo ramo interno. Os ramos representando individuos da

mesma espécie foram colapsados e o numero de se

quéncias (n) analisadas esta indicado.
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myscus maniculatus

presiotes e —— [renomys tarsalis

Reithrodon auritus
Thomasomys baeops

— Rhipidomys sp. (KID19)

— Rhipidomys nitela (AY163636)

Rhipidomys sp. (RQ82)

- Rhipidomys mastacalis

92

¥

— Abrothrix longipilis

Phyllotis xanthopygus

Juliomys pictipes, n=2

L7'9 ! Wiedomys pyrrhorhinos, n=2

1 l Delomys dorsalis, n =7

Delomys sublineatus, n = 2

85 Calomys tener,n =9
'—< Calomys lepidus (AY163580)

Calomys expulsus, n = 4

TN ]

1 ‘ Scapteromys tumidus, n = 6
Scapteromys sp. nov., n=3
! < Oxymycterus nasutus, n=9

2] ——L—— Thaptomys nigrita, n=3

1

Necromys lasiurus, n=15
—&CAkodon serrensis, n=2

1 1 ~'4 g Akodon sp2, n=3
.9

Deltamys kempi, n=5
&4 Akodon azarae, n=8
20_g Akodon lindberghi, n=4

_44 Akodon paranaensis, n=5
.95

O1
NY

Akodon montensis, n=15

(AT LT e

— (.1 substitution/site
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Sigmodo:; alstoni

gyl il

T ﬁfﬂﬁﬁh

T

ys teguina

A2

Scolomys ucayalensis
Zygodontomys brevicauda

04
1

Zygodontomys cherriei
Handleyomys intectus
Oryzomys alfaroi

Oryzomys melanotis
Nephelomys albigularis

— Oecomys catherinae

99
| - Oecomys concolor
bg—— Oecomys trinitatis
— Oecomys roberti
g £
——q Oecomys mamorae, n=2
! < Oecomys bicolor, n=3

&(

Euryoryzomys macconnelli

L Y Transandinomys talamancae

1 Euryoryzomys lamia

; « Euryoryzomys russatus, n=8

Hylaeamys yunganus
—1< Hylaeamys megacephalus, n=12

— (.1 substitution/site
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A A3

teguina

L o 68 : Microryzomys minutus
Sigmodon alstoni
: Oreoryzomys balneator

1 Neacomys spinosus
—11 Neacomys minutus
Neacomys musseri

.96

= Oligoryzomys fornesi

—« Oligoryzomys flavescens, n=3
B4—— Oligoryzomys stramineus

—< Oligoryzomys nigripes, n=11
1_4 Oligoryzomys flavescens, n=4

1 [Oligoryzomys fulvescens
_"-9—94 Oligoryzomys sp. (moojeni?), n=3
.91 Eremoryzomys polius
—I_ Drymoreomys albimaculatus

Lundomys molitor

Pseudoryzomys simplex

1 p=Holochilus brasiliensis (AY163585)

-Holochilus chacarius

'9—74 Holochilus brasiliensis, n=2

52 — 1 < Sooretamys angouya, n=5

&E:phinectomys savamis
Nectomys squamipes, n=5

Aegialomys xanthaeolus (AY163628)

Aegialomys xanthaeolus (EU273420)

Wﬁwiﬁm I &

Nesoryzomys narboroughi

L— Nesoryzomys swarthi

24 Sigmodontomys alfari

Melanomys caliginosus, n=2
—< Cerradomys subflavus, n=2
— L34 __gCerradomys scotti, n=4

1 20 Oryzomys palustris, n=5
L2 Oryzomys cousei, n=9

=— 0.1 substitution/site

BRI e an

Figura 9: Arvore consenso (A) obtida pela analise Bayesiana de 609 pb do gene IRBP do
alinhamento com redugdo no nimero de pares de base (IRBP-sitios) para 232 individuos,
apresentada na forma de 3 sub-arvores (A1-A3). A probabilidade posterior de cada clado esta
indicada acima do respectivo ramo interno. Os ramos representando individuos da mesma

espécie foram colapsados e o numero de sequéncias (n) analisadas esta indicado.
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-

_

» Oryzomys cousei, n=8
51 Oryzomys palustris (AY163623)
Oryzomys cousei (EU273423)
Oryzomys palustris, n=4

