Universidade Federal de Vicosa ‘7 o S
Centro de Ciéncias Biologicas e da Satide e s ,L
Departamento de Biologia Animal

[\ ’
Programa de Pés-Graduaciao em Biologia Animal M ZUFV

Variacao Intrapopulacional e Geografica de Castoria angustidens
(Winge, 1887) (Rodentia: Cricetidae) em caracteres cranianos e
moleculares

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das Exigéncias
do Programa de P6s-Graduacdo em Biologia
Animal, para obten¢do do titulo de Magister
Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAS — BRASIL
2017



POLLYANNA ALVES DE BARROS

VARIACAO INTRAPOPULACIONAL DE Castoria angustidens
(WINGE, 1887) (RODENTIA: CRICETIDAE) EM
CARACTERES CRANIANOS E MOLECULARES

VICOSA
MINAS GERAS —
2017

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das Exigé€ncias
do Programa de Po6s-Graduacdo em Biologia
Animal, para obten¢do do titulo de Magister
Scientiae.

BRASIL



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vigosa - Campus Vigosa

B277v
2017

Barros, Pollyanna Alves de, 1987-

Variagdo intrapopulacional e geografica de Castoria
angustidens (Winge, 1887) (Rodentia: Cricetidae) em caracteres
cranianos ¢ moleculares / Pollyanna Alves de Barros. — Vigosa,
MG, 2017.

xv,105f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Inclui apéndices.

Orientador: Gisele Mendes Lessa Del Giudice.
Dissertagao (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: f.69-79.

1. Castoria angustidens. 2. Filogenia. 3. Biogeografia.
4. Taxonomia . I. Universidade Federal de Vigosa. Departamento
de Biologia Animal. Programa de Pds-graduacaoem Biologia
Animal. II. Titulo.

CDD 22. ed. 599.35




POLLYANNA ALVES DE BARROS

VARIACAO INTRAPOPULACIONAL E GEOGRAFICA DE
Castoria angustidens (WINGE, 1887) (RODENTIA:
CRICETIDAE) EM CARACTERES CRANIANOS E
MOLECULARES

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das Exigéncias
do Programa de Poés-Graduacdo em Biologia
Animal, para obtengdo do titulo de Magister
Scientiae.

APROVADA: 25 de julho de 2017.

V4
Pedro Seyferth Ribeiro Romano Natallia Maria de Freitas Vicente




Dedico este trabalho aos
pequeninos roedores viajantes do
campo com destino as colecdes.
Que a presenca destes seja
devidamente respeitada e

honrada.

i



“Quem elegeu a busca ndo pode recusar a travessia. Mestre ndo é quem ensina, mas quem de
repente aprende! Natureza da gente nao cabe em nenhuma certeza. Eu quase que nada sei. Mas
desconfio de muita coisa...” pois “Quem desconfia fica sabio. Vivendo, se aprende, mais, é 5o

fazer outras maiores perguntas.’

Jodo Guimardes Rosa
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RESUMO

BARROS, Pollyanna Alves de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2017.
Variacao Intrapopulacional e Geografica de Castoria angustidens (Winge, 1887) (Rodentia:
Cricetidae) em caracteres cranianos e moleculares. Orientadora: Gisele Mendes Lessa Del
Giudice. Coorientadores: Pablo Rodrigues Gongalves e Jorge Abdala Dergam dos Santos.

Castoria angustidens ¢ um roedor sigmodontineo endémico do bioma Mata Atlantica com
lacunas no estudo de sua taxonomia alfa, beta e gamma. Esse trabalho estudou a variagdo
intrapopulacional e geografica da espécie com base em caracteres morfologicos cranio-
mandibulares e moleculares, reavaliando seu posicionamento filogenético dentro da Divisao
Akodon. O estudo intrapopulacional utilizou a maior popula¢do da espécie catalogada em
museus, pertencente ao Parque Estadual da Serra do Brigadeiro, Minas Gerais, Brasil. As
analises quantitativas e qualitativas baseadas em 23 medidas cranio-mandibulares confirmaram
a presenca de cinco classes etarias. Foi detectado a presenca de anteroflexo mediano nas duas
primeiras classes etarias. Ossos e regides do viscerocranio aumentaram significativamente em
comprimento e largura ao longo do desenvolvimento ontogenético. Além disso, o estudo
intrapopulacional apontou auséncia de dimorfismo sexual. As analises geograficas detectaram
dois grupos morfologicos, um ao norte, com maiores medidas cranio-mandibulares, composto
por populagdes de Minas Gerais e do Espirito Santo; e outro ao sul, com medidas menores,
representados pelas populagdes do Rio de Janeiro. Dentre as 30 amostras do gene mitocondrial
(citocromo b) sequenciadas, foram delimitados 18 haplétipos divididos em dois grupos, um sul,
com individuos do Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul; e um norte, formado por
populagdes de Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro. Tanto a anélise de Inferéncia
Bayesiana quanto a de Maxima Verossimilhanga sugeriram o mesmo padrao regional com dois
clados para a espécie. O intron B-fibrinogénio apresentou padrao conservado detectando um
haplotipo dentre as nove sequéncias obtidas ao longo da distribui¢do de Castoria. O
sequenciamento do éxon rag/ gerou trés sequéncias e trés haplotipos, todos do Parque Estadual
da Serra do Brigadeiro, ndo sendo possivel observar o padrao regional de acordo com esse gene.
As andlises do gene mitocondrial indicaram que o género ¢ grupo irmao de Deltamys. Tanto as
andlises da morfologia quantitativa cranio-mandibular quanto as moleculares sugeriram a
formacao de dois grupos dentro de Castoria. De acordo com as evidéncias, sugere-se a
manuten¢dao de um género monoespecifico, € uma possivel ocorréncia de duas sub-espécies,
sendo uma delas restrita a por¢ao norte (Castoria angustidens leucogula) e a outra a porgao sul

(Castoria angustidens serrensis).
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ABSTRACT

BARROS, Pollyanna Alves de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2017.
Intrapopulation and Geographic variation in Castoria angustidens (Winge, 1887)
(Rodentia: Cricetidae) based on molecular and skull characters. Advisor: Gisele Mendes
Lessa Del Giudice. Co-Advisors: Pablo Rodrigues Gongalves and Jorge Abdala Dergam dos
Santos.

Castoria angustidens is a sigmodontine rodent endemic of the Atlantic Forest lacking studies
on its alpha, beta and gamma taxonomy. This research studied the intrapopulation and
geographic variation of C. angustidens based on skull and jaw morphological and molecular
characters. We also evaluated the phylogenetic position of the genus inside the Akodon Division
according to four previous hypotheses. The intrapopulation analyses were based on Castoria’s
greatest sampled population that belongs to Serra do Brigadeiro State Park, in Minas Gerais
State, Brazil. The occlusal wear evaluation of the upper molar toothrow established six age
classes, in which the first three have a vestigial anteromedian flexus. On the other hand,
quantitative analyses based on 23 skull and jaw measurements certified only five among those
classes. Bones and regions of viscerocranium increased significantly both in length and breadth
along with the ontogenetic development. In adittion, the intrapopulational study pointed to the
absence of sexual dimorphism. Geographic analyses proposed two morphological groups, one
belonging to the north of the species distribution, composed by the biggest-skull populations
from Minas Gerais, and Espirito Santo States; and the other to its south, composed by the
smallest skull-populations from Rio de Janeiro. Among 30 samples of mitochondrial genes
(cytochrome b) sequenced, 18 haplotypes were also divided into two groups, one up north
containing Minas Gerais, Espirito Santo and Rio de Janeiro States; and the other, down south
including populations of Parand, Santa Catarina, and Rio Grande do Sul States. Both Bayesian
Inference and Maximum Likelihood analyses suggested the same two clades as a pattern for
the species regional approach. The conserved pattern of intron B-fibrinogen detected only one
haplotype in a group of nine sequences along with Castoria geographic distribution. The ragl
exon produced three sequences and three haplotypes, all from Serra do Brigadeiro State Park.
Consequently, a geographical pattern of this gene could not be observed for Castoria.
Cytochrome b investigations accepted the hypothesis accounting for Deltamys as the sister
group of Castoria. Skull and jaw morphological and molecular data suggested the existence of
two clades inside the species. According to the evidences, the genus is monotypic but we are
suggesting that it could be divided into two subspecies: one restricted to the north of species
distribution (Castoria angustidens leucogula), and the other restricted to the south (Castoria

angustidens serrensis).
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INTRODUCAO

Os sigmodontineos consistem no segundo grupo de roedores Muroideos mais diverso,
representando 56% das espécies e 62% dos géneros da ordem Rodentia nas Américas (D'Elia
& Pardifias 2015a). Estdo distribuidos ao longo de toda a regido neotropical até a por¢ao sul da
América do Norte. A definicdo taxondmica da subfamilia como um grupo monofilético esta
fundamentada na complexidade morfolégica do baculo, na morfologia dos incisivos € no
tamanho do terceiro molar em relagdo a série molar (Lessa et al. 2014, D’Elia & Pardifias et al.
2015). De habitos diversificados (terrestre, arboricola, escansorial, semi-fossorial ou semi-
aquatico), eles estdo presentes em todos os biomas brasileiros, além de possuirem espécies
endémicas da Mata Atlantica, do Cerrado, da Caatinga e da Amazonia (Bonvicino et al. 2008).

Dentre as 11 tribos sigmodontineas, a segunda mais especiosa ¢ Akodontini,
reconhecida como grupo por Thomas em 1916 e denominada tribo por Vorontzov em 1959.

Nela estdo inseridos animais adaptados aos habitos cursorial, fossorial e semiaquatico,



distribuidos ao longo da América do Sul, porém pouco abundantes na regido Amazodnica,
ausentes no sul da Patagonia e em parte do Chile (D’Elia & Pardinas 2015b). Desde sua
determinagao, diversas revisoes taxondmicas modificaram o conjunto de espécies da tribo (Reig
1977; Reig 1987; McKenna & Bell 1997; Smith & Patton 1999). A revisdo mais recente foi
proposta em 2015 por D’Elia e Pardinas, delimitando 85 espécies distribuidas em 15 géneros.

Analises moleculares realizadas por D’Elia (2003) com espécies da tribo Akodontini
utilizando um gene nuclear (irbp) e um mitocondrial (cyt b), identificaram cinco sub-clados
denominados Divisdes: a Divisdo Akodon, composta pelos géneros Akodon, Deltamys,
Necromys, Thalpomys e Thaptomys; a Divisdo Blarinomys, contendo os géneros Blarinomys,
Brucepattersonius e Lenoxus; a Divisdo Oxymycterus, com os géneros Oxymycterus e
Juscelinomys; a Divisdo Scapteromys, constituida pelos géneros Scapteromys e Kunsia; e, por
fim, a Divisdo Bibimys, unigenérica. Apesar dos resultados obtidos nesses estudos, muitas das
relagdes filogenéticas dentro e entre as divisdes akodontineas ainda nao estdo bem suportadas,
tornando-se importante a realizagdo de trabalhos complementares ampliando o conhecimento
sobre as relagdes filogenéticas e a historia evolutiva de espécies da tribo (D'Elia 2003, Leite et
al. 2015).

A Divisdo Akodon concentra as maiores lacunas taxondmicas (D'Elia 2003), muitas
destas diretamente relacionadas a alta similaridade morfologica das espécies do género Akodon
(Musser & Carleton 1993). Este ¢ o género mais numeroso da tribo e o segundo mais especioso
de toda a subfamilia totalizando 38 espécies formais e uma espécie em processo de descrigao,
representando mais de 44% das espécies akodontineas (Pardiias et al. 2015b). No Brasil ha 11
espécies de Akodon amplamente distribuidas ao longo da Mata Atlantica, do Cerrado, da
Caatinga, do Pantanal e dos Pampas (Pardinas et al. 2015Db).

A Mata Atlantica ¢ apontada como um centro de diversificacao de pequenos mamiferos
diante do elevado grau de endemismo e da ampla biodiversidade encontrada (da Silva & Patton

1998; Smith & Patton 1999; Reis et al. 2011; Paglia ef al. 2012). Apesar do desmatamento e



degradacao, este bioma abriga cinco dos sete géneros da Divisdo Akodon, sendo Akodon mystax,
A. sanctipaulensis, Castoria angustidens e Thaptomys nigrita espécies endémicas (D’Elia &
Pardinas 2015b).

Castoria angustidens ¢ um roedor sigmodontineo insetivoro-onivoro de habito terrestre,
distribuido ao longo da costa brasileira desde o sul do Espirito Santo até o norte do Rio Grande
do Sul, atingindo a provincia de Misiones, na Argentina, na por¢do mais a oeste de sua
distribuicao (Pardifias et al. 2015b). A espécie foi até entdo registrada entre 400 e 2700 m de
altitude (Paglia ef al. 2012; Pardinas et al. 2015b), sendo as populagdes do norte detectadas
acima de 700 m, e as do sul acima dos 400 m de altitude (Geise et al. 2004; Moreira et al. 2009).
Esse género ¢ monoespecifico resultado de uma recém sinonimizagao entre a espécie vivente
Akodon serrensis Thomas, 1902 e a fossil, Habrothrix angustidens Winge, 1887 (Pardifias et al.
2016). Diversos estudos aboradaram C. angustidens (eg.: Barros-Battesti et al. 1998; Smith &
Patton 1999; Christoff et al. 2000; Geise et al. 2001; Bonvicino ef al. 2002; D’Elia 2003; D’Elia
et al. 2003; Moraes et al. 2003; Gongalves et al. 2007, Olifiers et al. 2007; Hass et al. 2008;
Moreira et al. 2009; Raboni ef al. 2012; Ventura et al. 2012; Coutinho ef al. 2013; Silveira et
al. 2013; Abreu & Oliveira 2014; Teixeira et al. 2014; Leite et al. 2015; Salazar-Bravo et al.
2016), entretanto poucos avaliaram a espécie isoladamente (Liascovich & Reig 1989; Testoni
et al. 2012; Abreu et al. 2014; Pardifias et al. 2016).

Os estudos morfologicos e moleculares inserindo Castoria angustidens apontaram
quatro hiposteses distintas de alocagdo desse taxon. A primeira sugere que a espécie permaneca
no clado monofilético do genéro Akodon como um ramo basal (Gongalves et al. 2007; Coyner
et al. 2013). As outras trés hipoteses indicam a remocao de Castoria do ramo monofilético de
Akodon, posicionando a espécie como grupo irmao de Thaptomys nigrita (D’Elia 2003; D’Elia
et al. 2003), como grupo irmao do clado Akodon + Deltamys (Smith & Patton 2007; Ventura et
al. 2013; Abreu et al. 2014; Pardifias et al. 2016b) ou como grupo irmao de Deltamys (Fabre et

al. 2012; Leite et al. 2015). Apesar das hipdteses divergentes, a maioria destes estudos aponta



para a exclusao de C. angustidens do ramo monofilético do género Akodon, sem deixar claro o
real posicionamento do taxon.

Uma espécie pode ser analisada sob diferentes niveis de organizagdo: bioquimico,
molecular, morfoldgico, ecoldgico, comportamental, geografico e/ou evolutivo (Padial et al.
2010). Historicamente, a morfologia € o nivel de organiza¢do mais utilizado na taxonomia dos
roedores Sigmodontineos, utilizando exemplares depositados em museus. Estudos moleculares
e citogenéticos vem sendo realizados nas tultimas décadas com resultados por vezes
incongruentes aos apontados pela morfologia (Padial et al. 2010). Uma solugdo para essa
problemadtica tem sido a utilizacdo da taxonomia integrativa, que defende a defini¢do de uma
espécie a partir do estudo com mais de um nivel de organizacao (Padial ez al. 2010). A partir da
congruéncia de diferentes séries de dados a delimitagdo de uma espécie ¢ mais suportada (Hillis
1987; Barrett ef al. 1991; Donoghue & Sanderson 1992; Frunk et al. 1995; Padial et al. 2010).

Portanto, o presente trabalho estudou a variagao morfoldgica e molecular de Castoria
angustidens a nivel populacional e geografico, e avaliou o posicionamento da mesma dentro da

Divisao Akodon contrastando os dados obtidos com as quatro hipoteses de alocagdo da espécie.

MATERIAL E METODOS
Espécimes analisados
Foram analisadas cinco espécies de Akodontineos (4kodon mystax, Castoria
angustidens, Deltamys sp., Necromys lasiurus, Thaptomys nigrita), totalizando 277 espécimes
oriundas de 17 localidades (Figura 1). Todos os cranios, mandibulas e amostras de tecido
hepatico utilizados estao tombados nas cole¢des mastozooldgicas do Museu de Zoologia Jodao
Moojen (MZUFV); do Museu Nacional (MN-UFRJ) e do Museu da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES-MAM) (Apéndices I e II). O nimero de individuos analisados variou de
acordo com a metodologia aplicada e com a disponibilidade do material nas cole¢des zooldgicas

(Apéndices III).



50‘0['0"W 45‘0;0"W 40“0;0“\]\/

ZO”OI'O"S

Legenda

25°0'0"S

Localidades dos Espécimes Amostrados
A Localidade Tipe Castoria angustidens
® | ocalidades Castoria angustidens
® | ocalidades Outros Akodontineos

Remanescentes de Mata Atlantica
IBGE 2013- 2014

Areas naturais no florestais

Area urbana

25°0"

. Mangue
. Mata
0 50 100 200 i
Km Restinga
= T T
50°0'0"W 45°00"W 40°0'0"W

Figura 1: Procedéncia dos exemplares de Akodontineos amostrados. 1) Cachoeiro do
Itapemirim, 2) Parque Nacional do Caparad, 3) Reserva Particular do Patriménio Natural
Estacdo Bioldgica da Mata do Sossego, 4) Parque Estadual da Serra do Brigadeiro, 5) Estacao
de Pesquisa, Treinamento e Educagdo Ambiental Mata do Paraiso, 6) Parque Estadual do
Desengano, 7) Parque Estadual dos Trés Picos, 8) Sitio Xitaca, Debossan, Nova Friburgo, 9)
Parque Nacional da Serra dos Orgdos, 10) Petropolis, 11) Parque Nacional do Itatiaia, 12)
Parque Nacional Serra da Bocaina, 13) Parque Estadual Pico Paran4, 14) Roga Nova, Piraquara,
15) Parque Nacional Sao Joaquim. Complexos Serranos da Mata Atlantica: Serra da Mantqueira
(Populagdes 1 — 5 e 11), Serra do Mar (Populagdes 6 — 10 e 12 - 14), e Serra Geral (Populagao
15).

Andlises Morfologicas
Qualitativa. — Buscando delinear a variagdo morfoldgica intrapopulacional de Castoria
angustidens foram avaliados 90 individuos do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB),
a populacdo mais numerosa da espécie. Apesar de originados de regides distintas do parque,
todos exemplares foram considerados como uma tinica unidade taxondmica operacional (Figura

2) (Apéndice I). O PESB ¢ o maior fragmento de Mata Atlantica continua da Zona da Mata de

Minas Gerais com 14.984 ha e altitude variando entre 860 ¢ 1985 m. O clima da regido ¢
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mesotérmico (Cwb) delimitando duas estagdes bem definidas: inverno seco (abril a setembro)
e verao temperado (outubro a marco) (Koppen & Geiger 1939). As condigdes do relevo,
hidrografia e clima estabelecem duas fitofisionomias predominantes: a Floresta Ombrofila

Densa e os Complexos Rupestres de Altitude (IEF 2007).
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Figura 2: Procedéncia dos espécimes de Castoria angustidens no Parque Estadual da Serra do
Brigadeiro.



Foram realizadas avaliagdes morfologicas dos molares de Castoria angustidens do
PESB, buscando descrever as possiveis variagdes ao longo da ontogenia. A descricdo das
estruturas oclusais dentarias foi baseada em Reig (1977) e a delimitacdo das classes etarias em

Manduca (2008).

Quantitativa. — A variagdo morfologica quantitativa foi verificada a partir de 24
medidas (Figura 3) (Apéndice III). Destas, 21 sdo cranianas sendo: 10 na vista dorsal
(Comprimento do Nasal (CN), Comprimento do Frontal (CF), Comprimento do Parietal (CP),
Comprimento do Interparietal (CI), Comprimento Total do Cranio (CTC), Largura Rostral (LR),
Largura da Constrigao Interorbital (LCI), Largura do Arco Zigomatico (LAZ), Largura Maxima
do Cranio (LMC) e Largura do Interparietal (LI)); sete na vista ventral (Comprimento do
Foramen Incisivo (CFI), Comprimento da Ponte Palatal (CPP), Comprimento Méaximo da Bula
Timpanica (CMB), Comprimento da Série Molar Superior (SMS), Comprimento do Diastema
(DIA), Largura Alveolar Externa (LAE) e Largura do Foramen Incisivo (LFI)); e quatro na vista
lateral (Altura Méxima do Cranio (AMC), Comprimento Rostral (CR), Comprimento Condilo-
Incisivo (CCI) e Largura da Placa Zigomatica (LPZ)). As outras trés medidas sdo mandibulares,
sendo: duas delas na vista lateral (Altura Maxima da Mandibula (AMM) e Comprimento
Maximo da Mandibula (CMM)); e uma na vista dorsal (Comprimento da Série Molar Inferior
(SMI)). As medidas foram aferidas com um paquimetro digital de precisao 0,01 mm pelo
mesmo medidor. Somente individuos adultos, com o terceiro molar completamente ou

parcialmente erupcionado, foram analisados.
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Figura 3: Medidas do cranio e da mandibula de Castoria angustidens. As siglas estdo descritas
no texto.