Amphinectomys savamis
ﬂ{ Nectomys squamipes, n=5

71

73,

of{ Melanomys caliginosus, n=2
| Sigmodontomys alfari
o Nesoryzomys narboroughi
Nesoryzomys swarthi
Aegialomys xanthaeolus, n = 2
97 Eremoryzomys polius
_:ymoreomys albimaculatus
Pseudoryzomys simplex
9¢ Holochilus brasiliensis (AY163585)
Holochilus chacarius
534 Holochilus brasiliensis, n=2

i<Sooretamys angouya, n=5
99

Cerradomys subflavus, n=2
78

Cerradomys scotti, n=4
Lundomys molitor
Oreoryzomys balneator
o6 [[ Neacomys minutus
Neacomys musseri
Oligoryzomys fornesi
|-:Iigoryzomys flavescens (AY163612)
P Oligoryzomys sp. (moojeni?), n=3
Oligoryzomys fulvescens
Oligoryzomys stramineus
Oligoryzomys nigripes (UFPR978)
—*ﬁ Oligoryzomys flavescens, n=4

Oligoryzomys flavescens, n = 3
< Oligoryzomys nigripes, n =9

| Microryzomys minutus
L Scolomys ucayalensis

Neacomys spinosus
| 100 [ Zygodontomys brevicauda
Zygodontomys cherriei

_gﬁ Euryoryzomys russatus, n=8
Euryoryzomys lamia

Transandinomys talamancae

— Euryoryzomys macconnelli
[-Oecomys catherinae

F— Handleyomys intectus

82 Oecomys bicolor, n=3

Oecomys concolor

—gi Oecomys mamorae, n=2
— Oecomys trinitatis

l: Oecomys roberti

I Nephelomys albigularis

ﬁ[ Oryzomys alfaroi
Oryzomys melanotis

6 Hylaeamys yunganus
ﬂ‘ Hylaeamys megacephalus, n=12

= 0.01 substitution/site

95



"%frﬁ'ﬁlﬁﬁfﬁﬂﬁq

'y o=

]

"

A2

——{ Calomys expulsus, n = 4

Calomys lepidus

—‘ Calomys tener,n =9

Irenomys tarsalis

— Phyllotis xanthopygus

20 —(Wiedomys pyrrhorhinos, n=2
— Abrothrix longipilis
——( Juliomys pictipes, n=2
Delomys dorsalis (FURB5897)
Delomys dorsalis (LBCE15562)

2L Delomys sublineatus, n = 2

Delomys dorsalis (DD2)

93

Delomys dorsalis, n = 4
Oxymycterus nasutus, n=9

Scapteromys tumidus, n = 6
Scapteromys sp. nov., n=3

93

Thaptomys nigrita, n=3

Necromys lasiurus, n=15

_E Deltamys kempi, n=5
98
2{ Akodon sp2, n=3

——d Akodon serrensis, n=2

I Akodon montensis, n=15
93

84
Akodon azarae, n=8

=4 Akodon lindberghi, n=4

=4 Akodon paranaensis, n=5

Reithrodon auritus
Thomasomys baeops

Rhipidomys sp. (KID19)
Rhipidomys sp. (RQ82)
Rhipidomys mastacalis
Rhipidomys nitela (AY163636)

Sigmodon alstoni
Scotinomys teguina

99 |
Peromyscus maniculatus

0.01 substitution/site
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Figura 10: Arvore consenso (A) obtida pelo método de Neighbor-Joining a partir de 609 pb do
gene IRBP do alinhamento com redugdo no numero de pares de base (IRBP-sitios) para 232
individuos, apresentada na forma de 2 sub-arvores (A1-A2). Os valores de bootstrap para cada
clado estdo indicados acima do respectivo ramo interno. Taxons em vermelho indicam

agrupamentos nao-esperado.
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Anidlise filogenética concatenada

A arvore filogenética dos genes concatenados apresentou altos valores de
probabilidade posterior (Fig. 11). Todas as espécies exceto Oligoryzomys
flavescens e Necromys lasiurus foram recuperadas como monofiléticas (Fig.11A2
e 11A3, respectivamente). O género Akodon, que nas anadlises de genes
separados nao apresentou monofilia, com os marcadores analisados
conjuntamente confirma o agrupamento Unica, e com as seguintes relagdes:
Akodon ((((paranaensis, montensis) lindberghi) azarae) serrensis) (Fig. 11A3).
Em relagdo as tribos, Oryzomyini foi recuperada; Thomasomyini, representada
pelo género Rhipidomys, posicionou-se basal aos akodontinos e Calomys,
representante de Phyllotini, apresentou monofilia com Delomys sugerindo a
inclusdo do ultimo género dentro da tribo (Fig. 11A1). Juliomys pictipes
permanece como incertae sedis (Fig. 11A1). A espécie nova denominada Akodon