Andlises Intrapopulacionais: Variagdo Etaria e Dimorfismo Sexual. — A partir das
medidas cranio-mandibulares aferidas, foi testada a correspondéncia das seis classes etarias
previamente definidas pela morfologia qualitativa dos 90 individuos da populagdo do PESB.
Em caso de sobreposicao entre classes etarias, as mesmas foram unidas e outra verificacao
realizada. Dentre os 90 individuos desta populagdo 54 eram machos, 31 fémeas e cinco
espécimes ndo foram sexadas. Somente os espécimes sexados (85) foram utilizados para as
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analises da variagdo sexual de todos os individuos desta populac¢do. Além disso, foi testada a

hipotese de dimorfismo sexual dentro de cada classe etaria.

Analise Geografica. — A variagdo geografica ao longo da distribui¢do de Castoria
angustidens foi avaliada a partir da morfologia cranio-mandibular de 190 individuos
provenientes de 14 populacdes, sendo 100 machos, 59 fémeas e 31 espécimes nao sexados. A
utilizacao dessa amostra foi condicionada aos resultados das anélises intrapopulacionais do
PESB. Caso detectada variacao etaria, apenas os individuos da idade mais abundante foram
utilizados. Caso detectado dimorfismo sexual dentro da populagdo, apenas o sexo mais
abundante foi utilizado. Inicialmente foram analisadas todas as populagdes disponiveis.
Posteriormente, estas poplacdes foram agrupadas em trés complexos serrranos da Mata
Atlantica: Serra da Mantiqueira, Serra do Mar e Serra Geral, buscando testar a hipotese de que
esses complexos pudessem funcionar como unidades evolutivas distintas. Somente 21 medidas
cranio-mandibulares foram utilizadas nessa avaliacdo com a exclusdo das medidas Cl e LI, pela

ampla variacdo morfologica do osso interparietal.

Variacdo Interespecifica na Divisdo Akodon. — Foram analisadas populagdes de
Castoria angustidens, Necromys lasiurus € Thaptomys nigrita buscando comparar a morfologia
das mesmas através de caracteres cranianos quantitativos. Compuseram as analises 190
espécimes de Castoria angustidens, 58 de Thaptomys nigrita € 26 de Necromys lasiurus,

totalizando 274 individuos.

Analises Estatisticas Preliminares: verificacdo das medidas cranianas. — Buscando
avaliar o erro do medidor e verificar a precisao das medidas aferidas foi realizado o Teste de
Repetibilidade (Lessels & Boag 1987). Erros de digitalizagdo e erros de medi¢des foram

detectados a partir da verificagdo da presenca de outliers no software Minitab versao 17.1.0. A



analise linear de Correlagao de Pearson foi utilizada na verificagdao do grau de correlacao entre
as medidas. A hipotese de normalidade dos dados foi verificada a partir da avaliagdo do QQ
plot (quantil-quantil plot) (Atkinson 1985). Para cranios incompletos, foi realizada a estimativa
de dados ausentes, a partir do algoritmo Expectation-Maximization Bootstrap (Dempster et al.
1977; Honaker et al. 2011; Clavel et al. 2013) utilizando o pacote AMELIA II (Honaker et al.
2011). Todos os testes descritos nessa se¢ao, com excecao do teste de outliers, foram realizados

no software RStudio versao 1.0.136 (Team 2016).

Analises Morfoldgicas Quantitativas. — Foi realizada a Estatistica Descritiva das 24
medidas cranio-mandibulares a partir do pacote Recmdr (Fox & Bouchet-Valat 2017), executado
no RStudio versao 1.0.136 (Team 2016). Objetivando compreender os padrdes gerais de
variacdo do tamanho e da forma ao longo das amostras foi realizada uma Anélise de
Componentes Principais (ACP) a partir de uma matriz de variancia-covariancia dos dados log-
transformados. No caso de correlagdo positiva, o primeiro componente principal (CP1) esta
relacionado a variacdao alométrica, enquanto o segundo (CP2) a variagdo da forma. A relagao
entre os vetores € os CPs apontard a influéncia de cada uma das medidas na variacdo do
tamanhao e¢ da forma (Strauss 2010). Posteriormente, uma Anélise Discriminante do tipo
Canonica (AD) foi executada visando maximizar a separagao entre os mesmos grupos testados
na ACP. Buscando testar estatisticamente a diferenciagao sexual, etaria ¢ a interagao entre esses
fatores, a Analise de Varidncia Multivariada (MANOVA) foi executada pressupondo
normalidade, homocedasticidade e independéncia entre as varidveis dos dados base. Quando a
MANOVA obteve resultados significantes, comparagdes par-a-par de Hotelling testaram a
significancia das variagdes entre as medidas dos grupos pré-determinados. Uma ANOVA de
dois fatores (two-way ANOVA) também foi utilizada para testar a significancia da varia¢ao das
medidas em relacdo ao sexo, as classes etarias e a interagao entre estes. Quando esta ANOVA

foi significativa para classes etarias e/ou interagdo, uma ANOVA de um fator foi realizada para
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verificar significancia dentro dos grupos. Todas estas andlises foram realizadas no software

PAST versao 3.16 (Hammer et al. 2001).

Analises Moleculares

Dados Moleculares: Extragdo, amplificagcdo e sequenciamento. — A extragdo de DNA
foi realizada a partir do protocolo de proteinase-k/fenol/cloroférmio estabelecido por Sambrook
e colaboradores (1989). Apos a extracdo, a presenca ¢ qualidade do DNA obtido foram
verificadas a partir do gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. Para a caracterizacao
haplotipica de Castoria angustidens e o estudo de suas relagdes com outros géneros da Divisao
Akodon foram selecionados trés marcadores para amplificagdo: um mitocondrial, citocromo b
(cyth), e dois nucleares, intron 7 do beta fibrinogénio (fgb) e primeiro gene de ativacao de
recombinacao (ragl). Esses genes foram amplificados nas reagcdes em cadeia de polimerase
(PCR) com ciclos de desnaturagao a 94 °C, acoplamento dos primers variando entre 45 ¢ 60 °C
e polimerizagdo da fita a 72 °C. Modificagdes nas proporcdes dos componentes da reagao e nas
temperaturas de acoplamento dos primers estdo relacionados no Apéndice VI. Em todos os
PCRs foram utilizados controle positivo e negativo.

A purificagdo e o sequenciamento das amostras foram realizados pela Macrogen Inc.,
Seoul, South Korea. As sequéncias obtidas e analisadas serdo registradas e disponibilizadas no

site do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). O GenBank também foi1 utilizado como

fonte de sequéncias dos genes selecionados para esse trabalho, incluindo sequéncias de grupos

internos e externos para cada uma das analises (Apéndice VII).

Reconstrucoes Filogenéticas. — Os eletrofenogramas resultantes do sequenciamento
foram editados no programa ChromasPro versao 2.0.0 (Technelysium Pty Ltd, Tewantin QLD,

Australia, www.technelysium.com.au/ChromasPro.html). Apds obtencao dos contigs entre as

sequéncias geradas pelos primers, os alinhamentos das sequéncias foram realizados no
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programa Mega versao 6 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) (Tamura et al. 2013),
utilizando a ferramenta ClustalW sem modificagdo das configuragdes padrao. Com o
alinhamento finalizado o melhor modelo de substitui¢cao nucleotidica foi determinado para os
dados a partir dos valores de AICc (4kaike Information Criteria corrected). Esse modelo foi a
base para a constru¢do de uma matriz de distancias, que por sua vez, embasou a construcao das
arvores filogenéticas.

No programa TCS versdao 1.21 (Clement et al. 2000) foi construida uma rede de
haplétipos de Castoria angustidens. Haplotipos idénticos foram excluidos das analises
subsequentes. A variacdo genética de C. angustidens foi avaliada através das andlises
filogenéticas Maxima Verossimilhanga (ML) e Inferéncia Bayesiana (IB) para os genes cyt b
(mitocondrial), ragl (éxon) e fgb (intron), separadamente. Posteriormente, foram realizadas
analises concatenadas, uma analise de ML e outra de IB, baseadas na combina¢ao dos dados de
genes distintos. As analises filogenéticas de ML foram executadas no programa RAXML versao
8.0.0 (Stamatakis 2014) através da plataforma CIPRES (Cyberinfrastructure for Phylogenetic

Research, http://www.phylo.org/) empregando o modelo evolutivo GTRGAMMA e bootstrap

com 1000 réplicas. As andlises de Inferéncia Bayesiana foram executadas no programa Mr.
Bayes versao 3.2.6 (Ronquist et al. 2012). No total foram quatro cadeias simultaneas, trés
quentes ¢ uma fria, melhorando a distribui¢do da amostragem de MCMC e a eficiéncia do
algoritmo de busca da melhor arvore. Os modelos de substituicdo nucleotidica obtidos para
cada alinhamento no Mega 6 foram utilizados para configurar os parametros da IB. A analise
foi conduzida com duas corridas independentes e simultaneas das cadeias (duas cadeias por
corrida), iniciando de arvores aleatodrias distintas ao longo de, no minimo, 1 milhdo de geragoes.
Caso necessario, mais geragdes foram adicionadas até que a média do desvio padrdo de
frequéncias se igualasse ou aproximasse de zero (<0,01), demonstrando assim que a
amostragem das duas corridas atingiu distribuicdes similares. A cada 5.000 geragdes,

diagnosticos de MCMC foram gerados e, a cada 500 geragdes, cadeias foram amostradas, sendo
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que os primeiros 25% de arvores produzidas pelas cadeias foram descartados evitando que o
resultado fosse influenciado pelo ponto inicial da cadeia. Ao final foi gerada uma &rvore
consenso a partir das arvores salvas na memoria do programa durante a analise. As arvores
geradas pelas andlises foram enraizadas e editadas no programa FigTree versao 1.4.1 (Institute

of Evolutionary Biology, University of Edinburgh, http:/tree.bio.ed.ac.uk/). Foram

considerados bem suportados os nos da IB com probabilidade posterior maior que 0,95, e os da

ML com bootstrap maior que 70%.

RESULTADOS
Morfologia
Analises Qualitativas. — Classes Etarias. — A avaliagdo da morfologia da superficie
oclusal dos molariformes de Castoria angustidens do PESB definiu seis classes etarias com as

seguintes caracterizagoes:

Idade 1

MI1: flexo anteromediano presente e invaginado podendo formar fosseta; muros anterior e
posterior muito estreitos; praticamente nao ha exposi¢ao da dentina, sendo visualizada somente
a camada de esmalte; protoflexo e hipoflexo presentes e transversais ao eixo do dente; paraflexo
e metaflexo presentes em formato de “L” invertido; paralofulo presente; posteroestilo e
posterolofo presentes fundidos ao metacone; e, as cuspides principais protocone, hipocone,
paracone e metacone sem desgaste.

M2: anterolofo presente; muros anterior e posterior estreitos; dentina ndo exposta; protoflexo e
hipoflexo presentes perpendiculares ao eixo principal do dente; paraflexo e metaflexo em
formato de “L” invertido; paralofulo presente; posteroestilo e posterolofo presentes fundidos
ao metacone; principais cuspides, protocone, hipocone, paracone € metacone presentes € nao

desgastadas.
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M3: molar ndo completamente erupcionado; apesar disso, algumas estruturas dentarias foram
visualizadas como o paraflexo, hipoflexo, anterolofo, protocone, hipocone, paracone e
metacone.

Espécimes pertencentes a idade 1: MZUFV 2556.

Idade 2

M1: anteroflexo mediano vestigial, deslocado ligeiramente para por¢ao labial podendo ou nao
formar pequena fosseta; muros anterior e posterior pouco separados podendo ou ndo ocorrer
exposicao da dentina; protoflexo e hipoflexo presentes e transversais ao eixo do dente;
paraflexo e metaflexo presentes em formato de “L” invertido; paralofulo reduzido; posteroestilo
e posterolofo reduzidos; e as ctspides principais, protocone, hipocone, paracone € metacone,
presentes e praticamente sem desgaste. Dois dos espécimes avaliados apresentaram enterostilo
(MZUFV 2463, MZUFV 2552).

M2: anterolofo presente; muros anterior e posterior pouco separados podendo ou ndo ocorrer
exposicao da dentina; protoflexo e hipoflexo presentes e perpendiculares ao eixo principal do
dente; paraflexo e metaflexo presentes em formato de “L” invertido; paralofulo vestigial;
posteroestilo e posterolofo reduzidos; principais ctuspides, protocone, hipocone, paracone e
metacone, presentes e praticamente sem desgaste. Um dos espécimes avaliados apresentou
enterostilo (MZUFV 2552).

M3: estruturas oclusais pouco desgastas; formato do dente retangular com bordas arredondadas;
paraflexo presente, formando fosseta resultante da unido do paracone com o anterolofo;
metaflexo presente formando fosseta resultante da unido do metacone com paracone; hipoflexo
reduzido ou vestigial; principais cuspides, protocone, hipocone, paracone e metacone, presentes
e praticamente sem desgaste.

Espécimes pertencentes a idade 2: MZUFV 2058, MZUFV 2062, MZUFV 2070; MZUFV 2082,

MZUFV 2463, MZUFV 2552, MZUFV 2553, MZUFYV 2568 ¢e MZUFV 2571.
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Idade 3

MI1: sem evidéncias do anteroflexo mediano; muros anterior e posterior mais largos devido ao
maior desgaste do dente e a exposicao da dentina; protoflexo e hipoflexo pouco reduzidos,
perpendiculares ao eixo principal do dente; paraflexo e metaflexo presentes em formato de “L”
invertido, com por¢ao longitudinal do flexo reduzida; paralofulo vestigial; posteroestilo e
posterolofo reduzidos; principais cuspides presentes, protocone, hipocone, paracone e
metacone, presentes € pouco desgastadas. Dois dos espécimes avaliados apresentaram
enterostilo (MZUFV 510, MZUFV 1299).

M2: anterolofo desgastado; muros anterior e posterior mais largos devido ao maior desgaste do
dente e a exposi¢ao da dentina; protoflexo reduzido ou vestigial podendo ou ndo formar uma
fosseta resultante da unido entre protocone e anterolofo; paraflexo vestigial ou reduzido em
funcdo da unido entre anterolofo e paracone; hipoflexo pouco reduzido, perpendicular ao eixo
principal do dente; metaflexo presente em formato de “L” invertido, com porcao longitudinal
do flexo reduzida; paralofulo vestigial; posteroestilo e posterolofo reduzidos; principais
cuspides presentes, protocone, hipocone, paracone € metacone presentes € pouco desgastadas.
Dois dos espécimes avaliados apresentaram enterostilo (MZUFV 510, MZUFV 1299).

M3: estruturas oclusais muito desgastadas; formato triangular com bordas arredondadas,
podendo algumas vezes apresentar formato circular; protoflexo vestigial; paraflexo reduzido
podendo ou nao formar fosseta resultante da fusdo entre anterolofo e paracone; metaflexo
presente formando fosseta resultante da unido do metacone com paracone; hipoflexo vestigial
ou ausente; principais cuspides, protocone, hipocone, paracone e metacone, presentes, porém
reduzidas.

Espécimes pertencentes a idade 3: MZUFV 510, MZUFV 520, MZUFV 1151, MZUFV 1154,
MZUFV 1218, MZUFV 1249, MZUFV 1278, MZUFV 1281, MZUFV 1297, MZUFV 1299,

MZUFV 2055, MZUFV 2567.
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Idade 4

MI1: muros anterior e posterior mais largos do que a classe etaria anterior, devido ao maior
desgaste do dente e a maior exposi¢ao da dentina; protoflexo e hipoflexo reduzidos,
perpendiculares ao eixo principal do dente; paraflexo e metaflexo presentes em formato de “L”
invertido, com porcao longitudinal do flexo reduzida no minimo pela metade; paralofulo
vestigial ou ausente; posteroestilo e posterolofo reduzidos; cuspides labiais, paracone e
metacone, pouco mais desgastadas em relagdo as cuspides linguais, protocone e hipocone. Dois
dos espécimes avaliados apresentaram enterostilo (MZUFV 1648, MZUFV 1988).

M2: anterolofo e muro anterior ausentes devido ao desgaste do esmalte; muro posterior mais
largo em comparagao aos muros da classe etaria anterior; protoflexo vestigial ou ausente;
paraflexo vestigial ou ausente; hipoflexo reduzido, perpendicular ao eixo principal do dente;
metaflexo reduzido, praticamente perpendicular ao eixo principal do dente; paralofulo vestigial
ou ausente; posteroestilo e posterolofo vestigiais; cispides labiais, paracone e metacone, pouco
mais desgastadas em relagdo as cuspides linguais, protocone e hipocone.

M3: formato triangular com bordas arredondadas, podendo algumas vezes apresentar formato
circular; estruturas oclusais muito desgastadas impossibilitando a visualizagao de flexus e lofos;
paracone, protocone e metacone presentes apesar do elevado grau de desgaste.

Espécimes pertencentes a idade 4: MZUFV 551, MZUFV 616, MZUFV 704, MZUFV 1150,
MZUFV 1155, MZUFV 1213, MZUFV 1251, MZUFV 1279, MZUFV 1286, MZUFV 1293,
MZUFV 1294, MZUFV 1296, MZUFV 1626, MZUFV 1628, MZUFV 1631, MZUFV 1634,
MZUFV 1637, MZUFV 1639, MZUFV 1641, MZUFV 1642, MZUFV 1643, MZUFV 1646,
MZUFV 1648, MZUFV 1651, MZUFV 1987, MZUFV 1988, MZUFV 2059, MZUFV 2063,

MZUFV 2064.

Idade 5

MI1: muros anterior e posterior muito largos devido ao elevado grau de desgaste do esmalte e,
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portanto, maior exposi¢ao da dentina; protoflexo e hipoflexo muito reduzidos; paraflexo e
metaflexo muito reduzidos ou vestigiais; paralofulo vestigial ou ausente; posteroestilo e
posterolofo vestigiais ou ausentes; cuspides labiais, paracone e metacone, mais desgastadas
(praticamente vestigiais) em relacao as cuspides linguais, protocone e hipocone. Trés dos
espécimes avaliados apresentaram enterostilo (MZUFV 541, MZUFV 638, MZUFV 1148).
M2: muros anterior e posterior muito largos devido ao elevado grau de desgaste do esmalte e,
portanto, maior exposicdo da dentina; posteroestilo e posterolofo ausentes; protoflexo e
paraflexo ausentes devido ao desgaste; hipoflexo muito reduzidos; metaflexo vestigial ou
ausente; cuspides labiais, paracone e metacone, mais desgastadas (praticamente vestigiais) em
relacdo as cuspides linguais, protocone e hipocone.

M3: formato triangular com bordas arredondadas, podendo algumas vezes apresentar formato
circular; estruturas oclusais muito desgastadas impossibilitando a visualizagao de flexus e lofos;
paracone, protocone e metacone presentes apesar do elevado grau de desgaste.

Espécimes pertencentes a idade 5: MZUFV 541, MZUFV 638, MZUFV 1148, MZUFV 1215,
MZUFV 1254, MZUFV 1266, MZUFV 1287, MZUFV 1295, MZUFV 1298, MZUFV 1300,
MZUFV 1627, MZUFV 1633, MZUFV 1645, MZUFV 1650, MZUFV 1654, MZUFV 1986,

MZUFV 2043, MZUFV 2060, MZUFV 2409, MZUFV 2462, MZUFV 2565.

Idade 6

M1: superficie oclusal muito desgastada e esmalte apenas nas extremidades da porgao lingual;
muros anterior e posterior ausentes; protoflexo vestigial; hipoflexo vestigial ou ausente;
paraflexo e metaflexo ausentes. Um dos espécimes avaliados apresentou enterostilo (MZUFV
1280).

M2: grau maximo de desgaste oclusal com esmalte apenas nas extremidades da porg¢ao lingual;
muros anterior € posterior ausentes; protoflexo e paraflexo ausentes devido ao desgaste;

hipoflexo vestigial ou ausente; metaflexo vestigial ou ausente; ctspides labiais, paracone e
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metacone, mais desgastadas (praticamente vestigiais) em relacdo as cuspides linguais,
protocone e hipocone. Um dos espécimes avaliados apresentou enterostilo (MZUFV 1280).
M3: formato triangular com bordas arredondadas, podendo algumas vezes apresentar formato
circular; estruturas oclusais muito desgastadas impossibilitando a visualizagao de flexus e lofos;
paracone, protocone e metacone presentes apesar do elevado grau de desgaste.

Espécimes pertencentes a idade 6: MZUFV 1153, MZUFV 1172, MZUFV 1231, MZUFV 1252,
MZUFV 1267, MZUFV 1280, MZUFV 1640, MZUFV 1644, MZUFV 1656, MZUFV 1984,
MZUFV 1985, MZUFYV 2057, MZUFV 2375, MZUFV 2451, MZUFV 2454, MZUFV 2461,

MZUFV 2554, MZUFV 2570.

De forma geral, os molariformes, com exce¢do do M3, apresentam formato retangular,
com a por¢ao labial dos cingulos em formato retilineo, enquanto a porcao lingual dos cingulos
¢ arredondada. O procingulo (M1) ¢ arredondado na por¢ao anterior € pouco achatado antero-
posteriormente. As principais cuspides, hipocone, metacone, paracone e protocone, sao
praticamente paralelas. A série molar superior ¢ inclinada no sentido labial e essa inclinagao ¢
progressiva aumentando do M1 para o M3. Em todas as classes etarias o M1 ¢ maior que o M2

que, por sua vez, ¢ maior que o M3 (Figura 4).
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Figura 4: Classes etarias de Castoria angustidens pertencentes a populacao do Parque Estadual
da Serra do Brigadeiro com base na morfologia dos molares. Seis classes etarias (1 a 6) da
esquerda para a direita. De A a F estdo as séries molares superiores, e de G a L as séries molares
inferiores. De cima para baixo estdio os molares: M1, M2 e M3. A esquerda est4 a porgio labial
do dente. Da esquerda para a direita: MZUFV 2556, MZUFV 2058, MZUFV 1278, MZUFV
1213, MZUFV 1215 e MZUFV 1172. Escala=1 mm.

Analises Quantitativas Preliminares. — As andlises preliminares ndo apontaram
problemas com a repetibilidade das medidas. Os outliers foram verificados, corrigidos nos
casos de erro ou entdo excluidos das andlises. Os dados apresentam distribuicdo normal e os

resultados do teste de correlagdo colinear de Pearson levaram a exclusao da medida CTC (r >
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0,85) (Apéndice V).

A populagdo de Castoria angustidens do PESB. — Variacao Etaria. — A anélise da
variacao qualitativa com base nos caracteres dentarios dos individuos de Castoria angustidens
do PESB indicou seis classes etarias (CEs), com um individuo pertencente a classe etaria 1,
nove individuos na 2, 12 individuos na 3, 29 na 4, 21 na 5 e, por fim, 18 na 6, totalizando 90
espécimes. A CE1 nao foi utilizada nas analises qualitativas por possuir um exemplar. Ao testar
a validade das CEs determinadas pela morfologia qualitativa com base nas medidas cranianas,
as medidas CI e LI foram removidas (ACP e AD) devido ampla variagdo do interparietal
apresentada em analises prévias. Os resultados apontaram dados controversos para as idades 2
e 3, com sobreposi¢cdo de todas as médias ao considerarmos o desvio-padrdo. Tanto a ACP
quanto a AVC também apontaram grande sobreposi¢cdo dessas CEs. Dessa maneira, para as
analises subsequentes, as idades 2 e 3 foram unidas, constituindo uma tnica CE denominada de
agora em diante idade 2/3. Portanto, a variagado etaria foi reavaliada a partir das idades 2/3, 4, 5
e 6.

A analise descritiva das cinco classes etarias apontou para o alargamento e alongamento
anteroposterior do cranio, além do crescimento no eixo vertical (altura) ao longo do
desenvolvimento etario de Castoria angustidens. Doze das 24 medidas contribuiram para tais
alteracoes, incluindo nove medidas de ossos da face do cranio (viscerocranio) (CN, DIA, CR,
CTC, CCI, LAE, LR, LAZ e LPZ), uma da caixa craniana (neurocranio) (AMC), e duas
mandibulares (AMM e CMM). O alongamento no eixo longitudinal do cranio foi observado no
nasal, diastema, rostro, placa zigomatica e acompanhado pela mandibula (CN, DIA, CR, LPZ
e CMM), observado da mesma maneira nas medidas CTC e CCI. Por outro lado, as medidas
LR, LAZ e LAE indicaram o alargamento do rostro, do arco zigomatico e de toda a regido entre
as séries molares superiores (palatino + molares). Alteragdes na altura do cranio foram
constatadas na AMC, sendo esta, acompanhada pelo aumento da altura da mandibula (AMM).

As medidas CPP, CMB, LFI, SMS e SMI ndo apresentaram variacdes nas diferentes CEs.
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Algumas medidas exibiram crescimento somente até a idade 4 (CF, CFI), e outras somente até
a idade 5 (CP, LCI e LMC). As medidas do interparietal (CI e LI) aumentaram até a idade 4 e
diminuiram nas classes etarias subsequentes (Tabela 1) (Apéndice 1V).

Ao testar a variancia multivariada (MANOVA) foi possivel detectar diferenca entre as
médias das classes etarias (f=2,543; p=4,63E-07). As comparagdes par-a-par (post hoc)
demonstraram que com a combinagao das médias em uma abordagem multivariada foi possivel
diferenciar a idade 2/3 da idade 5, a 2/3 da 6, e a 4 da 6. Ao analisar as medidas separadamente
através da ANOVA, foram detectadas 13 medidas com diferengas significativas entre as classes
etarias: CN (f=5,749; p=0,001), LAZ (f=15,010; p=8,02E-08), CF (f=2,863; 0,042), LI (=3,537;
p=0,018), LAE (f=41,6; p=3,13E-16), CFI (f=3,817; p=0,013), DIA (14,36; p=1,48E-07), LR
(f=5,867; p=0,001), CR (£=9,504; p=1,97E-05), CCI (=9,83; p=1,39E-05), LPZ (f=3,114;
p=0,031), CMM (f=10,6; p=6,20E-06) ¢ AMM (f=13,35; p=3,94E-07) (Tabela 2). Esse
resultado concordou com as tendéncias apresentadas pela estatistica descritiva. As Unicas
medidas que apresentaram tendéncias de crescimento, porém sem significancia, foram AMC e
CTC, sendo que a ultima ndo foi testada devido ao seu alto grau de correlagdo com as outras
medidas. O teste de Tukey realizado para cada uma das medidas com variagdes significativas
para as médias, demonstrou que, as medidas com maior potencial de diferenciacdo etaria na
espécie sao LAE e DIA. A LAE diferenciou individuos de qualquer uma das classes etarias,
enquanto o DIA s6 ndo diferenciou as idades 4 da 5. Além disso, as idades 2/3 e 6 foram as
mais passiveis de distincdo sendo diferenciadas por praticamente todas as medidas, com
excecao de LI. Portanto, tanto a largura do palato quanto a da série molar superior estdo
diretamente relacionadas a variacdo etaria dos individuos dessa populacdo de Castoria
angustidens. Esses dados indicam a ocorréncia de uma expansao latero-lateral continua dessas
por¢des do cranio e a presenca de alteragdes significativas na variacdo ontogenética dessa
populagdo associadas principalmente ao alongamento e alargamento do viscerocranio.

Ao avaliar a disposi¢ao desses dados no espago multivariado através da ACP, foram ob-
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Tabela 1: Estatistica descritiva das cinco classes etarias da populacao de Castoria angustidens do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro baseada nas 24 medidas
cranio-mandibulares.

. Idade 1 Idade 2/3 Idade 4 Idade S Idade 6
Medidas n=1(3) n=21(118,992,1?) n=29 (178,109, 2?) n=21(133,89) n=18 (124,49, 2?) p-valor

CN 9,83 11,22 + 0,56 (1) 11,53+ 0,55 (1) 11,70 £ 0,58 (1) 12,09 £ 0,47 (3) o
CF 7,85 8,69 + 0,38 8,84 +0,43 8,84 £ 0,43 9,10+ 0,45 *
Cp 5,89 5,86 +0,35 5,73 +0,35 5,86 +0,51 5,87 +0,40 ns
CI 2,20 2,08 + 0,34 2,24 +0,29 2,01 £0,40 2,06 £0,42 ns
CTC 25,59 27,15+ 0,93 (2) 28,29 £ 0,72 (2) 28,50 £0,83 (1) 29,23 +£0,43 (3) X
LR 3,88 3,68 +0,15 (1) 3,71£0,17 (2) 3,78+ 0,17 3,88 +£0,21 *ok
LCI 5,47 5,54+0,16 5,59+0,18 5,64 +0,17 5,65+0,17 ns
LAZ 12,87 14,23 £ 0,45 (2) 14,58 £ 0,35 (2) 14,85+ 0,38 15,03 +0,28 o
LMC 12,18 12,71 £ 0,26 (1) 12,78 0,34 12,83 +0,29 12,81 £0,22 ns
LI 6,60 7,55+ 0,72 7,71 £ 0,54 7,10+ 0,76 7,61 £0,55 *
CFI 5,21 591+0,28 6,18 +0,33 6,16 0,43 6,31 £0,26 *
CPP 3,73 4,27+0,23 4,30 + 0,17 4,18+ 0,17 4,33 +£0,27 ns
CMB 5,45 6,17+ 0,34 (1) 6,20 + 0,18 (2) 6,15+0,37 6,24 +£0,42 (1) ns
SMS 5,17 5,10+£0,15 5,11+0,12 5,06 0,14 520+0,21 ns
DIA 6,45 7,35+ 0,34 7,67 0,29 7,78 £ 0,38 8,09+0,21 *x
LAE 5,14 5,55+0,19 5,75+0,14 5,94 +0,21 6,16 +0,16 wox
LFI 2,17 2,32+0,11 2,34+ 0,11 2,35+ 0,09 2,34+0,10 ns
AMC 8,01 9,35+ 0,28 (1) 9,39+ 0,34 9,42+ 0,31 9,56+ 0,33 (1) ns
CR 10,01 11,33+ 0,60 (1) 11,76 £ 0,46 (1) 11,93 £0,44 (1) 12,22+ 0,38 (3) ok
CCI 22,38 25,95+ 0,94 (1) 26,74 £ 0,60 (2) 26,86 = 0,96 27,30+£0,72 o
LPZ 2,48 2,73+ 0,21 2,81+0,16 2,83 +0,23 2,95+0,18 *
AMM 5,01 6,19+ 0,67 (2) 6,37+ 0,27 (1) 6,44 £0,26 (1) 6,79+ 0,31 (1) ok
CMM 12,47 13,64 £ 0,48 (1) 13,90 + 0,39 14,06 = 0,46 14,51 +£ 0,35 o
SMI 5,35 5,18+ 0,17 (1) 520+0,15 5,19+0,17 5,25+0,22 ns

Entre parénteses estd o niimero de medidas ausentes (n = niimero de individuos por classe etéaria, & = machos por classe etaria, Q = fémeas por classe etaria, “?” =
individuos ndo sexados por classe etaria). Na idade 1 foram dispostas as medidas do Unico individuo encontrado. Na tltima coluna estdo os niveis de significancia
da ANOVA de dois fatores ao testar a variagdo ontogenética (ns = valores de probabilidade ndo significativos, com p-valor > 0,05; x = valor ndo inserido na analise;
* = valores de probabilidade significativos, com p-valor < 0,05; ** = valores de probabilidade significativos, com p-valor < 0,01).
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Tabela 2: Potencial de diferenciagao entre as classes etarias a partir das médias das medidas
significativas para ANOVA de um fator e do teste post hoc de Tukey.

Combinacoes Medidas
de Classes
Etarias CN LAZ CF LI LAE CFI DIA LR CR CCI LPZ CMM AMM

2/3 4 X X X X X
2/3 5 X X X X X X X
2/3 6 X X X X X X X X X X X X

4 5 X X

4 6 X X X X X X

5 6 X X X X

“x” corresponde as medidas cranio-mandibulares capazes de diferenciar significativamente
individuos entre cada combinacao de classes etarias.

servadas diferencas entre as classes etarias, porém com grande sobreposi¢ao. Os dois primeiros
componentes principais (CPs) representaram mais de 50% da variagao total dos dados, sendo o
CP1 responsavel por 38,5% da variacdo e o CP2 por 12,3%. Apesar da sobreposi¢do e ndo
diferenciagdo aparente das classes etarias, foi detectado na ACP uma tendéncia de aumento do
tamanho dos espécimes com o avango da idade da populagdo (Figura SA). De acordo com os
loadings de cada CP, esse resultado foi influenciado principalmente pelas medidas CN, CFI,
DIA, LAE, CR, CCI, LPZ, AMM e CMM, todas variando diretamente proporcionais ao
tamanho. Essas medidas haviam apresentado anteriormente propensao de aumento
concomitante ao tamanho tanto na estatistica descritiva quanto na ANOVA.

A analise discriminante separou as idades 2/3, 4, 5 ¢ 6 com pouca sobreposi¢ao. O
primeiro componente da anélise discriminante (VC1) foi responsavel por 76,1% dessa variacao,
e 0 VC2 por 15,0%, representando mais de 90% da variagao total (Figura 5B). A partir de VC1
foi possivel separar todas as classes etarias, sendo as medidas CN, CR, DIA, LPZ, LR, LAZ,
LAE, AMM e CMM as mais influentes na variagdo ao longo do desenvolvimento etario da
espécie. Esse resultado corroborou tanto com a tendéncia apontada pela estatistica descritiva
quanto com os resultados da ANOVA e da ACP, com excecao das medidas CTC (nao utilizada
nessas analises) e AMC. O segundo componente da andlise discriminante separou a idade 2/3

da 5, e a idade 5 da 6. Como a variacao desse eixo tem sido relacionada ao estudo da forma,
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essa diferenciacao esta relacionada ao estudo da forma do osso palatino (CPP) e da série molar
(SMS). A matriz de confusao com jackknife apontou as cinco classes etarias como um modelo
capaz de diferenciar a variacdo ontogenética dos individuos dessa populacao em 53,41% dos
casos. Dessa maneira, corrobora-se a hipotese de que, a partir de variacdes morfologicas
quantitativas, € possivel detectar a classe etaria de adultos de Castoria angustidens na

populagdo do PESB.
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VC2 (150%)
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Figura 5: Variacdo ontogenética da populacio de Castoria angustidens do Parque Estadual da
Serra do Brigadeiro baseada em 21 medidas cranio-mandibulares. (A) Analise de Componentes
Principais representada pelos dois componentes (CPs) contendo juntos mais de 50% da variagao
das idades. Os vetores (linhas verdes) indicam a influéncia de cada uma das medidas no
panorama multivariado. (B) Andlise Discriminante Candnica apontando o nivel de separagdo
entre as classes etarias: idade 2/3 (quadrado alaranjado), idade 4 (triangulo invertido verde),
idade 5 (circulo azul claro), e idade 6 (tridngulo roxo).
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Dimorfismo sexual. — Os valores da estatistica descritiva apontaram sobreposi¢ao das
medidas ao comparar machos e fémeas. Para a metade das medidas aferidas (CN, CI, LAZ, LI,
CFI, CPP, LAE, LFI, AMC, CR, AMM e CMM), os valores maximos ¢ minimos das fémeas
estavam contidos dentro da amplitude de variagdo dos valores dos machos. O oposto ocorreu
apenas para LCI. Para as outras nove medidas (CF, CP, CTC, LR, LMC, CMB, SMS, DIA, CCI
e LPZ), foi observada sobreposicao parcial entre os sexos, sendo a amplitude dos valores dos
machos menor do que a das fémeas. A sobreposi¢ao ocorreu de forma oposta para LR ¢ SMI,
com a amplitude de variagdo das fémeas menor em relagdo a dos machos. A amplitude dos
valores das medidas das fémeas foi inferior a dos machos na maioria das medidas, com excecao
do CF, LCI, LMC, SMS e LPZ, sendo as duas tltimas praticamente iguais para ambos 0s sexos
(Tabela 3).

O resultado da MANOVA nao detectou dimorfismo sexual (f=1,663; p=0,060).
Entretanto, quando as medidas foram avaliadas através da ANOVA de dois fatores, as médias
de LR (f=6,213; p=0,015), LI (=4,066; p=0,047) ¢ AMM (f= 4,146; p=0,045) foram
significativamente distintas para machos e fémeas, sendo machos maiores que fémeas para LR
e AMM, e fémeas maiores que machos para LI.

Apesar dessas diferencas, ha sobreposicdo entre machos e fémeas. Os resultados
observados no espaco multivariado indicaram que mais de 60% da variacdo macho/fémea esté
concentrada nos dois primeiros componentes principais, sendo o primeiro responsavel por 38,5%
da variacdo (CP1) e o segundo por 22,8% (CP2) (Figura 6A), corroborando com os dados
descritos anteriormente. Todas as varia¢des detectadas nas fémeas, com excecao dos espécimes
MZUFV 1148, MZUFV 1251 e MZUFV 2409, estao contidas dentro da amplitude da variagao
dos machos. Dentre os loadings dos componentes principais, somente sete apresentaram
correlagdo positiva com o CP1, destacando as medidas do osso interparietal, CI e LI, com os
maiores valores (CI=0,972; L1=0,199) (Figura 6B). Tratando-se do CP2, as correlagcdes foram

positivas para todas as medidas (Figura 6C). Apesar disso, o intervalo de confianca para os
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coeficientes de todas as medidas do CP1 e CP2 foram muito amplos (Figura 6B e 6C).

Tabela 3: Estatistica Descritiva entre os sexos de Castoria angustidens do
Parque Estadual da Serra do Brigadeiro de acordo com as 24 medidas cranio-

mandibulares.
Medidas Machos Fémeas p-valor Total
(n=54) (n=31) (n=90)

CN 11,60 £0,69 (3) 11,55+0,51(2) ns 11,57 + 0,59
CF 8,78 £ 0,43 8,90 + 0,48 ns 8,84 +£0,45
CP 5,81+0,41 5,85 +0,38 ns 5,82 +0,40
Cl 2,16 £ 0,40 2,06 + 0,30 ns 2,11 +0,36
CTC 28,42+ 0,98 (4) 28,22+0,88(3) X 28,36 £ 0,94
LR 3,79+0,18 (2) 3,70+0,19(1) * 3,76 £ 0,18
LCI 5,61+£0,16 5,60 + 0,20 ns 5,60 +0,17
LAZ 14,63 £ 0,52 (2) 14,63+0,47 (2) ns 14,64 £ 0,50
LMC 12,77+ 0,29 (1) 12,75 £ 0,30 ns 12,78 £ 0,29
LI 7,36 + 0,69 7,65 + 0,64 * 7,50 +£ 0,68
CFI 6,14 £ 0,40 6,11 +£0,32 ns 6,13 +0,37
CPP 4,28 +£0,22 4,22 +£0,20 ns 4,27 +0,22
CMB 6,18+ 0,33 (2) 6,22+0,31(2) ns 6,18 +0,33
SMS 5,12+0,15 5,11+0,16 ns 5,12+0,16
DIA 7,70 £ 0,44 7,67 £ 0,38 ns 7,69 + 0,42
LAE 5,84 +£0,30 5,80 £0,28 ns 5,83 +£0,28
LFI 2,35+0,11 2,32 +£0,08 ns 2,33 +£0,10
AMC 9,42+ 0,35 (2) 9,38 £ 0,31 ns 9,41 +0,33

CR  11,78+0,60(3) 11,72+0,55(2)  ns 11,76 + 0,59
CCI  26,66+1,04(2) 2664+1,03(1)  ns 26,65 + 1,02

LPZ 2,83+0,21 2,80+ 0,21 ns 2,82 40,21
AMM  645+041(3) 634+0,26 (2) * 6,41 +0,37
CMM  14,00+0,58  13,92+0,42(1)  ns 13,99 + 0,53

SMI 52240,17  520+0,19 (1) ns 52140,17

Valores das médias e desvio-padrao das medidas para cada um dos sexos, com
nimero de medidas ausentes entre parénteses. Nivel de significancia da
ANOVA de dois fatores no teste de dimorfismo sexual (ns = valores de
probabilidade ndo significativos, com p-valor > 0,05; x = valor ndo incluido
na analise; * = valores de probabilidade significativos, com p-valor < 0,05).
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Figura 6: Dimorfismo sexual na populacido de Castoria angustidens do Parque Estadual da
Serra do Brigadeiro baseada em 23 medidas cranio-mandibulares. (A) Analise de Componentes
Principais representadas pelos dois componentes (CPs) contendo juntos mais de 50% da
variacao entre os sexos: fémeas (tridngulos rosas) e machos (circulos azuis). Os vetores (linhas
verdes) indicam a influéncia de cada uma das medidas no panorama multivariado. Entre
parénteses estd a porcentagem de variacdo de cada eixo. (B e C) Loadings de cada uma das
medidas referentes ao CP1 (B) e CP2 (C), e intervalo de confianga gerado a partir do bootstrap
(10.000).
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As medidas CI e LI apresentaram elevados /oadings para o CP1 e, apesar do mesmo nao ocorrer
no CP2, o intervalo de confianca desses coeficientes foi muito amplo. Portanto, essas medidas
acabaram ocultando e dificultando a visualizacdo da relagdo entre as outras variaveis. Para
melhor entender estas relagdes, outra analise de componentes principais foi realizada excluindo
essas medidas do osso interparietal. Nessa andlise, os dois primeiros componentes
representaram 54,1% de toda variacdo (CP1=42,7%, CP2=11,4%). Os machos e fé€meas
continuaram sobrepostos apontando para auséncia de dimorfismo sexual na populacao (Figura
7A). Todas as medidas apresentaram correlagdo positiva com o primeiro componente
relacionado ao tamanho, denotando menor intervalo de confianga comparado a analise anterior
(Figura 7B). Ao avaliar o CP2, a maioria das medidas foi negativa, variando na dire¢ao inversa
ao eixo desse componente (LAZ, LCI, CF, LAE, CFI, LFI, DIA, LMC, LR, CR, CCI, CMM e

AMM) (Figura 7C).

A andlise discriminante ratificou o resultado apontado pela ACP apresentando
sobreposicdo entre machos e fémeas, sendo o dimorfismo sexual pouco representativo dentro
da populacdo, represntando 44,6% da variagcdo. A matriz de confusdo com jackknife apontou o
dimorfismo sexual como um modelo capaz de prever corretamente o sexo de um individuo
dessa populacdo apenas em 55,95% dos casos. Corroborou-se portanto, a hipotese de que, o
dimorfismo sexual € ausente em Castoria angustidens na populacdo do PESB, indicando
semelhanga morfologica craniana e mandibular entre os sexos de acordo com as medidas

utilizadas nesse trabalho (Figura 8).
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Figura 7: Dimorfismo sexual na populagdo de Castoria angustidens do Parque Estadual da
Serra do Brigadeiro baseado em 21 medidas cranio-mandibulares (exceto medidas do osso
parietal). (A) Anélise de Componentes Principais representadas pelos dois componentes (CPs)
contendo juntos mais de 50% da variag@o entre os sexos: fémeas (tridngulos rosas) e machos
(circulos azuis). Os vetores (linhas verdes) indicam a influéncia de cada uma das medidas no
panorama multivariado. Entre parénteses esta a porcentagem de variag@o de cada eixo. (B e C)
Loadings de cada uma das medidas referentes ao CP1 (B) e CP2 (C), e intervalo de confianca
gerado a partir do bootstrap (10.000).
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Figura 8: Analise Discriminante Canonica avaliando Dimorfismo Sexual na populacdo de
Castoria angustidens do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro baseada em 21 medidas
cranio-mandibulares: fémeas (barras rosas) e machos (barras azuis).