Sp.2 posiciona-se como grupo irmao de Deltamys kempi.
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A

A1

1| Delomys dorsalis JR207

1

[ D. dorsalis JR230

D. dorsalis JR349

{ D. dorsalis FURB5897
! D. dorsalis DD2

D. dorsalis LBCE 15565

5 Ai D. dorsalis DD40

D. dorsalis LBCE15562

1

C. expulsus KID05
C. expulsus KID34
06 'c. expulsus CRB2374

C. expulsus LG408

[ Calomys tener JR405

C. tener KID15

C. tener KID04

C. tener SEQ2728
C. tener CRB2582
C. tener RQ197

C. tener RQ198

99 C. tener AB10

C. tener AB519

0.05 substitution/site

1 ID. sublineatus FURB9331
D. sublineatus FURB9950
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A2

Juliomys pictipes FURB9735

1 Cerradomys subflavus RQ217

1

f C. scotti RQ108
1

C. scotti RQ98

1

Nectomys squamipes UFPR608

1

I: N. squamipes FURB9905

LN squamipes RQ87

1 Sooretamys angouya FURB9790
1

S. angouya JR196
. [S- angouya UFPR1010
S. angouya UFPR998

g [1 Oligoryzomys flavescens UFPR949

10, flavescens UFPR968

ul O. flavescens JR332

1O. flavescens JR210

10. flavescens JR209

O. nigripes DG001
O. nigripes JR518

1O. nigripes OPN55

O. flavescens UFPR883
1O.flavescens JR409

%. nigripes JR339

1 0. nigripes FURB9600
g0, nigripes JR337

1O. nigripes FURB6884
'0. nigripes SJN21

i Euryoryzomys russatus G10

E. russatus FURB9409
R E. russatus FURB9773
1| E. russatus FURB9994
'E. russatus FURB9793
1} E. russatus JR205
E. russatus JR208

1 f Oecomys roberti LG50
|-1 0. roberti LG51

| 1| 0. bicolor RQ89
O. bicolor RQ93

1

Hylaeamys megacephalus RQ109
1H, megacephalus RQ106

'H. megacephalus Fercal2
H. megacephalus RQ100
H. megacephalus RQ101
H. megcaephalus RQ102
H. megacephalus RQ80
1H. megacephalus RQ81
H. megacephalus RQ92

[H. megacephalus C102

"

H. megacephalus C103

0.05 substitution/site

Oligoryzomys (undetermined sp.) FURB9629
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A3

.88

1 iRhipidomys sp. RQ82
R. mastacalis RQ94

—1 Necromys lasiurus KID18

(N. lasiurus KID03

N, 1asiurus KID09

1 [N tasiurus kip11

N. lariusus KID16
! N. lasiurus KIDO8
OH N. lasiurus KID13
1IN lasiurus KiD14
1k N. lasiurus KID02

97" N. lasiurus RQ96

N. lasiurus KID17

1 N. lasiurus JR346
1 T. nigrita UFPR893
T. nigrita JR372
Thaptomys nigrita TN3
{ Akodon sp2 LBCE15572
i A.sp2 A29

A. sp2 A43

! Deltamys kempi ALV27
D. kempi PCE11
1 D. kempi G23
D. kempi BUJ08

D. kempi SIN15

1

=

Akodon serrensis UFPR888
1A. azarae JR328
1 A. azarae JR329
! A. azarae LBCE15570
A. azarae TAI30
1A, azarae SEQ1787
|A. azarae SEQ1788