Dimorfismo sexual nas Classes Etarias. — Ao avaliar essa interacdo, nao foram inseridas
nas analises multivariadas as medidas CI e LI, nem a idade 1 por possuir apenas um individuo
macho. As idades 2 e 3 foram mantidas juntas como idade 2/3. De acordo com a estatistica
descritiva, o nimero de machos e fémeas foi semelhante entre as classes etarias (Tabela 4).
Observando as médias e os desvio-padrao, ndo foi identificada predominancia no tamanho de
machos ou de fémeas dentro das classes etarias, nem ao comparar os sexos em diferentes idades.
Independente da classe etéria, a amplitude das medidas sempre apresentou sobreposi¢ao entre
os sexos. A diferenga entre as médias dos sexos em cada uma das idades foi, na maioria dos
casos, menor que 0,1 mm (idade 2/3: 14 medidas; idade 4: 16 medidas; idade 5: 10 medidas;
idade 6: 14 medidas).

A MANOVA foi significativa (f=1,607; p=0,0001), porém o teste post hoc falhou em
varios casos devido ao baixo niimero de machos e fémeas por grupo. A ANOVA de dois fatores
indicou interagdo entre sexo e classe etaria significativa para as medidas CF (f=3,214; p=0,028)
e LCI (f=3,102; p=0,032). Apds detecgao da significancia encontrada para essas medidas, uma
ANOVA de um fator mostrou que ha dimorfismo sexual nas idades 4 (f=4,241; p=0,050) e¢ 5

(f=5,035; p=0,037) para LCI, e somente na idade 5 (f=8,914; p=0,008) para CF. Apesar disso,
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Tabela 4: Estatistica descritiva dos sexos nas diferentes classes etarias de Castoria angustidens do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro baseada nas 21 medidas

cranio-mandibulares.

Medid Idade 1 Idade 2/3 (n = 20) Idade 4 (n=27) Idade 5 (n=21) Idade 6 (n = 16)
g 209 3 (1) 2 (10) 3(17) 28 3 (13) o @) 7 (12)
CN 9,83 11,21=0,36 11,23 0,73 (1) 11,54 = 0,52 11,59 = 0,57 (1) 11,81 £0,52 1,62£0,62 (1)  12,02+0,13 (2) 12,05 = 0,50
CF 7,85 8,60+ 0,39 8,72 +0,38 8,76 £ 0,43 8,83 +0,42 9,14 +0,31* 8,65 +0,38* 9,44+ 0,51 8,98 + 0,42
CP 5,89 5,96 + 0,34 5,80+ 0,36 5,77 £ 0,33 5,68 +£0,38 5,87+0,51 5,86 £ 0,54 5,80+ 0,35 5,96 £ 0,34
CI 2,20 2,11+0,15 2,08+0,46 2,26+ 0,31 2,25+0,29 1,91 +0,27 2,07+0,46 1,76 £ 0,26 2,18+ 0,45

CTC 25,59 27,55+ 0,70 2705+ 1,17(2) 28,19+ 0,63 (1)  2836=0,82 (1) 28,79 + 0,89 2830+£0,77(1) 29,07+ 0,38 (2) 2920+ 041
LR 3,88 3,65+ 0,16 3.69+0,14(1)  3,62+0,19(1)  3,76+0,15(1) 375+ 0,18 3.81+0,16 3.90+ 0,18 3.90+0.23
LCI 5,47 5,52+0,18 5,55+0,16 5,51 +£0,22% 5,65 +0,15% 5,64 +0,13* 5,59+0,17* 5,70+ 0,18 5,63+0,17
LAZ 12,87 14,24 + 0,37 (1) 14,19+ 0,53 (1) 14,56 + 0,40 (1) 14,59 £ 0,35 (1) 14,93 £ 0,45 14,80 + 0,34 14,99 + 0,11 15,00+ 0,31
LMC 12,18 12,77+ 0,21 12,66 + 0,31 (1) 12,69 + 0,45 12,78 £ 0,26 12,81 £ 0,22 12,84 + 0,33 12,74 +£ 0,24 12,83 £0,23
LI 6,60 7,83 £0,73 7,31 +£0,69 7,77 £ 0,52 7,59 +0,52 7,30 £ 0,63 6,97 +0,83 7,65+ 0,68 7,58 +£0,58
CFI 521 5,96 +0,22 5,87 +0,34 6,12 + 0,34 6,25 +0,32 6,25+0,36 6,10+ 0,48 6,14+ 0,39 6,37 +0,20
CPP 3,73 4,19+0,18 430+0,23 4,25+0,22 433+0,14 4,15+ 0,07 420+0,21 4,33 +£0,37 430+0,26
CMB 5,45 6,12 % 0,40 6,22 +0,32 (1) 6,16+ 0,22 (2) 6.21+0,17 6,22+ 0,22 6,10+ 0,44 6,55+ 0,27 6,25+ 0,36 (1)
SMS 5,17 5,10+0,18 5,09+0,13 5,12+0,15 5,11+0,12 5,03+0,10 5,08+0,16 5,24 +0,23 5,19 +0,20
DIA 6,45 7,30 +0,29 7,39 +£0,40 7,66 = 0,20 7,69 + 0,34 7,97 +0,37 7,66 + 0,35 7,93 +0,16 8,13 +0,22
LAE 5,14 5,56+0,16 5,55+0,24 5,70+ 0,17 5,76 £ 0,13 6,01 £0,19 5,90+ 0,21 6,18 £ 0,11 6,19+0,16
LFI 2,17 2,31 +£0,08 2,34 +£0,14 2,30 £ 0,07 2,35+0,12 2,34+ 0,09 2,35+0,09 2,38 +0,04 2,35+0,11
AMC 8,61 9,40 £ 0,27 928030 (1)  923+035(1) 9,47 £ 0,32 9,39+ 0,27 9,44+ 0,34 9,67+0,16 9,53+ 0,37 (1)
CR 10,01 11,28 = 0,48 11,36 = 0,74 (1) 11,71 £ 0,49 11,85 + 0,45 (1) 12,10 0,43 1,81 €043 (1)  12,13£0,13 (2) 12,17+ 0,36
ccI 22,38 25.66 + 0,94 26,18+0,97 (1)  2670+0,62(1) 26,76+ 0,64 (1) 27.33 £ 095 26,57 + 0,88 27324022 2737+ 0,64
LPZ 2,48 2,69+£0,16 2,76 £0,26 2,84 +0,14 2,79 +0,17 2,83 +£0,29 2,83+0,20 2,92 +0,20 2,96 +0,19
AMM 5,01 625030 (1)  613+026(1)  636£029(1)  6,39+027 (1) 6,33 £0,22 650026 (1)  6,55+0,11 (1) 6.85+031
CMM 12,47 13,64 £ 0,28 (1) 13,65+ 0,62 13,89+ 0,37 13,89 + 0,42 14,13 +£ 0,50 14,02 + 0,44 14,16 + 0,34 14,58 £ 0,31
SM1 5,35 5,15+ 0,22 (1) 5,19 +0,13 5,24 +0,17 5,20+ 0,13 5,16 +0,18 5,20+ 0,17 5,26 £ 0,20 5,26 £0,25

Entre parénteses estd o nimero de medidas ausentes (n=ntumero de individuos por classe etéaria, & = machos por classe etéaria, @ = fémeas por classe etaria, * = valores
de probabilidade significativos para dimorfismo sexual por classe etaria, com p-valor <0,05). Na idade 1 foram dispostas as medidas do Unico individuo encontrado.

31



a estatistica descritiva para essas medidas e classes etarias apresentou sobreposicao.

A disposicdo dos dados no espagco multivariado através da ACP nado apontou
diferenciagdo entre os sexos. Os dois CPs contendo mais de 50% da variacao, CP1 (39,1%) e
CP2 (12,3%), também ndo indicaram dimorfismo sexual dentro das classes etérias (Figura 9A).
A analise discriminante resultou em dois eixos com mais de 60% da variacao (CV1 = 52,9%;
CV2 =14,3%) (Figura 9B). A variacdo contida no primeiro eixo explicou a diferenciag¢do entre
as classes etarias, porém nao foi capaz de diferenciar os sexos dentro das mesmas. Apesar disso,
as idades 4 e¢ 5 podem ser distinguidas a partir do segundo eixo de variagdo, geralmente
relacionado a forma. De acordo com os loadings, as medidas CPP e AMM foram as que mais
influenciaram o segundo eixo. Portanto, as idades 4 ¢ 5 podem ser diferenciadas a partir do
estudo da forma do osso palatino e da por¢ao posterior da mandibula. As medidas LCI e CF,
detectadas significativas para a ANOVA, nao influenciaram esse panorama. A matriz de
confusdo com jackknife apontou a diferenciacdo macho-fémea em classes para essa populagao
como pouco eficiente, sendo esse modelo capaz de classificar corretamente os individuos em
apenas 21,69% dos casos. Dessa maneira, a partir de variacdes morfoldgicas quantitativas, ndo
¢ possivel detectar dimorfismo sexual em classes etarias de adultos de Castoria angustidens na

populagdo em estudo.

Variagao Geogrdfica. — Na andlise geografica, foram avaliados 50 espécimes da classe
etaria 4 de Castoria angustidens pertencentes as populagdoes do PARNA Capara6 (Pop. 2), do
PESB (Pop. 4), do Parque Estadual (PE) Trés Picos (Pop. 7), de Nova Friburgo (Pop. 8), do
PARNASO (Pop. 9), do PARNA Itatiaia (Pop. 11), do PE Pico Parana (Pop. 13) e do PARNA
Sao Joaquim (Pop. 15).

A estatistica descritiva desses individuos indicou grande amplitude de variacao entre as
médias das medidas avaliadas, quando comparado as anélises intrapopulacionais. Apesar disso,

ocorreu sobreposicao ente médias de algumas populacdes (Tabela 5). As andlises realizadas
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Figura 9: Variacdo sexual por classe etaria da populacdo de Castoria angustidens do Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro baseada em 21 medidas cranio-mandibulares. (A) Analise de
Componentes Principais representada pelos dois primeiros componentes (CPs) contendo juntos
mais de 50% da variacdo. Os vetores (linhas verdes) indicam a influéncia de cada uma das
medidas no panorama multivariado. (B) Andlise Discriminante Canonica indicando presenga
ou auséncia de dimorfismo dentro de cada classe etéaria: idade 2/3 (quadrados alaranjados),
idade 4 (tridngulos verdes invertidos), idade 5 (circulos azuis), idade 6 (triangulos roxos),
fémeas (simbolos cheios) € machos (simbolos vazios).

com a idade 4 excluiram as medidas cranianas CI e LI, devido a grande variacgdo e irregularidade
apresentada pela morfologia do interparietal.

Para a MANOVA e a ANOVA de um fator, foram excluidas as trés populacdes da idade
4 com somente um individuo (populagdes 7, 13 e 15) por inviabilizarem estas andlises. A

MANOVA identificou diferencas significativas em pelo menos uma das médias das populagdes
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Tabela 5: Estatistica descritiva das oito populacdes de Castoria angustidens pertencentes a idade 4 com base nas 24 medidas cranio-mandibulares.

Idade 4
Medidas Pop. 2 Pop. 4 Pop. 7 Pop. 8 Pop. 9 Pop. 11 Pop. 13 Pop. 15
n=4(19,23,19) n=29(102,173,2?2) n=1(?) n=3(?) n=8229,6%) n=323a,19) n=1() n=1()
CN 11,24 +£ 0,24 11,53 £0,55 (1) 11,78 10,73 £ 0,41 10,81 + 0,27 11,36 £ 0,29 9,88 10,60
CF 8,37+0,55 8,84 £0,43 10,50 8,95+ 0,36 8,82 +0,29 8,77+ 0,96 7,66 8,78
CP 6,16 +0,26 5,73 £ 0,35 6,08 5,81 +0,52 5,65+0,31 6,13+0,57 5,86 5,30
CI 2,02+0,28 2,24+ 0,29 2,32 2,33+ 0,30 2,09+ 0,43 1,68 £ 0,46 1,87 2,55
CTC 28,11 £ 0,73 28,29+ 0,72 (2) 30,65 27,45 +0,77 27,44 £ 0,55 28,44 £ 1,42 25,59 27,34
LR 3,78+ 0,12 3,71+ 0,17 (2) 4,02 3,38+0,10 3,34+0,14 3,85+0,49 3,44 4,15
LCI 5,59+ 0,29 5,59 +£0,18 5,40 5,22+ 0,16 5,41+ 0,10 5,31+£0,12 5,17 5,61
LAZ 14,45+ 0,43 (1) 14,58 + 0,35 (2) 15,48 14,08 % 0,06 (1) 14,19+ 0,39 14,93 + 0,93 13,43 14,06
LMC 12,74 0,23 12,78 + 0,34 13,30 12,29+ 0,21 12,50 = 0,38 12,79 + 0,48 12,12 12,67
LI 7,85+0,82 7,71 £ 0,54 7,66 8,35+ 0,46 7,71 £0,71 6,65+ 1,22 (1) 7,64 7,36
CFI 5,88 £0,40 6,18+0,33 6,62 5,58+0,27 6,05+0,17 6,33+ 0,46 5,44 6,19
CPP 4,10+ 0,28 430+0,17 4,01 3,94+0,13 4,11+0,18 3,64 +0,26 3,81 3,88
CMB 6,41 +0.23 6,20+ 0,18 (2) 6,41 6,18+0,12 547+0,16 6,21+0,35 (1) 4,89 5,43
SMS 5,11+0,15 5,11 +0,12 4,60 4,76 + 0,07 5,00+£0,11 4,74 £ 0,17 4,90 4,88
DIA 7,34+ 0,29 7,67 +0,29 8,48 7,18 £ 0,06 7,41 £0,22 7,67 +0,57 6,49 7,55
LAE 5,43 +0,18 5,75 +0,14 5,99 5,57+0,18 5,39 +£0,21 5,59+£0,38 (1) 5,05 5,53
LFI 2,13+£0,16 2,34+0,11 2,39 2,11 +0,11 2,02+0,20 2,28+0,18 1,67 2,18
AMC 9,38 +£0,48 9,39 + 0,34 9,64 9,11 +£0,39 9,05+ 0,51 9,37+ 0,45 8,61 9,33
CR 11,48 + 0,46 11,76 + 0,46 (1) 13,02 10,94 + 0,42 11,26 £0,21 11,45+ 0,28 10,39 11,51
CCI 26,53 + 0,81 26,74 £ 0,60 (2) 28,92 25,96 £ 0,62 25,97+ 0,49 27,12 £ 1,46 24,13 26,00
LPZ 2714027 2.81+0,16 3,20 2,70+0,13 2,62+0,13 2,73+0,11 2,23 2,69
AMM 6,41 +£0,28 6,37+ 0,27 (1) 6,69 6,50 £ 0,22 6,41 +£0,31 6,44 + 0,43 5,83 5,72
CMM 13,94 £ 0,36 13,90 £ 0,39 15,33 13,55+£0,10 13,76 + 0,50 14,38 £ 0,88 12,63 13,25
SMI 5,13+0,18 (2) 520+0,15 X X 5,03+0,14 4,95+0,19 (1) 4,86 5,01

Entre parénteses esta o nimero de medidas ausentes (n=ntimero de individuos na populagdo, & = machos, Q = fémeas, “?” = individuos nio sexados por populag¢io).
Os numeros das populacdes correspondem aos da Figura 1: 2) Parque Nacional do Caparao, 4) Parque Estadual da Serra do Brigadeiro, 7) Parque Estadual dos Trés
Picos, 8) Sitio Xitaca, Debossan, Nova Friburgo, 9) Parque Nacional da Serra dos Orgaos, 11) Parque Nacional do Itatiaia, 13) Parque Estadual Pico Paran4, e 15)
Parque Nacional Sao Joaquim. Para as populagdes com um individuo foram dipostas somente as medidas.
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(f=2,646; p <0,001). O teste de comparagao par a par falhou para a maioria dos grupos, devido
ao baixo numero amostral de algumas populagdes. Na ANOVA de um fator, foram observadas
13 médias significativamente distintas entre as populagdes: CN (f=5,100; p=0.002), LAZ
(f=12,7; p=0,002), SMS (f=11,230; p<0,001), LAE (f=5,716; p=0,031), CFI (f=3,552; p=0,014),
LFI (f=10,81; p<0,001), DIA (f=3,647; p=0,012), LR (f=11,75; p=0,004), CR (f=4,855;
p=0,003), CPP (f=12,150; p<0,001), SMI (f=6,124; p=0,001), LCI (f=5,124; p=0,002) e CMB
(f=29,72; p<0,001). Dentre elas, a maioria estd relacionada a altera¢des de estruturas do
viscerocranio como o nasal, o arco zigomatico, o foramen incisivo, o diastema, o palatino e a
série molar (CN, LAZ, SMS, LAE, CFI, LFI, DIA, LR, CR e CPP). Apenas o CMB, uma
medida da bula timpanica, e a LCI, medida da constri¢cao interorbital, estdo relacionadas ao
neurocranio. A SMI foi a inica medida da mandibula que apresentou variagado significativa. De
acordo com o teste de comparagdes par a par de Tukey, realizado para as medidas com variagado
significativa de médias entre as populagdes, as medidas com maior poder de distingao de pares
de populagdes foram SMS, capaz de distinguir seis dos 10 pares de populacdes (2-8, 2-11, 4-8,
4-11, 8-9, 9-11); e, CMB (2-9, 4-9, 8-9, 9-11), LR (2-9, 4-8, 4-9, 9-11) e CPP (2-11, 4-8, 4-11,
9-11) capazes de diferenciar quatro pares de populacdes cada um. Os pares de populagdes com
maior nimero de medidas diferenciaveis foram 4-8 (PESB/Nova Friburgo), com 10 medidas
(todas, exceto CMB, LAE e LFI), seguido de 4-9 (PESB/PARNASO), com sete medidas (CN,
CMB, LAZ, LAE, LFI, DIA, LR) (Tabela 6).

A Anélise de Componentes Principais resumiu em dois eixos mais de 50% da variacao
entre as populacdes. O primeiro eixo (CP1), relacionado ao tamanho e responsavel por 44,2%
da variacdo, foi capaz de separar a populagdo de Nova Friburgo (Pop. 8) da populagao do
PARNA do Itatiaia (Pop. 11), a populagdo do PARNASO (Pop. 9) das populacdes do PESB
(Pop. 4) e do PARNA Caparaé (Pop. 2). Além disso, as populagdes do PE Pico Parana (Pop. 13)
e do PE Trés Picos (Pop. 7) foram distintas de todas as outras, sendo respectivamente, as

populagdes de menor e maior tamanho para a idade 4 da espécie (Figura 10A). As medidas que
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Tabela 6: Potencial de diferenciagdo dos pares de populacdes da idade 4 de Castoria
angustidens a partir das médias das medidas significativas para ANOVA de um fator e do teste
post hoc de Tukey.

Pares Medidas

de Pop. CN LAZ ILCI CMB SMS LAE CFI LFI DIA LR CR CPP SMI
2 4 X

2 8 X X

2 9 X X X

2 11 X X

4 8 X X X X X X X X X X
4 9 X X X X X X X

4 11 X X

8 9 X X

8§ 11 X

9 11 X X X X X

€,

x” corresponde as medidas cranio-mandibulares capazes de diferenciar significativamente
individuos entre cada combinagdo de populagdes.

mais influenciaram esta diferenciacdo entre essas populagdes foram CN, LR, LFI, DIA, LPZ e
CMB. Esse resultado refor¢ou aquele obtido na andlise de variancia univariada, pois todas estas
medidas, com exce¢do de LPZ, foram significativas para a diferenciacdo das populagdes. De
acordo com o segundo CP, responsavel por 11,2% da variagdo, foi possivel diferenciar a
populacao do PE Trés Picos e a populagdo do PARNA Itatiaia das outras a partir da variacao da
forma do parietal (CP), do palatino (CPP) e das séries molares (SMS e SMI) (Figura 10A).

Os resultados da Andlise Discriminante indicaram separagdo entre a maioria das
populacdes. A analise explicou em dois eixos mais de 60% da variacdo das populacdes,
contando com 47,4% para o primeiro eixo e 17,1% para o segundo (Figura 10B). As populagdes
do PARNASO (Pop. 9) e do PE Pico Parana (Pop. 13) foram aquelas com menor tamanho para
as medidas avaliadas. Estas puderam ser diferenciadas das populagdes de Nova Friburgo (Pop.
8) e do PARNA Sao Joaquim (Pop. 15), que possuem tamanho intermediario. E, por fim, as
outras popula¢des do PARNA Caparad (Pop. 2), do PESB (Pop. 4), do PE Trés Picos (Pop. 7)
e do PARNA Itatiaia (Pop. 11) foram agrupadas como as maiores da espécie. As medidas que

mais influenciaram esta variagdo do tamanho populacional foram o CN, LPZ, LR, LFI e CMB.
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Figura 10: Variacao geografica de Castoria angustidens da idade 4 baseada em 21 medidas
cranio-mandibulares. (A) Analise de Componentes Principais representada pelos dois primeiros
componentes (CPs) contendo juntos mais de 60% da varia¢dao populacional. Os vetores (linhas
verdes) indicam a influéncia de cada uma das medidas no panorama multivariado. (B) Analise
Discriminante Canonica apontando o nivel de separagao entre as populagdes: Populacao 2 -
PARNA Caparad (circulos azuis), Populacio 4 - PESB (tridngulos marrons), Populagdo 7 - PE
Trés Picos (quadrados amarelos), Populagdo 8 - Nova Friburgo (tridngulos azuis), Pop. 9 —
PARNASO (tridngulos invertidos azuis), Populacio 11 - PARNA Itatiaia (+ magenta),
Populacao 13 - PE Pico Parand (“x” rosa), Populacdo 15 - PARNA Sao Joaquim (circulos
verdes).

Esse resultado corroborou com o apontado pela ANOVA e pela ACP, indicando expansao
longitudinal e lateral do cranio na medida em que as populagdes aumentam de tamanho. Essas
alteragdes estavam relacionadas a regido do rostro e da bula timpanica. O segundo eixo da
discriminante diferenciou trés grupos distintos, sendo um deles formado pela populagdo do

PARNA Sao Joaquim (Pop. 15), outro constituido pela populagdao do PE Trés Picos (Pop. 7), e
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o ultimo deles formado pelas outras populacdes. Essa distingdo populacional sofreu maior
influéncia da LR, CFI, CMB e AMM, provavelmente relacionada as formas das estruturas
aferidas: rostro, bula timpanica e por¢ao posterior da mandibula. A matriz de confusdo com
Jjackknife apontou a diferenciacdo entre as populagdes da idade 4 de Castoria angustidens
baseada nas 21 medidas cranio-mandibulares como um modelo eficaz, sendo capaz de
classificar corretamente os individuos em 66% dos casos.

Buscando testar a hipotese de que os complexos serranos da Mata Atlantica (Serra da
Mantiqueira, Serra do Mar e Serra Geral) funcionem como unidades evolutivas distintas e que
promovam ou tenham promovido separacdo espacial em algum momento da histéria de
Castoria angustidens, foi testada a diferenciacdo morfologica cranio-mandibular entre esses
complexos. Apenas individuos da idade 4 foram selecionados para as analises. Os dados
gerados pela estatistica descritiva, apesar da sobreposicao entre valores das médias e desvios-
padrao, apontaram maiores médias para o complexo populacional da Serra da Mantiqueira em
comparacao as dos outros complexos serranos (CP, CTC, LCI, LAZ, LMC, CFI, CPP, CMB,
SMS, DIA, LAE, LFI, AMC, CR, CCI, LPZ, CMM e SMI). Por outro lado, para as populagdes
da Serra do Mar foram registradas as médias menores (CI, LR, LCI, LMC, CFI, SMS, DIA,
LAE, LFI, AMC, CR, CCI, LPZ, AMM e SMI). A populagdo da Serra Geral apresentou perfil
intermediario em relagdo aos demais complexos (Tabela 7).

Para testar a significancia da tendéncia apresentada pela média dos complexos serranos
foi realizada uma MANOVA. O resultado desta analise apontou diferencas significativas em
pelo menos uma das médias cranio-mandibulares (f=7,873; p<0,001). Como apenas dois grupos
foram testados, nao foi necessario realizar o teste post hoc de comparagao par a par. Ao verificar
a variancia das médias para as distingdes entre os complexos serranos da Mantiqueira e do Mar,
a ANOVA identificou como significativas 16 das 21 medidas: CN (f= 19,080; p<0,001), LR
(f=26,560; p<0,001), LCI (f=13,030; p=0,001), LAZ (=8,330; p=0,006), LMC (f=6,549;

0,014), CPP (£=4,947; p=0,031), CMB (£=37,310; p<0,001), SMS (f=10,400; p=0,002), DIA
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Tabela 7: Estatistica descritiva e ANOVA dos complexos serranos da Mata Atlantica de

Castoria angustidens da idade 4 baseadas nas 24 medidas cranio-mandibulares.

Idade 4
Medidas szll;ggu(::?ra Serra do Mar Serra Geral
n=36 n=13 p-valor n=1
(119,21 3,47) (2%,68,57)

CN 11,48+ 0,51 (1) 10,80 + 0,47 ok 10,60
CF 8,78 £ 0,50 8,89 £ 0,65 Ns 8,78
Cp 5,81 +0,39 5,74 £ 0,34 Ns 5,30
CI 2,17 £0,34 2,14 +£0,38 X 2,55
CTC 28,28 £0,77 (2) 27,55 +1,19 X 27,34
LR 3,73+ 0,20 (2) 3,41+0,22 o 4,15
LCI 5,57+0,20 5,35+0,14 ok 5,61
LAZ 14,60 + 0,42 (3) 14,22 + 0,55 (1) ok 14,06
LMC 12,77 £ 0,33 12,49 +£ 0,41 * 12,67
LI 7,66 £ 0,64 (1) 7,85 £ 0,64 X 7,36
CFI 6,16 +0,35 5,94 +£0,36 Ns 6,19
CPP 4,22 £0,26 4,04 £0,18 * 3,88
CMB 6,23 £ 0,20 (3) 5,66 + 0,45 ok 5,43
SMS 5,08+ 0,16 491+0,17 *ox 4,88
DIA 7,63 +0,32 7,37 £ 0,46 ok 7,55
LAE 5,70+ 0,19 (1) 5,45+0,27 kox 5,53
LFI 2,31+0,13 2,04 £0,22 ok 2,18
AMC 9,38 £0,35 9,07 + 0,47 * 9,33
CR 11,71 £ 0,45 (1) 11,25 +0,63 ok 11,51
CCI 26,75+ 0,70 (2) 26,06 + 1,10 *ox 26,00
LPZ 2,80 +0,17 2,65+0,23 * 2,69
AMM 6,38+ 0,27 (1) 6,41 +0,32 Ns 5,72
CMM 13,94+ 0,44 13,75+ 0,69 Ns 13,25
SMI 5,18+ 0,16 (3) 5,01 +0,14 (4) ok 5,01

Entre parénteses estda o nimero de medidas ausentes (n=numero de individuos por complexo

serrano, & = machos, @ = fémeas, “?”

individuos nao sexados por complexo serrano). Niveis

de significancia da ANOVA ao testar variacao geografica nos complexos serranos (ns = valores
de probabilidade ndo significativos, com p-valor > 0,05; * = valores de probabilidade
significativos, com p-valor < 0,05; ** = valores de probabilidade significativos, com p-valor <
0,01; x = valor nao incluido na analise).

(f=5,654; p=0,022), LAE (f=13,360; p<0,001), LFI (£=26,950; p<0,001), AMC (f=6,470;

p=0,014), CR (f=8,689; p=0,005), CCI (£=7,342; p=0,009), LPZ (£=6,239; p=0,016) e SMI
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(f=16,660; p<0,001). Dentre estas medidas, todas, com excecdo de CN, apresentaram maiores
médias para as populagdes do complexo da Serra da Mantiqueira.

A ACP, realizada com os trés complexos serranos, indicou diferenciagdo entre os
Castoria angustidens da Serra da Mantiqueira ¢ da Serra do Mar, apesar de pequena
sobreposi¢do. Essa diferenciacdo foi expressa a partir de dois CPs totalizando mais de 55% da
variagdo entre os grupos, sendo o CP1 com 44,2% e o CP2 com 11,2% (Figura 11A). Assim
como nos dados descritivos, o complexo da Mantiqueira apresentou dimensodes ligeiramente
maiores em relacao as da Serra do Mar, e a populacao da Serra Geral apareceu sobreposta pelas
outras duas em posi¢do intermedidria, como previsto. As medidas mais influentes nessa
conformagdo foram as mesmas geradas para o agrupamento geografico populacional. O
complexo serrano da Mantiqueira apresentou as médias de CN, LR, CMB, DIA, LFI e LPZ
maiores em relacdo as dos outros complexos serranos. Por outro lado, as medidas mais
associadas ao CP2, CP, CPP, SMS e SMI, estao relacionadas a forma do palatino, do parietal, e
a conformagao e orientacdo das séries molares superior e inferior.

A analise discriminante separou os trés complexos serranos no espaco multivariado sem
sobreposi¢do, sendo o primeiro eixo responsavel por 83,9% da variacdo e o segundo por 16,1%
(Figura 11B). O primeiro eixo isolou completamente os complexos da Serra da Mantiqueira e
da Serra do Mar. Os espécimes da Serra da Mantiqueira possuem dimensdes maiores em relagao
aos da Serra do Mar. Essas alteragdes foram detectadas nas medidas do rostro (LR, LFI e CN)
e da bula timpanica (CMB). No outro eixo, foi observada a separagdo entre o complexo da Serra
Geral quando comparado aos demais, explicada por alteragdes no rostro (LR), no palatino
(CPP), no parietal (CP), na bula timpanica (CMB) e na mandibula (AMM). A matriz de
confusdo detectou com o jackknife alta probabilidade (92%) de acerto do modelo afirmando
que os complexos serranos apresentam conformagdes morfologicas distintas dentro da espécie.
Desta maneira, Castoria angustidens foi dividida geograficamente em trés grupos com

caracteristicas morfoldgicas distintas, os complexos serranos da Mantiqueira, do Mar, e Geral.
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Figura 11: Variacdo geografica dos complexos serranos de Castoria angustidens da idade 4
baseada em 21 medidas cranio-mandibulares. (A) Anélise de Componentes Principais
representada pelos dois primeiros componentes (CPs) contendo juntos mais de 55% da variacao.
Os vetores (linhas verdes) indicam a influéncia de cada uma das medidas no panorama
multivariado. (B) Andlise Discriminante Candnica indicando o nivel de separagdo entre os
complexos serranos da Mata Atlantica: Complexo Serrano da Mantiqueira (losangos verdes),
Complexo Serrano do Mar (quadrados rosas), e Complexo Serrano Geral (asteriscos azuis).
Variagdo Interespecifica. — A andlise interespecifica da Divisdo Akodon contou com
189 espécimes de Castoria angustidens, 58 de Thaptomys nigrita e 26 de Necromys lasiurus,
totalizando 273 individuos. Os espécimes de C. angustidens foram separados em trés grupos

devido a diferenciacdo morfologica detectada entre os complexos serranos. As variagdes das

médias geradas pela estatistica descritiva indicaram Thaptomys nigrita como a menor das
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espécies, enquanto Castoria angustidens € Necromys lasiurus variaram de forma semelhante
com relagdo ao tamanho (CP, CTC, LR, LI, CPP, CMB, LAE, CCI e AMM) (Tabela 8).

O resultado da MANOVA apontou diferenca significativa em pelo menos uma das
médias das espécies (f=9,869; p<0,001). O teste par a par de Hotelling apresentou valores
significativos entre os pares de populagdes 1-2, 1-4, 1-5, 2-4, 2-5, 3-5 e 4-5, sendo as populagdes
1, 2 e 3 formadas por Castoria angustidens dos complexos da Mantiqueira, do Mar e Geral,
respectivamente, a populacao 4 por Necromys lasiurus da EPTEA MP, e a populagdao 5 por
Thaptomys nigrita do PESB, com p-valor menor que 0,001 para todos os pares. De acordo com
a ANOVA de um fator, as medidas que influenciaram a diferenciagdo do maior nimero de pares
de populagdes foram LAZ (9 pares), LFI (8 pares), LCI, LMC, AMC, CPP, LPZ e SMI (6 pares)
(Tabela 8). Os pares de populagdes diferencidveis pelo maior nimero de medidas foram
Castoria angustidens da Mantiqueira e Thaptomys nigrita (19 medidas), C. angustidens do Mar
e T nigrita (19 medidas), N. lasiurus e a T. nigrita (18 medidas), e C. angustidens da Serra
Geral e T nigrita (17 medidas). Por outro lado, os pares de espécies formados pelas populagdes
dos complexos serranos de C. angustidens contaram com o menor numero de medidas capazes
de diferencia-los (Tabela 9).

A disposicao dos dados no espago multivariado resumiu a variagdo entre os tdxons em
dois CPs contando com mais de 80% de variagao, sendo o CP1 com 72,9% ¢ o CP2 com 8,8%
(Figura 12A). O primeiro componente separou 7Thaptomys nigrita das duas outras espécies,
apontando esta, como a menor delas. As medidas que mais influenciaram tal disposi¢ao foram
CR, CN, LFI, SMS e SMI, sendo estas menores em 7. nigrita. O outro CP, separou Necromys
lasiurus das outras espécies apontando distingdes na forma das estruturas cranianas quando
comparadas entre si. Essas variagdes estao relacionadas ao viscerocranio, mais especificamente
aos ossos nasal (CN), frontal (CF), diastema (DIA) e ao formato da placa zigomatica (LPZ).

Os dois eixos de variagdo da anélise discriminante apresentaram resultado similar ao da

ACP. A tinica distingdo foi detectada no primeiro eixo, capaz de diferenciar através do tamanho
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Tabela 8: Estatistica descritiva de Castoria angustidens, Necromys lasiurus € Thaptomys nigrita, baseada nas 24 medidas cranio-mandibulares e comparagao destas
com as médias do holotipo de C. angustidens, depositado no Museu Britanico de Historia Natural (BMNH).

Castoria angustidens

Necromys lasiurus Thaptomys nigrita
. Holétipo C. angustidens Serra da Mantiqueira Serra do Mar Serra Geral
Medidas
(Thomas 1902) leucogula
BMNH 3.7.1.66 MN 2513 n=134 n=33 n=2 n =26 n=3%
3 3 472,76 3,11 7) (11 2,24 3,18 ?) 12,172 (79,143,5? (18 9,374,397

CN 11,5 11,13 11,51 £0.63 (10) 11,13+£0,61 (4) 10,50 + 0,14 9,13 +£0,49 8,60+ 0,43 (5)
CF - 8,63 8,75+0,50 8,91+0,49 8,75+ 0,04 10,62 + 0,56 7,42 £0,40
CpP - 5,46 5,88+ 0,41 5,66+0,37 5,67 £0,52 5,32+ 0,27 4,86 +0,38
CI - 1,93 2,10+ 0,37 2,08 +0,34 2,22 + 0,47 1,88 £ 0,29 1,32+0,32

CTC 27 - 28,31+ 0,96 (14) 27,87 + 0,96 (4) 26,82 +0,74 27,49 £ 1,12 23,24+ 0,96 (1)
LR - 3,43 3,76 £0,20 (5) 3,53+0,21 3,91+0,34 3,91+£0,21 3,59+0,17
LCI 5,3 5,25 5,54+0,21 5,38+ 0,23 (1) 5,48 +£0,19 4,78 +£0,31 4,98 +0,36

LAZ 13,5 13,88 14,58 + 0,50 (6) 14,34 + 0,61 (3) 13,78 £ 0,40 15,21+0,74 (1) 12,88 £0,55(2)

LMC 12,5 11,86 12,72 £ 0,32 (2) 12,44 + 0,36 12,27+ 0,57 12,79 £ 0,41 11,33 +£0,29 (1)

LI - 7,11 7,60 £ 0,76 (1) 7,74 +£0,71 7,42 £ 0,09 7,54+ 0,43 6,64 +0,76 (1)
CF1 6 5,76 6,12+ 0,37 6,01 +£0,37 6,11 £0,11 6,27+ 0,40 4,94 + 0,34
CPP - 4,28 4,20+0,28 4,13+£0,27 (1) 3,78 £0,14 3,99 £ 0,24 3,45+0,27
CMB - - 6,23 £0,31 (7) 5,69+0,47 5,55+0,17 5,62 +0,22 (1) 4,92+0,16
SMS 4,6 4,65 5,08 £ 0,21 4,87 +0,25 491+ 0,04 4,75+0,18 3,65+0,12
DIA 7,10 7,39 7,64 +0,43 7,56 £0,51 7,36 £ 0,28 8,32+ 0,48 7,00 £ 0,43
LAE - 5,25 5,79+£0,29 (1) 5,62 +0,30 5,36 £ 0,25 5,81+ 0,30 4,73+0,21
LFI - 1,95 2,30 £ 0,14 2,08+0,17 2,23 +0,06 1,99+ 0,14 1,60 + 0,09

AMC - - 9,39+0,35 4) 9,08 £ 0,38 9,12 +£0,30 9,46 + 0,31 (1) 7,85+£0,23 (1)

CR - 11,13 11,70 £ 0,57 (10) 11,54 +£ 0,62 (4) 11,16 £ 0,50 10,40 + 0,49 8,23+£0,39(5)

CCI - - 26,63 + 1,02 (4) 26,36 + 0,90 (1) 25,76 £ 0,35 26,34 £ 1,16 22,50 £ 1,03 (1)
LPZ - 2,73 2,79 £0,21 (1) 2,78+ 0,23 2,66 + 0,05 3,10+ 0,22 2,48 £0,20
AMM - - 6,43 £0,35 (7) 6,43 +£0,32 (2) 5,98 £0,37 6,45+ 0,35 5,58 +0,37
CMM - 13,47 13,98 £ 0,53 (2) 13,84 £ 0,59 (2) 13,65 + 0,56 15,01 £0,72 12,43 £ 0,56
SMI - 4,93 5,18+ 0,19 (26) 5,01 £0,22 (18) 5,10+£0,12 4,86 +0,18 3,73+0,13

Entre parénteses estd o nimero de medidas ausentes (n=ntumero de individuos por populagdo, & = machos, @ = fémeas, “?” = individuos ndo sexados por populacio).
Para as populagdes com um individuo foram tabeladas somente as medidas.
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Tabela 9: Potencial de diferenciacdo dos pares de populacdes de espécies da Divisao
Akodon a partir das médias das medidas significativas para ANOVA de um fator e do teste
post hoc de Tukey.

Pares de Populacdes

Medidas
1-2 1-3 1-4 1-5 2-3 2-4 2-5 3-4 3-5 4-5

CN X X X X X X X

LAZ X X X X X X X X X
LCI X X X X X X
CF X X X X X X X
Cp X X X X

CMB X X X X X X X
SMS X X X X X
LAE X X X X X
CFI X X X
LFI X X X X X X X
DIA X X X X X

LMC X X X X X X

AMC X X X X X X
LR X X X X
CR X X X X X X X
CCI X X X X
CPP X X X X X X
LPZ X X X X X

CMM X X X X X X

AMM X X X
SMI X X X X X X

€C, 9

x” corresponde as medidas cranio-mandibulares capazes de identificar
significativamente individuos entre cada combinagdo de populagdes nas diferentes
espécies da Divisao Akodon. Populagao 1: Castoria angustidens da Serra da Mantiqueira;
Populagdo 2: Castoria angustidens da Serra do Mar; Populacdo 3: Castoria angustidens
da Serra Geral; Populacao 4: Necromys lasiurus da EPTEA Mata do Paraiso; Populacao
5: Thaptomys nigrita do PESB.

as trés espécies explicando 81,4% da variacdo. Ambos os eixos resumiram mais de 96%
da variagdo interespecifica testada a partir das medidas cranio-mandibulares (Figura 12B).
A matriz de confusdo apontou a combinacdo das medidas utilizadas nesse trabalho como
um modelo eficiente para a separagdo dessas espécies de Akodontineos, classificando
corretamente os dados com uma taxa de 91,63% de acerto (jackknifed). Nestas andlises,
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as trés populagdes de C. angustidens apresentaram pequena distingdo no panorama
multivariado indicando a diferenciagao morfoldgica observada nas anélises geograficas
como fator de variagdo morfologica da espécie, nao sendo suficientes para distinguir

novos taxons dentro desta espécie.
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Figura 12: Variagdo geografica interespecifica entre Castoria angustidens, Necromys
lasiurus e Thaptomys nigrita baseada em 21 medidas cranio-mandibulares. (A) Anélise
de Componentes Principais representada pelos dois primeiros componentes (CPs)
contendo juntos mais de 80% da variagdo. Os vetores (linhas verdes) indicam a influéncia
de cada uma das medidas no panorama multivariado. (B) Analise Discriminante Candnica
indicando o nivel de separagdo das populacdes de cada uma das espécies: Populagdes de
Castoria angustidens do complexo serrano da Mantiqueira (losangos verdes), da Serra do
Mar (quadrados rosas) e Geral (asteriscos azuis); Populacao de Necromys lasiurus da
Estacdo de Pesquisa, Treinamento e Educagao Ambiental Mata do Paraiso (circulos azuis);
e a Populacao do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro de Thaptomys nigrita (triangulos
alaranjados).
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Molecular

Rede de Haplotipos. — O gene cytb foi sequenciado em 26 individuos de Castoria
angustidens contando com 1140 pares de base (pb), sendo 1042 pb conservados e 98 pb
variaveis. Além do sequenciamento desse gene, foram obtidas no gemnbank quatro
sequéncias da espécie. Dentre as 30 sequéncias foram identificados 18 haplotipos
distintos, sendo cinco deles pertencentes a populagao do PARNA Caparao, outros cinco a
populagdo do PESB, quatro a populagdao do Pico Parand, dois a populagdes do Rio de
Janeiro, um a populagdao de Santa Catarina e outro a populacdo do Rio Grande do Sul
(Figura 13) (Tabela 10). A rede haplotipica apontou para separacgao de trés grupos, sendo
o primeiro deles formado por espécimes da populagcdo do Pico Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul. Este grupo apresentou grande distancia (23 pb) do proximo grupo,
formado por individuos do PARNA Capara6 e do PESB. Este tltimo esta interligado com
o terceiro grupo a partir de um individuo do PARNA Capara6 e contém individuos de
populagdes do Rio de Janeiro. Haplotipos compartilhados entre as populagdes do PESB
e do PARNA Caparad, e entre as populagdes do Pico Parané e de Urubici apontam para

presenca de fluxo génico entre essas populagdes (Tabela 10).