L A. lindberghi RQ200

1 A. lindberghi RQ225
A. lindberghi RQ104
1 A, lindberghi RQ211
1 A. paranaensis DG021

1A. paranaensis G1

A. paranaensis JR411

1 A. paranaensis FURB6963
! A. paranaensis UFPR956

I_n

A. paranaensis UFPR987
A. montensis JR198

1 A. montensis JR200

A. montensis JR461

1 A. montensis UFPR1005

! A. montensis FURB9595
A. montensis FURB9826
-1A. montensis JR335

A. montensis JR338

'A. montensis JR386

JA. montensis PCE24
{'A. montensis UFPR1009
A. montensis UFPR1012

0.05 substitution/site
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Figura 11: Arvore consenso obtida pela analise Bayesiana dos marcadores COIl, CYTB e IRBP
para 126 individuos. A probabilidade posterior de cada clado esta indicada acima do respectivo

ramo interno.
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Distancias genéticas

As espécies Akodon azarae (n = 2), A. cursor (n =5), A. lindberghi (n = 3),
A. paranaensis (n = 7), A. serrensis (n = 2), Thaptomys nigrita (n = 5),
Euryoryzomys nitidus (n = 2), Cerradomys subflavus (n = 3), Neacomys guianae
(n =6), N. paracou (n = 5), Oecomys auyantepui (n = 5), Rhipidomys nitela (n =
3), Rhagomys rufescens (n = 2) e Transandinomys talamancae (n = 2)
apresentaram distancia igual ou menor a 2% entre os individuos amostrados. Os
trés individuos de Necromys lasiurus apresentaram 2,26% de diferenga,
Rhipidomys wetzeli (n = 2) apresentou 2,2%, e as amostras de Oryzomys couesi
(n = 2) tiveram 2,4% de diferenca.

A espécie Akodon montensis apresentou menos de 3% de diferenga entre
os 23 individuos amostrados, exceto a amostra G23 que possui 0% de distancia
com Deltamys kempi.

Os doze individuos de Akodon reigi apresentaram dois grupos de
sequéncias e uma discrepante. O grupo A contém os individuos TAI25, 23, 31, 34
e 35 com distancia aproximada de 0,1% e o grupo B compreende os individuos
TAI24, 26, 28, 32, 33 e 39 que distam 22% do primeiro grupo e estdo mais
proximos de Thaptomys nigrita com de cerca de 4% de distancia. A sequéncia
TAI30 dista 9,5% do grupo A e 225% do grupo B, apresentando
aproximadamente 0% de distancia das amostras de Akodon azarae.

Os 15 individuos identificados como Akodon sp. foram comparados com as
demais espécies e localizada a sequéncia mais proxima de cada uma delas, ou
seja, a sequéncia com a menor distancia. As amostras RIB01, 03, 05, 10, 21 e 26
distam 0% entre elas e 0% do grupo A de Akodon reigi. As amostras G1 e G2
distam 0% entre elas e menos de 1% de Akodon paranaensis. As amostras
PCE24, UFRGS6872, UFRGS6899, UFRGS7243 e UFRGS6443 distam menos
de 1% de Akodon montensis. A amostra LBCE15570 dista 0% de A17 e Akodon
azarae. A amostra LBCE15562 dista 0% de Delomys dorsalis.

A espécie Akodon sp.2 apresentou 8 de seus 9 individuos com distancia
inferior a 1%, entretanto a amostra A17 apresentou distancia superior a 15%.
Quando comparada com as demais sequéncias apresenta 0% de distancia com

Akodon azarae.
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A espécie Deltamys kempi apresentou menos de 1% de divergéncia,
exceto duas sequéncias, SUN15 e BUJO8, com diferenca de 1,9 a 3,2% das
demais. Quando comparadas com as demais sequéncias elas sdo mais proximas
das demais da mesma espécie.

Calomys expulsus apresentou distdncia menor que 2% entre 8 dos 9
individuos amostrados, entretanto CRB2582 apresentou 11% de diferenca. Essa
amostra esta a 0,15% de distancia de Calomys tener. Os individuos RQ197 e
RQ198 identificados como Calomys sp diferem 0,92% entre elas e 0% de C.
tener. Dentro de C. tener as amostras distam 0% entre elas, exceto JR405 que
apresenta diferenca de 2,4%.

A espécie Hylaeamys megacephalus apresentou dois grupos, um com as
amostras deste estudo com distadncia de 0,8% e outro com as amostras do
Genbank que diferem 7% das primeiras. Hylaeamys yunganus, com quatro
individuos amostrados, apresenta 1,1% de diferenga, entretanto a sequéncia
EU095472 possui mais de 5% de distancia em relagdo aos demais e quando
comparada com as demais sequéncias € mais proxima das demais da mesma
espécie.

As duas amostras de Nephlomys albigularis diferem 3,4% e a sequéncia
mais proxima é Euryoryzomys macconnelli com 14% de diferenga.

A espécie Oecomys bicolor apresentou dois grupos, um contendo as
sequéncias do Genbank com distancia menor que 1% e outro com as duas deste
estudo com 0% de diferenga. Entre os dois grupos ha 13% de distancia. O
segundo grupo apresenta como espécie mais proxima O. rutilus com 9% de
diferenca. A espécie O. roberti também apresentou dois grupos: um com as
amostras LG50 e LG51 com 0.16% de diferenca e outro com as duas amostras
do Genbank que diferem 4% do primeiro grupo. Os dois grupos sdo mais
préximos entre si do que com as demais amostras. As duas amostras de O.
rutilus divergem 1% entre elas e 8% de EU095453, cujas sequéncias mais
préximas sido as demais de O. rutilus.

A espécie Oligoryzomys flavescens apresentou dois grupos: A, com 0s
individuos UFPR949, 952 e 968, e B, com as demais amostras exceto JR332 que
difere do grupo B em 4,2%. O grupo B apresentou distancia menor que 2% entre
eles e 20% com o grupo A que tem menos de 1% de distédncia entre suas

amostras. A amostra JR332, coletada no Alegrete, Rio Grande do Sul, dista 2,9%
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das demais amostras de O. flavescens do mesmo estado ndo apresentando
maior semelhanga com nenhuma outra espécie. O grupo A € mais proximo de O.
fulvescens e O. vegetus com cerca de 10% de diferenga. As 27 amostras de O.
nigripes apresentam 1,6% de distancia entre elas. As duas amostras de O.
fulvescens divergem 10,2%.

Entre as amostras de Euryoryzomys russatus ha 0,9% de divergéncia
exceto UFPR667 que apresenta cerca de 20%. Essa sequéncia € mais préxima
de Akodon montensis com menos de 1% de diferenga.

Os trés individuos de Sooretamys angouya apresentaram distancias entre
8e17%.

Trés das seis amostras de Nectomys squamipes apresentaram menos de
1% de diferenga, porém altas distancias foram observadas: FURB9790 dista 10%
das demais e 7,4% de Sooretamys angouya JR196, UFPR608 dista 8% e RQ87
difere 2,5%, porém ambas sdo mais proximos das sequéncias de N. squamipes
que das demais espécies amostradas.

As 16 amostras de Delomys dorsalis distam 0,6% entre elas, exceto
FURB9954 que dista 17%. Essa sequéncia apresenta 0% de diferengca com
Euryoryzomys russatus. Na espécie D. sublineatus duas das trés sequéncias
distam menos de 1% entre si, entretanto FURB9994 apresenta 15% de diferenca
das demais e 0% de E. russatus.

Entre as amostras sem identificagdo taxonémica em nenhum nivel a
amostra SEQ1788 difere 0.46% de Akodon azarae JR328. As sequéncias
SEQ2728 e SEQ2731 diferem 0,15% entre si e 0,45% de Calomys tener. KID15
difere em 0.2% de C. tener AB519 e AB10. KID04 é mais proximo de SEQ2731
pela distancia de 1,1%. KID05 e KID34 diferem 0.4 e 0,15% respectivamente de
C. expulsus CRB2733. KID02, 03, 08, 09, 11, 13, 14, 16, 17 e 18 diferem entre
0,6 até 1,2% de Necromys lasiurus RQ97 e RQ96. LBCE15565 difere 0% de
Delomys dorsalis JR229 e JR290. LBCE 15572 difere 0,1% de Akodon sp2. KID23
dista 10,7% de KID60 e esse cerca de 10% das espécies Oligoryzomys
fulvescens e O. flavescens. KID37 dista 14,5% de Cerradomys subflavus e B201

difere 18,3% das sequéncias de Oecomys roberti provenientes genbank.
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6.4 Discussao

Neste estudo foram comparadas as arvores probabilisticas e de distancia
genética de trés marcadores moleculares e as arvores do gene COIl com a
distancia genética dentro das espécies. De forma geral os métodos recuperaram
as mesmas espécies com monofilia e os ramos terminais das arvores
apresentaram altos valores de suporte e probabilidade posterior, concordando na
maior parte das relacbes ja descritas na literatura. Entretanto, verificou-se
agrupamentos distintos e inéditos cujo suporte € proveniente do uso de
marcadores concatenados, que serao descritos a seguir.