Reconstrugoes Filogenéticas. — A andlise de Inferéncia Bayesiana (IB) do cytb
indicou a formacao de trés clados estatisticamente suportados dentro de Castoria
angustidens, sendo o primeiro formado por individuos das populagdes do PESB e do
PARNA Capara0; o segundo, por populacdes do Rio de Janeiro e por apenas um individuo
do PARNA Capara0; e por fim, um clado formado por espécimes provenientes do Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Figura 14). Dentre estes clados, dois estdo mais
proximos, sendo o primeiro (PARNA Caparaé e PESB) mais préximo filogeneticamente

do segundo (RJ e PARNA Caparad) quando comparados ao clado da regiao sul (PR, SC
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e RS). Nessa filogenia, C. angustidens foi alocado como grupo irmao de Deltamys. Juntos,
esses géneros formaram o clado irmado do género Akodon. Essa topologia gerou uma
politomia entre os géneros Thaptomys, Thalpomys, Podoxymys ¢ Necromys, nao sendo
possivel apontar relagdes entre esses taxons.

Da mesma forma que a IB, a analise filogenética de Méaxima Verossimilhanca (ML)
do cytb definiu trés grupos de C. angustidens idénticos com altos valores de bootstrap, e
apontou Deltamys como género irmao da espécie (Figura 15). Ao contrario da IB, a anali
se de ML apresentou posicoes filogenéticas distintas para os géneros Thaptomys,

Thalpomys, Necromys e Podoxymys.

MN78697 MN78694

MN78702

MN78685
MN69673 MZUFV1231
MZUFV1153
MNB9584 /
MNB9597
EF101889 MZUFV1155

T2

MZUFV1298

KJ936954
MZUFV1645

MNB9621

@
@
AF184058 @
AY273908

Figura 13: Rede de haplotipos do gene cytb de Castoria angustidens construida a partir
do critério da parcimdnia utilizando o método TCS. Cada circulo corresponde a um
haplotipo. O tamanho do circulo ¢ proporcional a frequéncia dos haplétipos e os tragos
entre os circulos indicam o nimero de diferengas entre os mesmos. As cores indicam as
diferentes populacdes ao longo da distribui¢do da espécie: Pico Parana (azul), Santa
Catarina (amarelo), Rio Grande do Sul (verde), PESB (rosa), e PARNA Capara6 (roxo).
Os individuos estdo referenciados com os seus numeros de tombo nas respectivas
colecdes ou com o numero de registro do genbank.
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Tabela 10: Lista de haplotipos de Castoria angustidens com as respectivas frequéncias e

procedéncias.
Haplotipos  Frequéncia N° de Tombo Procedéncia
Hl1 9 MZUFV 1155 Fazenda da Neblina, PESB, MG
MZUFV 1151 Fazenda da Neblina, PESB, MG
MZUFV 1294 Serra das Cabecas, PESB, MG
MZUFV 1249 Serra das Cabecas, PESB, MG
MN 69654 Terreirdo, PARNA Caparad, MG
MN 69655 Terreirdo, PARNA Caparao, MG
MN 69657 Terreirdo, PARNA Caparao, MG
MN 69666 Terreirdo, PARNA Caparad, MG
MN 69667 Terreirao, PARNA Caparad, MG
H2 1 MZUFV 1231 Fazenda da Neblina, PESB, MG
H3 3 MZUFV 1153 Fazenda da Neblina, PESB, MG
MZUFV 1150 Fazenda da Neblina, PESB, MG
MZUFV 1281 Fazenda da Neblina, PESB, MG
H4 1 MZUFV 1298 Fazenda da Neblina, PESB, MG
H5 1 MZUFV 1645 Fazenda Brigadeiro, PESB, MG
Ho6 1 MN 69584 Terreirdo, PARNA Caparad, MG
H7 1 MN 69597 Terreirdo, PARNA Caparao, MG
HS 1 MN 69621 Terreirdo, PARNA Caparao, MG
H9 2 MN 69640 Terreirdo, PARNA Caparao, MG
MN 69669 Terreirdo, PARNA Caparad, MG
H10 1 MN 69673 Terreirdo, PARNA Caparad, MG
H11 1 AF184058 Rio de Janeiro, RJ
H12 1 AY273908 PARNASO, Teresopolis, RJ
H13 1 MN 78697 PE Pico Parana, PR
H14 1 MN 78694 PE Pico Parana, PR
H15 1 MN 78702 PE Pico Parana, PR
H16 1 MN 78685 PE Pico Parana, PR
H17 2 EF 101889 Urubici, SC
MN 78693 PE Pico Parana, PR
H18 1 KJ936954 Rio Grande do Sul

Todos os individuos estdo listados com o numero de tombo ou numero de acesso do

genbank.
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Necromys lasiurus KF815437
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Figura 14: Relagdes filogenéticas entre os individuos da Divisdo Akodon a partir da
arvore consenso gerada pela Andlise de Inferéncia Bayesiana do gene cytb utilizando o
modelo de substituicao nucleotidica GTR + G + 1. Os valores dos nos correspondem as
probabilidades posteriores (>0,95). As por¢des coloridas englobam grupos de espécimes
de Castoria angustidens separados em ramos distintos. A arvore foi enraizada em
Oxymycterus judex, considerado como grupo externo.
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Figura 15: Relagdes filogenéticas entre os individuos da Divisdo Akodon a partir da
arvore consenso gerada pela Analise de Maxima Verossimilhanga do gene cytb utilizando
o modelo de substitui¢ao nucleotidica GTR + G + 1. Os valores dos nds correspondem
aos valores de bootstrap. A arvore foi enraizada em Oxymycterus judex, considerado

COMmo grupo externo.

Nessa conformacao filogenética, o género Thalpomys apareceu como grupo irmao de

Necromys, o género Thaptomys como grupo irmdo do clado (4kodon + (Castoria +

Deltamys)), o género Podoxymys como grupo irmao do clado (Thaptomys + (Akodon +

(Castoria + Deltamys))). Apesar disso, os valores de bootstrap gerados para essas
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relagdes foram baixos, menores do que 55.

As analises morfoldgicas apontaram separagdes entre as populagdes do complexo
da Serra da Mantiqueira, Serra do Mar e Serra Geral. Quando esses grupos tiveram suas
sequéncias de cytb comparadas foi possivel observar diferencas entre os valores das
distancias-p intra e intergrupos. Apesar disso, todos os valores de distancia entre grupos
foram menores do que a distancia-p entre as espécies da Divisao Akodon, indicando, com
base no cyth, a ndo ocorréncia de outras espécies em Castoria (Tabela 11) (Apéndice

VIID).

Tabela 11: Valores da distancia molecular (p) dentro e entre os grupos de populacdes de
Castoria angustidens observados nas analises morfologicas geograficas.

Grupos Morfologicos Serra da Mantiqueira  Serra do Mar  Serra Geral

Serra da Mantiqueira 0,005
Serra do Mar 0,036 0,029
Serra Geral 0,039 0,021 0,015

Para o fgb foram sequenciados nove espécimes de Castoria angustidens sendo trés
deles do PARNA Capara6, outros trés do PESB e mais trés do PE Pico Parana. As
sequéncias obtidas apresentaram alto grau de conservagdo, exibindo 671 pb totais, dos
quais 667 constituiram bases conservadas e apenas duas delas apresentaram variagdes.
Nenhuma das posicdes (sites) exibiram informagdes parcimoniosas. A elevada
similaridade entre as sequéncias apontou a existéncia de apenas um haplotipo do gene
para a espécie.

Os resultados das analises de IB e ML foram bastante similares. Ambos apontaram
para Castoria angustidens como grupo irmao de Akodon azarae e o género Deltamys
como grupo externo de (Castoria + Akodon), sendo todas essas relagdes filogenéticas
bem suportadas estatisticamente através dos valores de probabilidade posterior e de
bootstrap (Figuras 16 e 17). A Uinica distingdo entre os dois métodos foi a relacdo entre

os espécimes de Castoria angustidens. Na IB todos espécimes estavam inseridos dentro
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Deltamys sp. LMT389

Akodon azarae K1614619

—MZUFV1150 FN PESB
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LMN69654 PARNA Caparad
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Figura 16: Relacdes filogenéticas entre os individuos da Divisdo Akodon a partir da
arvore consenso gerada pela Analise de Inferéncia Bayesiana do gene fgb utilizando o
modelo de substituicdo nucleotidica T92. Os valores dos nods correspondem as
probabilidades posteriores (>0,95). A arvore foi enraizada em Necromys lasiurus,
considerado como grupo externo do clado.

de uma politomia, enquanto na ML a politomia ndo agrupou todos os individuos sendo
MZUFV 1150 e MZUFV 1645, provenientes do PESB, diretamente relacionados a MN
69655 do PARNA Caparad.

Foram geradas trés sequéncias do ragl/ em Castoria angustidens, todas
provenientes do PESB, sendo duas delas coletadas na Fazenda da Neblina e uma na Serra
das Cabecas. Dos 1254 pb obtidos, 1247 foram detectados como posi¢des conservadas ao
longo da sequéncia, enquanto trés posi¢des variaram. Nao foi encontrado /ocus com
informacgdes parcimoniosas. Apesar do baixo numero de sequéncias de ragl na espécie,

a rede de haplotipos gerada apontou para a ocorréncia de trés haplotipos distintos (H1:
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MZUFV 1231; H2: MZUFV 1150; H3: MZUFV 1294) (Figura 18).

— Deltamys sp. LMT389

Akodon azarae K1614619

MZUFV1150 FN PESB

89

MZUFV1645 FB PESB

98

MN69655 PARNA Caparad

MN1294 SC PESB

93

MN69654 PARNA Caparad Castoria angustidens

MN69657 PARNA Caparad

MN78693 Pico PR

97 |MN78685 Pico PR

MN78694 Pico PR

Necromys lasiurus JAO1692

0.02

Figura 17: Relagdes filogenéticas entre os individuos da Divisdo Akodon a partir da
arvore consenso gerada pela Analise de Maxima Verossimilhanga do gene fgb utilizando
o modelo de substituicao nucleotidica T92. Os valores dos nos correspondem aos valores
de bootstrap. A éarvore foi enraizada em Necromys lasiurus, considerado como grupo
externo do clado.
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MZUFV 1231 MZUFV 1150 MZUFV 1294

Figura 18: Rede de haplétipos do gene ragl de Castoria angustidens construida a partir
do critério da parcimdnia utilizando o método TCS. Cada circulo corresponde a um
haplétipo. O tamanho do circulo ¢ proporcional a frequéncia dos haplotipos (f=1) e os
tracos entre os circulos indicam o nimero de diferencas entre os mesmos. As cores
indicam as diferentes populagdes dos espécimes sequenciados ao longo da distribui¢ao
da espécie: Fazenda da Neblina, PESB (rosa escuro); Serra das Cabecas, PESB (lilas). Os
individuos estdo referenciados com os respectivos numeros de tombo.

As andlises de ML e IB comparando as sequéncias de rag/ em Castoria
angustidens geraram topologias consenso idénticas e com alto suporte estatistico (Figura
19). Esta arvore filogenética ndo apontou distingdes entre os espécimes de C. angustidens
originando uma politomia. Os géneros Necromys e Thaptomys foram alocados como
grupos irmdos e como o clado irmao de Castoria, diferente do esperado. Isso ocorreu
provavelmente em detrimento da auséncia de sequéncias de ragl/ de géneros como
Thalpomys e Deltamys na anélise. As espécies do género Akodon foram detectadas nas
analises como grupo irmao do clado (Castoria angustidens + (Necromys + Thaptomys)).
As relagdes intragénero corroboraram com as topologias ja conhecidas (Coyner et al.
2013). Nao foi possivel realizar a andlise concatenada entre os genes diante da
incompatibilidade de sequéncias dos mesmos espécimes disponiveis, principalmente para

os genes ragl e fgb, ainda pouco sequenciados para os roedores Akodontineos.
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—MZUFV1231
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MZUFV1150 Castoria angustidens
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Necromys amoenus KC953529
1/83

Thaptomys nigrita KC953588
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0,97/78 Akodon kofordi KC953472
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0.003

Figura 19: Relagdes filogenéticas entre os individuos da Divisdo Akodon geradas a partir
da arvore consenso da Andlise de Maxima Verossimilhanga e da Inferéncia Bayesiana do
gene ragl utilizando do modelo de substituicao nucleotidica K2 + G. Os valores dos nds
da arvore correspondem aos valores de bootstrap seguidos dos valores de probabilidade
posterior. A arvore foi enraizada em Oxymycterus hiska, considerado como grupo externo
do clado.

DISCUSSAO
Variagdo Intrapopulacional
Um dos grandes desafios da biologia ¢ a definicdo do conceito de espécie diante
da diversidade de proposicdes existentes (nimero de conceitos > 50). Independente do
conceito a ser utilizado, o principal € separar grupos de individuos de acordo com suas
“descontinuidades”. Para definir esses grupos de ‘“descontinuidades” denominadas
espécies ¢ mandatério entender a amplitude de variagdo intraespecifica do tipo
populacional, que pode estar relacionada a ontogenia e/ou dimorfismo sexual, para entdo

verificar a variagao do tipo geografica (e.g.: Marroig 2016). Estudos taxondmicos como
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estes sao extremamente relevantes em meio a descrigcoes ¢ sinonimizagdes de inimeras
espécies de roedores sigmodontineos. O roedor Akodontineo Castoria angustidens,
apesar de descrito hd mais de um século (Winge 1887; Thomas 1902) ndo contava com
estudos descritivos da espécie propondo uma pesquisa sistematica intrapopulacional e
geografica. Dessa maneira, torna-se relevante o estudo de fontes de variagdes fenotipicas
genéticas e nao-genéticas envolvendo respectivamente o sexo (dimorfismo sexual) e a
ontogenia (variagdo etaria) (Mayr 1969). Além disso, a utilizagdo de mais de uma fonte
de dados, morfoldgicos e moleculares por exemplo, torna mais robusto a delimitacdo do
conjunto de caracteres que definem a espécie apresentando dados mais fidedignos de sua
historia evolutiva.

A analise qualitativa da série molar superior de Castoria angustidens delimitou,
nesse estudo, seis classes etarias com acelerado desgaste das estruturas oclusais ao longo
do processo ontogenético. O elevado grau de desgaste das cuspides e lofos pode estar
correlacionado a uma dieta composta por itens alimentares abrasivos, como ocorre em
outros roedores Akodontineos (e.g.: Myers 1989). H4 poucas informagdes registradas
sobre a alimentagdo da espécie, que ¢ relatada at¢é o momento, genericamente, como
insetivora onivora (Paglia ef al. 2012). Um experimento testando o consumo alimentar de
nove individuos da espécie, provenientes do Parque Estadual de Intervales, Sao Paulo,
apontou preferéncia da espécie por polpas de frutos e sementes pequenos € médios com
diametro menor que 10 mm (Vieira ef al. 2003). O fato desses individuos de Castoria
terem consumido os itens vegetais oferecidos nao necessariamente reflete a condicdo em
ambiente natural. Além disso, ndo ha trabalhos analisando contetido fecal ou estomacal
da espécie, os quais forneceriam informagdes mais precisas e robustas sobre a dieta desses
animais.

Diferente das seis classes etarias descritas nesse trabalho, Pardinas e
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colaboradores (2016) determinaram apenas trés classes (3, 4 e 5) baseadas em
Zygodontomys (Voss 1991). O maior nimero de classes etdrias no presente trabalho esté
provavelmente relacionado ao maior nimero populacional analisado quando comparado
aos anteriores. Quanto maior o niumero amostral, maior ¢ tendéncia de se encontrar
variacoes morfologicas. As trés classes etarias delimitadas por Pardifias e colaboradores
(2016) (3, 4 ¢ 5) correspondem as idades 3, 4 e 5 descritas nesse trabalho. Assim, nessa
nova amostra foram encontrados individuos mais jovens delimitando as idades 1 e 2, e
individuos mais velhos delimitando a idade 6. A detec¢ao do anteroflexo mediano no
procingulo dos molares em classes etdrias iniciais (idades 1, 2 e 3) ¢ revelante visto que
sua auséncia tem sido utilizada como caracteristica dentaria apomorfica da espécie
(Christoff et al. 2000; Pardifas et al. 2015; Pardinas et al. 2016). A auséncia de
anteroflexo mediano foi utilizada para apontar distingdes entre a denticdo de Castoria
angustidens ¢ Akodon paranaensis (Christoff et al. 2000); para diferenciar Castoria de
outras espécies do género Akodon (Pardifias et al. 2015); e como caracteristica diagndstica
da espécie na recente sinonimizagdo (Pardifias et al. 2016). A utilizacao desta apomorfia
em trabalhos prévios pode estar relacionada ao baixo numero de individuos jovens,
indicando a importancia do resultado e da amostragem deste estudo.

Outra variagdo na morfologia dentaria encontrada em alguns individuos de
Castoria angustidens foi o enterostilo, sempre reduzido independente da classe etaria
(MZUFV 510, 541, 638, 1148, 1280, 1299, 1648, 1988, 2463 e 2552). Apesar de descrita
por Hershkovitz (1990) como uma caracteristica comum dentre os akodontineos, o
enterostilo ndo foi descrito para alguns dos géneros da Divisdo Akodon: Deltamys,
Necromys, Thaptomys e Podoxymys (Pérez-Zapata et al. 1992). Esta estrutura foi relatada
em individuos jovens de Akodon polopi, um Akodon do grupo boliviensis (Jayat et al.

2010), e no género Thalpomys (Hershkovtiz 1990). Em Akodon paranaensis, a estrutura
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morfologicamente correspondente, o ectolofideo, foi detectada no m1 (Christoff et al.
2000). Nao ha informagdes sobre distingdes funcionais no processo mastigatorio
relacionados a ocorréncia desse estilo. De forma geral, o enterostilo pode ser considerado
ausente na maioria dos individuos de Castoria. Sua presenca em alguns espécimes foi
considerada como uma variacao da morfologia dentaria ocorrendo em baixa frequéncia.
Além disso, variagdes morfologicas como estas tendem a aparecer na medida em que o
tamanho da amostra aumenta.

O crescimento cranio-mandibular continuo ¢ comum em roedores (Manduca 2008;
Prado & Percequillo 2011; Libardi 2013; Percequillo et al. 2017) e, como neste estudo,
ha sobreposi¢ao entre as classes etarias. O crescimento e o desenvolvimento ontogenético
do cranio de roedores sigmodontineos ocorre de maneira distinta quando comparados
neurocranio e viscerocranio, sendo o ultimo mais influenciado devido a maior correlagao
morfologica com o processo mastigatdrio (Zelditch & Carmichael 1989; Hallgrimsson et
al. 2009; Garcia et al. 2014). O neurocranio, constituido pela caixa craniana e regiao
interorbital, ¢ formado durante o processo pré-natal, finalizando seu desenvolvimento
logo ap6s o nascimento dos filhotes e anteriormente a erup¢ao completa da série molar,
apresentando crescimento determinado. Dessa maneira, essa por¢ao do cranio ¢
proporcionalmente maior em filhotes € ndo apresenta variagao significativa no restante
do processo ontogenético. Distintamente, o viscerocranio tem maior parte do seu
desenvolvimento iniciado quando os individuos sdo jovens, apresentando modificagdes
até seu ultimo estagio de desenvolvimento (Voss 1991). Portanto, alteracdes morfologicas
no tamanho e/ou na forma restritas ao viscerocranio encontradas em Castoria angustidens
seguem o mesmo padrao de desenvolvimento encontrado no processo ontogenético de
roedores sigmodontineos.

As mudancas ontogenéticas cranio-mandibulares da populacio do PESB
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indicaram o alongamento antero-posterior e o alargamento do viscerocranio. A expansao
longitudinal do cranio com o envelhecimento dos individuos foi observada com o
aumento de tamanho do osso nasal (CN), do diastema (DIA) e da placa zigomatica (LPZ).
Por outro lado, a expansao do cranio em seu eixo transversal foi evidenciada na série
ontogenética através de variagdes de tamanho significativas do rostro (LR), do arco
zigomatico (LAZ) e do osso palatino (LAE). Expansdes das estruturas cranio-
mandibulares estdo diretamente relacionadas ao desenvolvimento e ancoramento da
musculatura massetérica responsavel por mais de 60% do processo mastigatério nos
roedores (Turnbull 1970). O conjunto de musculos massetéricos desempenha papel
crucial no sucesso adaptativo dos sigmodontineos na medida em que condiciona um
processo de mastigacao exclusivo propiciando ao grupo ampla diversidade alimenticia
(Cox 2012).

Duas das 23 medidas cranianas, LI e CI, referentes ao osso interparietal, foram
removidas tanto das analises de variagdo etaria quanto das de dimorfismo sexual por
apresentarem relagdes inversamente proporcionais (negativas) ao crescimento do cranio
mascarando influéncias de outras medidas no estudo da variacdo populacional. O
entendimento do processo embrioldgico desse osso em mamiferos € recente (Koyabu et
al. 2012), e sugere que em roedores o interparietal ¢ formado por quatro elementos, dois
mediais e dois laterais. Segundo estes autores, ao longo do processo embrioldgico os dois
elementos mediais fundem entre si e posteriormente se unem aos elementos laterais
formando um osso tnico curto e alongado. Durante esse processo pode ocorrer fusao dos
elementos laterais com os 0ssos supraocciptal e/ou com o préoprio parietal. Baseando-se
nessa descri¢do, a variagdo no tamanho observada nos ossos interparietais de Castoria
angustidens pode estar relacionada a sobreposicdo do supraocciptal ao parietal.

Entretanto, essa hipdtese ndo se aplicou a este estudo, uma vez que, o osso parietal foi
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mensurado ao longo das classes etdrias e ndo apresentou variagao.

De acordo com as analises quantitativas dos parametros cranianos ndo foi
detectado dimorfismo sexual significativo em Castoria angustidens. Quando esse carater
foi analisado dentro de cada uma das classes etarias, foram detectadas pequenas
diferencas entre machos e fémeas nas idades 4 e 5, porém esses indicios ndo apresentaram
suporte estatistico. Apesar da auséncia de dimorfismo sexual nessa espécie, € importante
testar a variagdo sexual intraespecifica, visto que alguns estudos da subfamilia detectaram
dimorfismo. Em Necromys lasiurus, por exemplo, foi detectado dimorfismo sexual em
duas das cinco classes etarias descritas para a espécie, provavelmente relacionado a algum
nivel de competi¢ao reprodutiva entre machos, usualmente refletindo no tamanho das
fémeas da populacdo (Libardi 2013). Outra ocorréncia de variagdo sexual foi observada
em todas as classes etarias analisadas em populagdes de Cerradomys subflavus, um
roedor da tribo Oryzomyini (Camardella et al. 1998). Entretanto, a diferenciagdo entre
sexos em roedores sigmodontineos nao ¢ comum (Voss 1988). A auséncia de dimorfismo
sexual na maioria dos sigmodontineos pode estar relacionada a desvantagem desse tipo
de selecao sexual. Em mamiferos, a variacao macho-fémea esta correlacionada a espécies
de maior porte (Weckerly 1998), sendo fémeas maiores que machos em resposta ao alto
custo energético exigido pela gestacdo e lactacdo (Anderson 1994). Independente da
selecao sexual ser estimulada a partir da competi¢do por parceiros ou por recursos,
variacoes de tamanho serdo detectadas nas fémeas. E esse aumento de tamanho esta, por
sua vez, relacionado a diminui¢ao na taxa de fecundidade das fémeas (Fairban et al. 2007).
Ao considerarmos a elevada taxa reprodutiva dos pequenos roedores, diminuicoes da taxa
de fecundidade das fémeas poderiam alterar a taxa de sobrevivéncia e consequentemente
o tamanho e a composicdo dessas populacoes. Portanto, o dimorfismo sexual ndo ¢

evolutivamente vantajoso para a maioria das espécies de roedores Sigmodontinae.
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Variagao Geografica

A comparagdo entre populagdes de Castoria angustidens pertencentes a idade 4
apresentou diferenciagdes morfologicas capazes de distinguir trés grandes grupos. O
primeiro grupo foi composto pelas populagdes maiores em tamanho craniano, restritas ao
norte da distribuicao da espécie, em Minas Gerais e no Espirito Santo (PARNA Capara0,
PESB e PARNA Itatiaia). Os outros dois grupos, ambos provenientes do Rio de Janeiro,
exibiram posicao distinta no espaco multivariado sendo formados pela populacao de
Nova Friburgo, com tamanho craniano intermediario, ¢ pela populagdo do PARNASO,
contendo as menores métricas cranianas da espécie. As medidas com maior potencial para
distinguir as populagdes foram CPP, SMS e LR, relacionadas a alteracdoes do
viscerocranio, ¢ CMB, componente do neurocranio. Essas medidas estdo associadas,
respectivamente, ao aumento de tamanho do osso palatino, da série molar superior, da
largura do rostro e do comprimento méaximo da bula timpanica. O alongamento
longitudinal e alargamento do viscerocranio estao diretamente relacionados ao aumento
da superficie de inser¢ao da musculatura mastigatoria dentre os sigmodontineos. Além
disso, essa € a parte do cranio mais susceptivel aos processos de selecdo natural em
mamiferos diante do menor grau de integragdo morfolodgica (Garcia et al. 2014). As
alteracdes de tamanho na bula timpanica provavelmente ndo estdo relacionadas a
capacidade auditiva da espécie, visto que, adaptacdes morfoldgicas da bula t€ém sido
geralmente relacionadas a espécies de roedores subterraneas ou desérticas, que como
resultado da expansdao timpanica ampliam sua capacidade auditiva de sons de baixa
frequéncia (Burda ef al. 1990; Mason 2001).

Ao avaliar a diferenciagdo morfologica entre as populagdes quando agrupadas nos
complexos serranos do bioma Mata Atlantica (Serra da Mantiqueira, Serra do Mar e Serra

do Geral), foi possivel separar Castoria em trés grupos com certo grau de distingao. Os
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complexos populacionais serranos apresentaram diferencas tanto nas analises estatisticas
quanto no espago multivariado. De acordo com Straney (1987), modificagdes na forma
de estruturas morfoldgicas estao relacionadas a diferenciagdao genética entre populagdes.
Apesar disso, o baixo numero amostral do complexo da Serra Geral ndo permitiu a
formulacao de hipoteses e/ou afirmagdes relacionando tamanho e forma aos padrdes
geograficos.

As localidades registradas para Castoria ao longo de sua distribui¢@o indicam que
a espécie ocorre majoritariamente em altitudes acima de 800 m, sendo os resgistros abaixo
dessa altitude, raros (Pardifias et al. 2016). O f6ssil de Castoria foi coletado nos depodsitos
Quaternarios de Lagoa Santa, Minas Gerais, uma regido fora da atual distribuicao da
espécie (Winge 1887). Retragcdes e expansdes marcaram os campos ao longo do
Pleistoceno e do Holoceno nesta localidade, enquanto atualmente, a regido ¢ um
importante ecotone entre a Mata Atlantica e o Cerrado. Tal fato pode indicar que no
passado geoldgico houve conexdo entre a regido de Lagoa Santa e os campos de altitude
e os campos do Brasil Central. Gongalves e colaboradores (2007) apontaram como
indicadores desta conexdo, a estreita relacdo filogenética entre Akodon mystax e A.
lindberghi, e o grande gap entre as populagdes de A. lindberghi. Além disso, a alta
similaridade entre a flora dos campos de altitude e espécies caracteristicas do Cerrado
também corroborou com essa hipdtese (Safford 1999). Dessa maneira, duas hipdteses
podem explicar esse panorama. Na primeira, espera-se que o clima e a vegetacdo do
Quaternario favoreceram a expansao da distribui¢do da espécie atingindo regides mais
baixas, sendo naquela época a Mata Atlantica com distribuicao a oeste mais ampla. Como
segunda alternativa, supde-se que a espécie estava presente somente na regido de Lagoa
Santa e apos as mudancgas climaticas na transi¢ao Pleistoceno/Holoceno refugiou-se em

regioes de maior altitude na Mata Atlantica.
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A espécie estd adaptada a ambientes de altitude ocorrendo em distintas
fitofisionomias do bioma atlantico: os campos de altitudes, as florestas ombrofilas densas,
e as florestas ombrofilas mistas, conhecidas como Matas de Araucaria. Associada a
porcdes abertas de areas florestadas, essa espécie pode estar relacionada a localidades
com maior densidade de espécies da familia Bromeliaceae (Abreu & Oliveira 2014). A
combinacdo de um clima mais frio e ameno, encontrado tanto em elevadas altitudes
quanto nas Matas de Araucaria pode ter favorecido a ocupacao da espécie exercendo papel
fundamental na sobrevivéncia e no sucesso reprodutivo de Castoria angustidens. Tanto
nas florestas ombrofilas mistas ou Matas de Araucaria quanto nos campos de altitude das
regides sul e sudeste do Brasil e da provincia de Misiones na Argentina, ¢ comum a
presenca de Araucaria angustifolia, mais conhecida como pinheiro-do-Parana, no Brasil,
ou Pino de Misiones, na Argentina (Carlucci et al. 2011; Souza 2012). Numerosa nas
florestas e esparsa nos campos de altitude, essa espécie vegetal ¢ considerada uma
importante fonte alimentar para pequenos mamiferos, produzindo seu fruto ao longo de
todo ano, cujas sementes sao ricas energeticamente (Iob & Vieira 2008). Assim como para
Akodon paranaensis (Christoff et al. 2000), a presenca de Araucaria angustifolia pode
estar correlacionada a ocorréncia de Castoria angustidens € o pinheiro pode ser um item
alimentar crucial na dieta desses akodontineos. Tanto C. angustidens quanto A.
angustifolia sdo espécies endémicas do bioma Mata Atlantica com distribuigdo restrita a
areas de conservacao. Esse fato reforga a relevancia da criacao, manutengdo e ampliagao
de unidades de conservagdao em meio a continua degrada¢ao dos biomas neotropicais.

Com a diferenciacao da morfologia dos complexos populacionais serranos de
Castoria angustidens, a possibilidade de diferenciagdo especifica ou subespecifica passa
a ser considerada. Porém, essa tomada de decisdo ndo deve ser baseada apenas em

caracteres morfologicos, visto que, a distingdo morfoldgica encontrada ao longo da
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variacao geografica de uma espécie pode ser consequéncia da plasticidade fenotipica em
resposta as condigdes ambientais de cada populagdo, expressas através da epigenética
(Cheverud 1988).

Ao analisar a variagao geografica, nenhuma alteracao cranio-mandibular capaz de
diferenciar a subespécie descrita por Miranda-Ribeiro (1905) foi observada no holotipo
ou em outros individuos no PARNA Itatiaia. Christoff e colaboradores (2000) também
nao reconheceram a validade da subespécie considerando que est4 delimitada por apenas
um carater morfoldgico, uma mancha branca na regiao da garganta, que pode representar
unicamente uma variagdo anatémica populacional.

Ao comparar a morfologia cranio-mandibular dos complexos populacionais
serranos de Castoria angustidens com outras espécies da Divisdo Akodon ficou evidente
a ndo separagdo da espécie baseada em caracteres morfoldgicos diante da sobreposi¢ao
apontada pela analise discriminante e pelas analises estatisticas uni e multivariadas. Os
resultados mostraram que Castoria angustidens apresenta semelhanga de tamanho com
Necromys lasiurus, diferenciando-se apenas pela forma. De maneira distinta, Castoria
assemelha-se a Thaptomys nigrita quanto a forma, diferindo no quesito tamanho. Todas
as medidas relacionadas a essas alteragdes estao contidas no viscerocranio dessas espécies.
As espécies comparadas do género Akodon ocorrem em simpatria no PESB e em outras
regidoes do bioma Mata Atlantica (Moreira et al. 2009). A coexisténcia destas ¢ possivel
em virtude da parti¢do de recursos principalmente de uso do habitat (Schoener 1974).
Thaptomys nigrita, por exemplo, ¢ uma espécie semi-fossorial enquanto as outras sao
espécies cursoriais (Moreira & Oliveira 2011). Por outro lado, Castoria angustidens
apresenta divisao de nicho altitudinal, ndo sobrepondo ou com pouquissima area de
sobreposicdo entre a espécie e outras do género Akodon presentes no bioma (Moreira et

al. 2009). Diferente destes, Necromys lasiurus, apesar de ser uma espécie cursorial
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apresenta segregacao comportamental e temporal apresentando picos de atividades ao
longo do periodo diurno ao contrario do esperado para outros akodontineos (Vieira et al.
2005).

Além das informagdes morfologicas geograficas apontarem para a permanéncia
de Castoria como um género uniespecifico, dados citogenéticos da literatura provenientes
de varias localidades dentro da 4rea de vida da espécie também reforgam esse resultado.
Analises citogenéticas de individuos provenientes do PARNA Caparad (Bonvicino et al.
2002), do PESB (Moreira et al. 2009), de Simonésia (MG), de Nova Friburgo (RJ) (Geise
et al.1998), do Parana (Barros-Battesti et al. 1998) e de Santa Catarina (Testoni et al.
2012) ndo apontaram distingdes no nimero cromossdémico € no numero fundamental ao
longo da distribuicao de C. angustindes (2n=46, FN=46).

As analises moleculares desse akodontineo complementaram e concatenaram
mais dados sobre a historia de vida, a taxonomia e a biogeografia da espécie. A maioria
das relagdes filogenéticas estabelecidas dentre os roedores sigmodontineos tem se
embasado nos genes cytb € irbp (Smith & Patton et al. 1999; D’Elia 2003; D’Elia et al.
2003; Weksler 2003; Martinez et al. 2012; Alvarado-Serrano & D’Elia 2013; Salazar-
Bravo et al. 2016), sendo escassos os estudos com abordagem multiloci (Vilela et al. 2013;
Pardinas et al. 2015; Prado & Percequilo 2017). O presente estudo utilizou trés genes com
caracteristicas distintas, o cytb (gene mitocondrial), o ragl (éxon) e o fgb (intron),
buscando abranger diferentes aspectos da histéria evolutiva da espécie.

Em mamiferos, o cytb tem sido utilizado na caracterizagdo genética populacional
e como indicador do nivel de divergéncia interespecifico (Baker & Bradley 2006). Ao
avaliar as redes de haplotipos geradas por esse gene, foi detectado fluxo génico entre o
PESB e o PARNA Capara0, e entre o Parana e Santa Catarina. As topologias geradas

delimitaram trés clados distintos: dois ao norte da distribui¢cdo da espécie, englobando as
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populagdes da Serra da Mantiqueira e as populagdes ao norte da Serra do Mar, e outro ao
sul formado pelas populacgoes do sul da Serra do Mar e da Serra Geral.

O intron fgb tem sido utilizado em filogenias de mamiferos desde 2003 (Wicklifte
et al. 2003). O presente estudo foi o primeiro a utilizar o fgb em Akodontineos. Até o
momento, o gene foi empregado como ferramenta sistematica das tribos Sigmodontini
(Caroll & Bradley 2005), Oryzomyini (Agrellos ef al. 2012; Machado et al. 2013; Weksler
et al. 2017) e Abrotrichini (Palma et al. 2010; Cafion et al. 2014; Teta et al. 2016). Diante
disso, a unica sequéncia de akodontineo disponivel no genbank encontrada foi de Akodon
azarae (Canon et al. 2014). A arvore obtida com as sequéncias geradas pelo presente
estudo ndo funcionou como ferramenta eficiente a nivel especifico, somente a nivel
genérico. Apesar do gene apresentar taxas de mutagdo menores, este resultado foi
diferente daqueles encontrados em outras tribos de Sigmodontineos em que foi
ferramenta importante na determinagdo de espécies (Caroll & Bradley 2005; Machado et
al. 2013; Weksler et al. 2017). Dessa maneira, o intron fgb pode nao funcionar como
ferramenta filogenética eficiente a nivel especifico para a tribo Akodontini.

Nao foi possivel verificar a estrutura geografica de Castoria com base no éxon
ragl, visto que somente sequéncias do PESB foram obtidas nesse trabalho. O tinico
estudo anterior utilizando rag/ em akodontineos sequenciou, dentre outros
sigmodontineos, oito géneros akodontineos, dos quais trés pertencem a Divisao Akodon:
Akodon, Necromys e Thaptomys (Schenk et al. 2013). Estudos semelhantes utilizaram
esse éxon em uma abordagem macroevolutiva focando na sistematica da tribo Phyllotini
(Steppan et al. 2005, 2007; Carrizo & Catalano 2015; Lanzone et al. 2016). Apesar da
baixa frequéncia de sequéncias da tribo Akodontini, o rag/ apresentou maior estruturacao
genética quando comparado ao fgb. Entretanto, um maior nimero amostral das

sequéncias dessa espécie nas andlises, caracterizaria melhor a funcionalidade desses
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genes na estruturacdo geografica. Esse nimero foi limitado devido a problemas
metodoldgicos no PCR. Portanto, ¢ necessario a criagdo de protocolos de amplificacao
mais eficientes desse éxon para os akodontineos, buscando melhorar a qualidade das
sequéncias obtidas e aumentar a amostragem da tribo, permitindo assim, ampliacao das
contribui¢des na histéria evolutiva a partir desse gene.

Similaridades morfologicas alocavam Castoria angustidens como uma espécie do
género Akodon (Reig 1987), e nas analises moleculares, a espécie era alocada como o
grupo mais basal do género Akodon (Geise et al. 2001; Smith & Patton 2007; Hass et al.
2008; Coyner et al. 2013; Vilela et al. 2013). Com o trabalho de D’Elia (2003), o
posicionamento filogenético do género Castoria passou a ser discutido visto que analises
moleculares de parciménia indicaram a saida da espécie do rampo monofilético de
Akodon, posicionando-a como grupo irmao de Thaptomys nigrita. Os resultados desta
analise de parcimonia indicaram o ramo Thaptomys + Castoria como valido, porém este
ndo foi estatisticamente suportado, apresentando baixo valor de jackkniffe (< 50%) e
bremer suporte (b = 1). Abreu e colaboradores (2014) apontaram Castoria como grupo
irmao do clado Akodon + Deltamys. Apesar de nenhum trabalho visando o
posicionamento filogenético dessa espécie ter sido realizado, varios estudos incluiram
sequéncias de Castoria apontando-o como grupo irmao de Deltamys (Silva et al. 2006;
Gongalves et al. 2007; Alvarado-Serrano & D’Elia 2013; Ventura ef al. 2013; Leite et al.
2015). O presente estudo confirmou essa relagdo com bom suporte estatistico para o gene
cyth.

O estudo morfologico e molecular das populagdes de Castoria angustidens apesar
de robusto, necessita de ampliagdo amostral no extremo sul e no oeste de sua distribui¢ao
para melhor caracterizar o comportamento e o nivel de interagdo morfoldgica entre essas

areas de ocorréncia da espécie.
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CONSIDERACOES FINAIS

Ao considerar os parametros morfologicos utilizados nesse trabalho, o estudo
intrapopulacional de Castoria angustidens delimitou classes etdrias caracterizando
presenca de variagdo etaria qualitativa (6 idades) e quantitativa (5 idades), e auséncia de
dimorfismo sexual. Nao ocorreu dimorfismo sexual dentro das classes etarias. Ao longo
da distribui¢do geografica da espécie foram detectadas variagcdes morfologicas capazes
de delimitar trés grupos distintos, sendo eles formados por populagdes dos complexos
serranos da Serra da Mantiqueira, da Serra do Mar e da Serra Geral. Dentre as espécies
da Divisao Akodon pertencentes a Mata Atlantica, os caracteres morfologicos utilizados
ndo permitiram diferenciar os complexos populacionais de C. angustidens a nivel
especifico. Thaptomys nigrita pode ser distinguido de C. angustidens a partir do menor
tamanho; enquanto Necromys lasiurus foi diferenciado de ambos a partir do tamanho e
formato das estruturas cranianas relacionadas ao viscerocranio. As andlises moleculares
do gene cyth indicaram a existéncia de fluxo génico entre as populacdes do PARNA
Capara6 e PESB, e do Parana e Santa Catarina. A formagao de grupos distintos, tanto
morfologicos quanto moleculares, pode indicar processos de isolamento geografico entre
as populacdes. Entretanto, as evidéncias continuam apontando para a manutencdo de
Castoria como um género uniespecifico. Além disso, o cytb alocou Castoria angustidens

como grupo irmao do género Deltamys.
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Espécimes utilizados nas analises morfologicas
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PARNA Serra dos Orgdos, Vale das Antas,
Teresopolis, RJ, Brasil

PARNA Serra dos Orgos, Vale das Antas,
Teresopolis, RJ, Brasil

PARNA Serra dos C)rgéos, Vale das Antas,
Teresopolis, RJ, Brasil

PARNA Serra dos C)rgéos, Vale das Antas,
Teresopolis, RJ, Brasil

PARNA Serra dos Orgdos, Vale das Antas,
Teresopolis, RJ, Brasil

PARNA Serra dos Orgdos, Vale das Antas,
Teresopolis, RJ, Brasil

PARNA Serra dos C)rgéos, Vale das Antas,
Teresopolis, RJ, Brasil

PARNA Serra dos Orgdos, Vale das Antas,
Teresopolis, RJ, Brasil

PARNA Serra dos Orgdos, Vale das Antas,
Teresopolis, RJ, Brasil

PARNA Serra dos Orgios, Vale das Antas,
Teresopolis, RJ, Brasil

PARNA Serra dos Orgaos, Vale das Antas,
Teresopolis, RJ, Brasil

PARNA Serra dos C)rgéos, Vale das Antas,
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Teresopolis, RJ, Brasil

MN 77116

MN 77117

MN 77119

MN 77121

MN 77122

MN 77123

MN 77791
MN 78571

MN 78611

MN 78685

MN 78693

MN 78694

MN 78697

MN 78702

UFES-MAM 1039
UFES-MAM 1040
UFES-MAM 1041
UFES-MAM 1042
UFES-MAM 1067
UFES-MAM 1069
UFES-MAM 1070
UFES-MAM 1071
UFES-MAM 1080
UFES-MAM 1085
UFES-MAM 1090
UFES-MAM 1092
UFES-MAM 1095
UFES-MAM 1116
UFES-MAM 1117
UFES-MAM 1118
UFES-MAM 1123

+O0+0 O O 40 O +tO  HO

-~

-~

Oy +O0 40 O3 O +0 Oy Oy 9 0 40 O +O +0 Oy Oy Oy

PARNA Serra dos Orgaos, Vale das Antas,
Teresopolis, RJ, Brasil
PARNA Serra dos Orgaos, Vale das Antas,
Teresopolis, RJ, Brasil
PARNA Serra dos Orgaos, Vale das Antas,
Teresopolis, RJ, Brasil
PARNA Serra dos Orgaos, Vale das Antas,
Teresopolis, RJ, Brasil
PARNA Serra dos Orgdos, Vale das Antas,
Teresopolis, RJ, Brasil
PARNA Serra dos Orgdos, Vale das Antas,
Teresopolis, RJ, Brasil
PARNA Serra da Bocaina, Paraty, RJ, Brasil
Fazenda Caiambora, PARNA Sao Joaquim,
Urubici, SC, Brasil
Fazenda Caiambora, PARNA Sao Joaquim,
Urubici, SC, Brasil