Os genes analisados separadamente por métodos que geram arvores
mostraram adequada resolugdo para as tribos de sigmodontineos, porém, na
maioria das vezes com baixo valor de suporte. A reduzida amostragem nas tribos
Thomasomyini e Phyllotini (um género nos marcadores mitocondriais e dois no
nuclear) inviabilizou uma avaliagdo sobre as mesmas. Oryzomyini foi recuperada
em todas as arvores de todos o0s genes apesar do baixo suporte em algumas
delas. Por outro lado, a tribo Akodontini ndo demonstrou os mesmos resultados
apresentando parafilia especialmente nas arvores de COI, exceto na de MV.

Diversos estudos anteriores recuperaram as tribos através de dados
moleculares: Smith & Patton (1999) em seu estudo com CYTB através da analise
de maxima parciménia (MP) recuperou todas as tribos, porém também com baixo
suporte (bootstrap <50%). D’Elia et al. (2003) também utilizaram o marcador
CYTB e através de analise de MP obtiveram como resultado a tribo Akodontini
com suporte moderado. Weksler (2003) utilizou o gene IRBP e com analises de
parciménia e MV encontrou Akodontini, Abrothrichini, Thomasomyini e Phyllotini
monofiléticas, porém fracamente suportadas, exceto Oryzomyini. D’Elia et al.
(2006) utilizaram o IRBP nas analises de MP e ML e observaram as tribos bem
suportadas, e Weksler et al. (2006) na analise de MP do gene IRBP mais 99
caracteres morfologicos encontraram também tribo Oryzomyini bem suportada. O
primeiro estudo a combinar dados de marcadores mitocondriais € nucleares de
sigmodontineos, CYTB e IRBP, utilizou o método de MP com foco na tribo
Akodontini (D’Elia 2003). As tribos foram recuperadas com altos valores de
suporte exceto a tribo Phyllotini, porém poucos géneros além dos akodontinos

foram amostrados. O estudo falhou em recuperar Oryzomyini, pois Scolomys
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ficou externo ao clado da tribo, e ndo reconheceu Thomasomyini, pois
Thomasomys nao agrupou com Rhipidomys.

As espécies posicionadas como incertae sedis permanecem sem relagao
com nenhuma tribo neste estudo, exceto Delomys que parece ser um phyllotino
baseado na analise dos dados concatenados, relagdo ja encontrada em outros
estudos com IRBP (D’Elia et al., 2006; Weksler, 2003). A espécie Rhagomys
rufescens atribuida a tribo Thomasomyini por D’Elia et al. (2006) agrupou com
Rhipidomys nas analises com o gene CYTB e apenas na IB apresentou alto valor
de probabilidade posterior. As relacbes entre as tribos permanecem néo
esclarecidas devido aos baixos suportes e resolucdo das arvores, o que €
atribuido a radiacao adaptativa ocorrida no grupo (Engel et al., 1998; Smith &
Patton, 1999; Weksler, 2003).

Neste estudo o género Akodon, apesar de parafilético nas analises com
marcadores mitocondriais devido a posi¢cao de A. serrensis junto a Thaptomys
nigrita, € monofilético com base na maioria das arvores de IRBP e de dados
concatenados. A mesma topologia de A. serrensis fora do género e relacionado a
T. nigrita com baixo suporte foi encontrada na analise de MP com o gene CYTB
com 27 espécies de Akodon (D’Elia et al. 2003) e na MP de CYTB e IRBP com
11 espécies de Akodon (D’Elia 2003), o que evidencia a necessidade de revisao
taxonémica do grupo.

Em todas as analises filogenéticas apresentadas neste estudo a espécie
inicialmente denominada Akodon sp.2 posicionou-se como grupo irmao de
Deltamys kempi, género endémico da Planicie Costeira no Uruguai e no Estado
do Rio Grande do Sul. Tal relagao sugere redefini-la como Deltamys sp.nov,
coletada no Centro de Pesquisas e Conservagao da Natureza Pré-Mata, Sao
Francisco de Paula, Rio Grande do Sul.

Recentemente Ventura et al. (2011) identificaram um nova espécie de
Deltamys através da analise de quatro individuos coletados no municipio de
Esmeralda, cerca de 230 km de distédncia do local onde Deltamys sp.nov foi
coletado. Deltamys sp apresenta 2n = 40 e distancia genética de 12% em relagao
a D. kempi (1.140pb do CYTB, modelo de Kumura 2P) e Deltamys sp.nov possuli
2n = 34 e diverge de 10 a 11% de D. kempi. As amostras deste estudo
necessitam de revisao taxondmica por especialista para definir sua inclusdo no

género Deltamys ou potencial status de novo género.
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As duas espécies Oligoryzomys nigripes e O. flavescens foram
monofiléticas apenas nas analises com o marcador COIl. Essas espécies ocorrem
em simpatria em muitos dos locais onde foram coletadas e séo de dificil distingao
apenas por morfologia externa, portanto ndo se pode descartar identificacoes
errbneas em campo. Analises moleculares sao eficazes na separacdo dessas
duas espécies que nao sao irmas (Weksler, 2003; Weksler et al., 2006; Miranda
et al., 2009; Gonzalez-lttig et al., 2010). Gonzalez-Ittig et al. (2010) avaliaram os
marcadores mitocondriais CYTB e regido controladora das espécies de
Oligoryzomys presentes na Argentina e identificaram o complexo flavescens que
compreende quatro clados: Oeste da Argentina, Leste da Argentina, O. fornesi e
Brasil. Os autores ressaltam O. fornesi como uma espécie valida e salientam a
necessidade de revisdo taxonémica de O. flavescens. No Brasil a espécie ocorre
numa ampla distribuicdo geografica que compreende os biomas Cerrado e sul da
Mata Atlantica (Weksler & Bonvicino, 2005), sendo importante uma avaliagéo da
diversidade e monofilia do clado brasileiro. Neste estudo o individuo JR332,
coletado em Alegrete, dista 2,9% das demais amostras de O. flavescens e pode
pertencer ao clado Leste da Argentina, que compreende os individuos do Uruguai
e leste da Argentina. O municipio de Alegrete no Estado do Rio Grande do Sul
esta situado proximo desses paises e esta dentro do bioma Pampa, o mesmo
tipo de vegetacao encontrada onde ocorre o clado descrito por Gonzalez-Ittig et
al. (2010).

Esse estudo foi o primeiro a unir trés marcadores moleculares para avaliar
as relagdes filogenéticas de Sigmodontinae. A vantagem da concatenacédo de
marcadores € evitar uma arvore que retrate apenas a historia evolutiva de um
gene. A arvore obtida a partir da jungao dos trés loci é bem suportada e confirma
a monofilia das espécies e tribos.

A espécie Necromys lasiurus apresentou monofilia em todas as analises,
exceto na concatenagao onde é parafilética. Os dois clados da arvore de dados
concatenados correspondem aos grupos de sequéncias formados nas analises
de CYTB, onde sao irmaos. As mesmas amostras nas demais analises nao
formam nenhuma estruturacdo. A revisdo do género foi sugerida por D’Elia
(2003) que em seu estudo encontrou politomia no género Necromys, Unica
politomia do estudo. As relagdes apresentadas nas arvores podem ser

enviesadas pela amostragem incompleta tanto de espécies quanto de individuos
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dentro da distribuicdo geografica da espécie, pois o grupo em estudo € bastante
diverso. As distancias auxiliam a identificar uma provavel falta de taxons
intermediarios quando duas espécies irmas na arvore apresentam alta distancia
genética entre elas ou quando um individuo dentro de um clado da arvore possui
uma alta distdncia genética em relagdo aos demais, mas nao € proximo de
nenhuma outra amostra do estudo. Também, auxiliam a determinar individuos
identificados erroneamente do ponto de vista taxonémico, ou que possam
representar uma nova espécie ou género. As distancias genéticas do COI dentro
das espécies amostradas concordam com as arvores filogenéticas obtidas,
inclusive na identificagcdo de sequéncias com distancia discrepante, suportando
as reidentificagdes realizadas pelos métodos filogenéticos e de NJ.

A identificacdo de espécies de roedores sigmodontineos & complexa,
embora muitas vezes seja tratada como simples. Os caracteres morfolégicos
comumente usados para distinguir as espécies nao sao estaveis, isto €, diversas
similaridades morfolégicas existentes facilmente confundem coletores com
pouca, ou nenhuma, experiéncia no grupo. Além disso, os diferentes estagios do
desenvolvimento, plasticidade fenotipica e espécies cripticas (.e.g. Akodon spp.)
aumentam a chance de identificacbes errbneas. Os marcadores moleculares
oferecem um método testavel de identificagdo sem necessidade de experiéncia
prévia neste grupo taxondmico, pois é possivel comparar e quantificar a diferencga
entre individuos, e que pode ser utilizado por qualquer profissional, desde que
existam protocolos de laboratoério definidos, uma metodologia estabelecida e uma
base de dados confiavel.

Neste estudo foi possivel verificar que o gene COI distingue a maioria das
espécies amostradas, todavia a utilizacdo apenas de distancia genética e NJ ndo
€ a melhor metodologia, visto que a identificagdo de espécies foi mais
convincente quando métodos baseados em caracteres foram utilizados. Além
disso, estabelecer um limiar de distancia genética de um marcador molecular
para definir o que é intraespecifico quando grupos s&o comparados desconsidera
a histéria evolutiva de cada linhagem.

Os primers universais LCO1420 e HCO2198 nao amplificam todas as
espécies da subfamilia e ndo podem ser exclusivamente utilizados em avaliagdes
de biodiversidade de roedores. As relagdes filogenéticas sdo pouco recuperadas

pelo COl, portanto ele ndo € indicado para relacionar uma amostra dentro de um
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nivel taxondmico mais elevado que espécie. Em relacdo a diagnose de novas
espécies € possivel verificar amostras que necessitam de anadlises (tanto
genética quanto morfolégica) mais refinada, pois 0 uso do DNA barcoding nao
substitui a analise taxondmica.

Embora com amostragem ampla, esse estudo prové um banco de dados
inicial para o uso do DNA barcoding como ferramenta de identificagdo de
espécies de sigmodontineos. E necessario incrementar o nimero de espécies e
de individuos nas espécies pouco amostradas e utilizar outros conjuntos de
primers para gerar dados que representem a diversidade do grupo e permitam a
utilizacdo do DNA barcoding amplamente. De acordo com Golsdstein & DeSalle
(2011): “o que resta é reconciliar o mecanismo preciso da analise por barcoding

com o rigor empirico e filosofico da sistematica”.
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7. CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo € o primeiro a unir trés marcadores moleculares para avaliar
as relacbes filogenéticas de Sigmodontinae. Foram avaliadas as relagcbes
filogenéticas e o uso de sequéncias do COI para identificacdo taxonémica de
roedores sigmodontineos a partir de métodos baseados em distancia e
probabilisticos de inferéncia filogenética.

Os diferentes métodos empregados recuperaram a maioria dos géneros e
espécies como grupos monofiléticos apresentando altos valores de suporte nos
ramos terminais das arvores. As tribos descritas na literatura foram reconhecidas,
todavia a maioria das vezes apresentaram baixo suporte. Os resultados também
apdiam o reconhecimento de uma nova espécie de akodontino no sul do Brasil,
Deltamys sp.nov. A descrigdo formal dessa espécie e sua inclusdo no género
Deltamys ou status de novo género depende de revisdo taxonémica dos
espécimes por especialista.

O DNA barcoding € uma boa ferramenta para discriminar entre a maioria
das espécies de sigmodontineos ou pelo menos como parte do processo de
identificacdo. As identificagdes errbneas sao detectadas tanto pela posigao
filogenética na arvore quando nos valores discrepantes de distancia intra-
especifica. Até estudos com amostragem mais ampla serem realizados, o COI
nao € indicado para relacionar uma amostra dentro de um nivel taxonémico mais
elevado que espécie.

O sucesso na identificacdo de espécimes sob consulta de forma confiavel
€ possivel apenas se 0 banco de dados possuir sequéncias de DNA com correta
identificacdo taxonémica. Uma forma de aprimorar o método € a inclusdo de
sequéncias de tipos ou paratipos quando possivel e a utilizacdo de acervos de
museu completos como referéncia para apoiar os estudos de DNA barcoding e
clarificar os resultados duvidosos. Além disso, é indispensavel a pesquisa basica
realizada por taxonomista, pois a identificagdo de classificacbes erradas requer

conhecimentos prévios como distribuicdo dos taxons e posig¢ao filogenética.
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