Primeiro Abrigo, Campo de Chusquea, PE Pico da

Parana, PR, Brasil

Primeiro Abrigo, Campo de Chusquea, PE Pico da

Parana, PR, Brasil

Primeiro Abrigo, Campo de Chusquea, PE Pico da

Parana, PR, Brasil

Primeiro Abrigo, Campo de Chusquea, PE Pico da

Parana, PR, Brasil

Primeiro Abrigo, Campo de Chusquea, PE Pico da

Parana, PR, Brasil
Casa Queimada, PARNA Caparad, ES, Brasil
Casa Queimada, PARNA Caparad, ES, Brasil
Casa Queimada, PARNA Caparad, ES, Brasil
Casa Queimada, PARNA Caparad, ES, Brasil
Posto Macieira, PARNA Caparad, ES, Brasil
Posto Macieira, PARNA Caparad, ES, Brasil
Posto Macieira, PARNA Caparad, ES, Brasil
Posto Macieira, PARNA Caparad, ES, Brasil
Posto Macieira, PARNA Caparad, ES, Brasil
Casa Queimada, PARNA Caparad, ES, Brasil
Casa Queimada, PARNA Caparad, ES, Brasil
Casa Queimada, PARNA Caparad, ES, Brasil
Posto Pedra Roxa, PARNA Capara6, ES, Brasil
Casa Queimada, PARNA Caparad, ES, Brasil
Casa Queimada, PARNA Caparad, ES, Brasil
Casa Queimada, PARNA Caparad, ES, Brasil
Posto Macieira, PARNA Capara0, ES, Brasil

* Espécimes cariotipados na monografia de Manduca, E. (2004) e publicados no artigo de Moreira e

colaboradores (2009). Os espécimes em negrito foram utilizados na anélise geografica.
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Necromys lasiurus

Espécimes

Sexo

Localidade

MZUFV 642
MZUFV 845
MZUFV 847
MZUFV 851
MZUFV 852
MZUFV 862
MZUFV 863
MZUFV 866
MZUFV 867
MZUFV 876
MZUFV 879
MZUFV 903
MZUFV 974
MZUFV 975
MZUFV 1353
MZUFV 1371
MZUFV 1825
MZUFV 2200
MZUFV 2333
MZUFV 2475
MZUFV 2477
MZUFV 2624
MZUFV 2834
MZUFV 2871
MZUFV 2974
MZUFV 4248

FO O3 O3 O340 2 0 Oy +0 Oy 0 Oy 20 -0 40 Oy Oy Oy O3 40 +0 Oy Oy Oy Oy O

EPTEA Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vigosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vi¢osa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vigosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vigosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vigosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vi¢osa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vi¢osa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vigosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vi¢osa, Minas Gerais
EPTEA Mata do Paraiso, Vigosa, Minas Gerais
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Thaptomys nigrita

Espécimes

S

=

Localidade

MZUFV 621
MZUFV 1111
MZUFV 1113
MZUFV 1114
MZUFV 1115
MZUFV 1116
MZUFV 1117
MZUFV 1118
MZUFV 1123
MZUFV 1127
MZUFV 1128
MZUFV 1129
MZUFV 1130
MZUFV 1143
MZUFV 1144
MZUFV 1145
MZUFV 1146
MZUFV 1147
MZUFV 1189
MZUFV 1190
MZUFV 1191
MZUFV 1192
MZUFV 1193
MZUFV 1208
MZUFV 1209
MZUFV 1210
MZUFV 1211
MZUFV 1212
MZUFV 1222
MZUFV 1223
MZUFV 1224
MZUFV 1225
MZUFV 1239
MZUFV 1240
MZUFV 1255
MZUFV 1260
MZUFV 1261
MZUFV 1270
MZUFV 1271
MZUFV 1272
MZUFV 1273
MZUFV 1274
MZUFV 1275
MZUFV 1276
MZUFV 1283

FO Ou 40 Oy Oy Oy Oy Oy On Oy On O3 +0 O Oy Oy O34 40 40O O 0 Oy Oy Oy Oy Oy Oy +0 40 +0 40 Oy Oy Oy +0 Oy O3 +0 +0 O Oy O3 +0 Oy Q|5

Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Serra das Cabecas, PESB, MG, Brasil
Serra das Cabecas, PESB, MG, Brasil
Serra das Cabecas, PESB, MG, Brasil
Serra das Cabecas, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Serra das Cabecas, PESB, MG, Brasil
Serra das Cabecas, PESB, MG, Brasil
Serra das Cabecas, PESB, MG, Brasil
Serra das Cabecas, PESB, MG, Brasil
Fazenda da Neblina, PESB, MG, Brasil
Fazenda Brigadeiro, PESB, MG, Brasil

86



MZUFV 1582
MZUFV 1584
MZUFV 1585
MZUFV 1586
MZUFV 1587
MZUFV 1588
MZUFV 1589
MZUFV 1590
MZUFV 1591
MZUFV 1839
MZUFV 1920
MZUFV 1921
MZUFV 2047

0 Oy 0 40 Oy Oy 0 Oy Oy Gy +0 +O +O

Fazenda Brigadeiro, PESB, MG, Brasil
Fazenda Brigadeiro, PESB, MG, Brasil
Fazenda Brigadeiro, PESB, MG, Brasil
Fazenda Brigadeiro, PESB, MG, Brasil
Fazenda Brigadeiro, PESB, MG, Brasil
Fazenda Brigadeiro, PESB, MG, Brasil
Fazenda Brigadeiro, PESB, MG, Brasil
Fazenda Brigadeiro, PESB, MG, Brasil
Fazenda Brigadeiro, PESB, MG, Brasil
Fazenda Brigadeiro, PESB, MG, Brasil
PESB, MG, Brasil
PESB, MG, Brasil
Serra do Careco, PESB, MG, Brasil
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APENDICE II

Numero de individuos por espécie e por localidade utilizados em cada uma das analises

s . Analises
Espécimes Analises Morfologicas Moleculares
Espécies Localidades por — —
Localidade Qualitativ — Ql.lantltatlva . - cytb  fgb  ragl
a Preliminares  Intrapopulacional  Geografica  Interespecifica

Akodon mystax PARNA Caparad 1 - - - - - 1 - 1
Castoria PARNA Caparad ES/MG 13 - 4 - 4 4 0 3 -
angustidens

PARNA Itatiaia RJ 3 - 3 - 3 3 - - -

PARNA Séo Joaquim SC 1 - 1 - 1 1 - - -

PARNASORIJ 8 - 8 - 8 8 - - -

PE Pico Parana PR 5 - 1 - 1 1 4 3 -

PESB MG 90 90 90 90 29 29 4 3 3

PE Trés Picos RJ 1 - 1 - 1 1 - - -

Sitio Xitaca, Debossan

RJ 3 - 3 - 3 3 - - -
Deltamys sp. LMT 389 1 - - - - - 1 1 -
Necromys lasiurus EPTEA MP 26 - - - - 26 - - -

JAO1692 1 - - - - - - 1 -
Thaptomys nigrita PESB 58 - - - - 58 - - -
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APENDICE 111

Descricdo das medidas cranio-mandibulares utilizadas nas analises quantitativas

Medidas Cranio-Mandibulares

Descricao das Medidas

Cranio Vista Dorsal

Medida da por¢ao mais anterior do nasal até sua porgado
mais posterior (sutura naso-frontal), seguindo a linha
sagital do cranio.

Medida da por¢do mais anterior do frontal (sutura naso-
frontal) até sua por¢do mais posterior (sutura fronto-
parietal), seguindo a linha sagital do cranio.

Medida da por¢do mais anterior do parietal (sutura
fronto-parietal) até sua por¢do mais posterior (sutura
parietal-interparietal), seguindo a linha sagital do
cranio.

Medida da por¢ao mais anterior do interparietal (sutura
parietal-interparietal) até sua por¢do mais posterior
(sutura interparietal-supraocciptal), seguindo a linha
sagital do cranio.

Medida da por¢ao mais anterior do nasal até a porgao
mais posterior do supraocciptal, seguindo a linha
sagital do cranio.

Largura maxima do rostro medida entre os maxilares
excluindo o osso da capsula nasolacrimal.

Menor largura dos ossos frontais medida entre as fossas
orbitais.

Maior distancia entre os arcos zigomaticos.

Maior largura da caixa craniana medida imediatamente
posterior a raiz escamosal do arco zigomatico.

Medida da maior largura do interparietal localizada
entre as suturas parietal-supraocciptal.

CN Comprimento do Nasal!
CF Comprimento do Frontal*
CP Comprimento do Parietal*
CI Comprimento do Interparietal®*
CTC  Comprimento Total do Cranio*
LR Largura Rostral'
LCI Largura da Constricdo Interorbital'
LAZ Largura do Arco Zigomatico'
LMC Largura Maxima do Cranio'
LI Largura do Interparietal*
Cranino Vista Ventral
CFI Comprlmen‘Fo. dolForamen
Incisivo
CPP  Comprimento da Ponte Palatal
CMB Compr1meqto l\ila?;lr?o da Bula
Timpanica
SMS Comprimento dg Slerle Molar
Superior
DIA Comprimento do Diastema’

Medida da borda anterior de um dos foramens até sua
borda posterior.

Medida da borda posterior do foramen incisivo até a
borda anterior da fossa mesopterigoide.

Medida do foramen estilomastoideo até a borda anterior
do tubo do ectotimpanico (diagonal ao plano sagital).

Medida da por¢ao anterior do alvéolo do primeiro
molar superior até a por¢do posterior do alvéolo do
terceiro molar superior.

Medida da por¢ao posterior interna do alvéolo do
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incisivo até a por¢do anterior do alvéolo do primeiro
molar (diagonal ao plano longitudinal).

Medida entre os alvéolos externos do primeiro molar na

LAE Largura Alveolar Externa’
altura do paracone.
Largura méaxima entre as porgdes internas de ambos
LFI Largura do Foramen Incisivo! ~ foramens incisivos, localizada na altura da sutura
prémaxila-maxila.
Cranio Vista Lateral
Medida da por¢do mais alta da caixa craniana até a
AMC Altura Maxima do Cranio! superficie ventral do basisfenoide, perpendicular ao
plano longitudinal do cranio.
Medida da porcao posterior do lacrimal (porgao
CR Comprimento Rostral? anterior da Orbita) até a por¢d mais anterior do 0sso
nasal no eixo sagital (diagonal ao longitudinal).
. N . Medida da por¢do posterior do condilo occiptal até a
CCI  Comprimento Condilo-Incisivo' ~ porgao pos . P
porcao anterior do alvéolo do incisivo.
. (o Menor distancia entre a borda anterior e posterior da
LPZ Largura da Placa Zigomatica' ! ! p

placa zigomatica.

Mandibula Vista Lateral

AMM  Altura Maxima da Mandibula®

Comprimento Méximo da

Medida da porcao superior do processo condilar até a
porc¢ao inferior do processo angular.

Medida da por¢do antero-inferior do alvéolo do incisivo

MM Mandibula’ até a por¢ao mais posterior do processo condilar.
Mandibula Vista Dorsal
. . Medida da por¢do anterior do alvéolo do primeiro
SMI Comprimento da Séric Molar molar inferior até a porcao posterior do alvéolo do

Inferior?

terceiro molar inferior.

Os numeros sobrescritos apds os nomes das medidas correspondem as referéncias das medidas: 1)
Musser 1979; 2) Carleton 1980; 3) Myers et al. 1990; 4) Patterson 1992; 5) Geise et al. 2005; 6)

Bezerra & Filho 2010.
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APENDICE IV

Morfologia Craniana e Mandibular das Classes Etarias de Castoria angustidens do PESB

&

&

8838
A A A

&
ia4id

Figura 1: Morfologia craniana e mandibular das cinco classes etarias de Castoria angustidens da
populagdo do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro. Vista dorsal e ventral do cranio, e vista
dorsal da mandibula nas cinco classes etarias (1, 2/3, 4, 5 e 6) da esquerda para a direita. Da
esquerda para a direita: MZUFV 2556, MZUFV 2058, MZUFV 1213, MZUFV 1215 e MZUFV
1172. Escala = 5 mm.




Figura 2: Morfologia craniana e mandibular das cinco classes etdrias de Castoria
angustidens da populacdo do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro. Vista lateral do
cranio e da mandibula nas cinco classes etarias (1, 2/3, 4, 5 e 6), de cima para baixo. De
cima para baixo: MZUFV 2556, MZUFV 2058, MZUFV 1213, MZUFV 1215 e MZUFV
1172. Escala =5 mm.

92



APENDICE V
Analises Preliminares

Todos os resultados obtidos no teste de repetibilidade apontaram valores maiores
que 0,97 demonstrando que as medidas obtidas foram precisas e aferidas corretamente
pelo medidor. Dentre as 24 medidas, seis apresentaram um outlier cada, AMM, CCI, LAZ,
SMS, LCI e SMI. O individuo MN 74065 apresentou outliers em duas medidas (SMS e
SMI). Como a reavaliacdo desse exemplar ndo foi possivel, optou-se por exclui-lo das
analises subsequentes. O valor da medida LCI do individuo MN 77117 foi deletado da
tabela pois ndo estava acessivel para ser mensurado novamente. Os outliers de CCI e
AMM pertencentes ao individuo CM 2556 foram checados e mantidos. O teste
possivelmente apontou esses valores como outliers pois esse individuo ¢ o mais jovem
da populagdo, além de ser o unico representante da primeira classe etaria estabelecida
nesse trabalho. Apesar de apontado como outlier, a medida LAZ do individuo MN 77104
apresentou-se dentro dos limites aceitaveis para essa populacao, portanto, seu valor foi
mantido embora o exemplar ndo tenha sido reavaliado devido inacessibilidade. Os valores
de r resultantes do teste de correlacao linear de Pearson apontaram CTC com correlagdes
muito altos (» > 0,85) em relacdo as medidas CCI, CR e DIA. Dessa maneira, CTC foi
excluida das analises subsequentes. Outras medidas apresentaram correlagoes fortes (0,80
<r<0,85) entre si: CTC e CN, CN e CR, CR e DIA, DIA e CCI, CCl e CR, e SMS ¢
SMI. Apesar disso, ndo foram excluidas das analises (Tabela 1). De acordo com o QQ
plot confirma-se a hipotese de distribuicao normal dos dados diante da proximidade dos
pontos a reta que corresponde ao modelo de distribuicao normal (Figura 1). Dentre as 23
medidas avaliadas, 16 delas apresentaram pelo menos uma medida ausente: SMI com 45
medidas ausentes, CN com 14, CR com 14, AMM com 9, LAZ com 8, CMB com 7, LR

e CCl com 5, AMM e CMM com 4, e CPP, LAE, LCI, LI, LMC e LPZ com apenas 1
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Tabela 1: Valores dos coeficientes de correlagdo (r) entre as medidas cranio-mandibulares.

CN CF Cp CI CTC LR LCI LAZ LMC LI CFI Cprp CMB SMS DIA LAE LFI AMC CR CCI LPZ AMM CMM SMI
CN 1.000
CF 0.033 1.000
Ccp 0.317 -0.219 1.000
CI 0.034 -0.018  -0.037 1.000
CTC 0.842 0.330 0.339 0.153 1.000
LR 0.290 0.068 0.169 0.116 0.395 1.000
LCI 0.451 0.297 0.221 -0.018 0.511 0.483 1.000
LAZ 0.631 0.294 0.234 0.039 0.773 0.383 0.556 1.000
LMC 0.337 0.174 0.350 0.105 0.457 0.358 0.499 0.653 1.000
LI -0.051 0.124 -0.061 0.319 0.084 0.012 -0.024 0.165 0.243 1.000
CFI 0.629 0.170 0.215 0.070 0.723 0.220 0.243 0.549 0.231 0.036 1.000
Cprp 0.345 0.157 0.006 0.082 0.378 0.004 0.325 0.375 0.192 0.119 0.023 1.000
CMB 0.436 0.101 0.382 0.109 0.463 0.345 0.285 0.398 0.387 0.082 0.256 0.136 1.000
SMS 0.296 0.026 0.227 0.014 0.322 0.152 0.371 0.322 0.330 -0.034 0.086 0.602 0.322 1.000
DIA 0.767 0.318 0.138 0.081 0.855 0.306 0.395 0.669 0.216 0.053 0.752 0.288 0.254 0.116 1.000
LAE 0.686 0.350 0.122 0.107 0.728 0.434 0.483 0.739 0.446 0.071 0.493 0.336 0.366 0.318 0.724 1.000
LFI 0.452 0.118 0.223 0.194 0.506 0.495 0.379 0.408 0.508 0.010 0.295 0.155 0.615 0.372 0.312 0.462 1.000
AMC 0.385 0.108 0.453 0.240 0.456 0.423 0.432 0.431 0.503 0.101 0.115 0.237 0.481 0.197 0.235 0.339 0.441 1.000
CR 0.820 0.319 0.243 0.042 0.908 0.303 0.516 0.735 0.380 0.063 0.672 0.449 0.358 0.375 0.824 0.721 0.410 0.366 1.000
CCI 0.743 0.362 0.245 0.115 0.872 0.271 0.431 0.733 0.384 0.052 0.647 0.407 0.440 0.307 0.821 0.665 0.433 0.407 0.846 1.000
LPZ 0.631 0.188 0.212 0.043 0.649 0.248 0.408 0.639 0.391 0.156 0.569 0.331 0.372 0.342 0.640 0.592 0.347 0.186 0.644 0.600 1.000
AMM 0.509 0.081 0.172 0.095 0.583 0.232 0.219 0.602 0.267 0.158 0.504 0.361 0.205 0.238 0.574 0.490 0.220 0.377 0.559 0.565 0.404 1.000
CMM 0.697 0.181 0.308 0.110 0.806 0.335 0.386 0.728 0.382 0.049 0.612 0.342 0.321 0.351 0.735 0.622 0.390 0.378 0.730 0.738 0.603 0.641 1.000
SMI 0.265 -0.006 0.229 0.013 0.282 0.202 0.316 0.329 0.368 0.081 0.121 0.482 0.354 0.839 0.140 0.330 0.409 0.127 0.333 0.261 0.381 0.198 0.284 1.000

94



(Figura 2). A comparagdo da distribuicdo entre dados estimados e coletados aplicou-se
somente as medidas com mais de um valor ausente. Todas as outras 10 medidas
apresentaram distribuicdoes semelhantes (Figura 3). As maiores distor¢oes foram
encontradas em medidas com poucos valores ausentes, entre quatro ¢ oito. O modelo
mostrou-se acurado para cada uma das medidas estimadas visto que os valores estimados
tanto de medidas coletadas quanto de medidas ausentes foram observados proximos a reta
modelo, respeitando o intervalo de 95% de confianca das estimativas (Figura 4). A rapida
convergéncia dos valores iniciais da estimativa de dados ausentes levando-se em conta o
pequeno numero de repeti¢des, demonstrou a independéncia do modelo em relagao aos
valores iniciais (Figura 5). Os testes de homocedasticidade rejeitaram a hipotese nula
apontando em ambos agrupamentos, sexo e classe etaria, para dados heterocedasticos (p-

Valorsexo = 0,0 1 2; p‘Valorclasse etaria < OOO 1 )

Teste de Normalidade

Mahalanobis D2
40 50 60
1 1

30

20
1

Figura 1: QQ plot demonstrando a adequacao dos dados a distribui¢ao normal.
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Dados Ausentes

SMi
CR
CN
AMM
LAZ
CMB

CcCl

o ™ a
= o o
= - ©

CMM
LMC
LAE
LI
LCI
Dia
LFI
CFI
SMS
cl
cp
cF

Figura 2: Mapa das medidas ausentes em Castoria angustidens. A cor rosa corresponde
aos valores ausentes e a cor preta corresponde aos valores presentes.

Observed and Imputed values of CR

Relative Density
0.4 0.6 0.8
|

0.2

0.0
1

T T T T
10 1 12 13

CR ~-- Fraction Missing: 0.074

Figura 3: Distribuicdo dos valores estimados de CR comparados aos os valores
observados. Em preto, medidas coletadas e, em vermelho, medidas ausentes estimadas.
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Valores estimados

13

12

11

10

Valores Observados vs. Estimados CR

10.5

11.0 11.5 120 12.5 13.0

Valores observados

Figura 4: Acuracia do modelo de estimativa dos dados baseando-se no plot de dados
ausentes e de dados coletados reestimados pelo modelo. A ponto corresponde a média
das estimativas para cada valor e a barra vertical, o intervalo de confianca de 95%. A
proximidade desse conjunto a reta demonstra a acurdcia do modelo. As cores
representam a porcentagem de covaridveis ausentes observadas (azul, de 0 a 20%;
verde, de 20% a 40%).

Largest Principle Component

-3

-4

-5

-6

Overdispersed Start Values
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Figura S: Plot da independéncia da estimativa em relacdao aos dados iniciais. Cada cor
corresponde aos valores iniciais das cinco estimativas utilizadas no modelo. A
convergéncia desses pontos a linha preta necessitando de poucas repetigdes, demonstra
a convergéncia e independéncia dos dados.
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APENDICE VI
Detalhamento das Analises Moleculares

Todos os tecidos utilizados para as andlises estavam previamente conservados em
etanol. A extracdo de DNA foi realizada a partir do protocolo de proteinase-
k/fenol/cloroformio estabelecido por Sambrook e colaboradores (1989). Apos a extragao,
a presenga e a qualidade do DNA obtido foram verificadas a partir de gel de agarose a 1%
corado com brometo de etidio e observado através de um computador conectado a uma
camera fotografica acoplada a uma camara de luz ultravioleta. O DNA foi amplificado
através de reacdes em cadeia de polimerase (PCR). Nas reagdes de PCR, para cada uL de
DNA foram adicionados 19,3 pL de H>O Mili-Q, 2,5 pL de solugao tampao, 1,0 uL de
MgSOs4, 0,5 uL de dNTP’s, 0,5 uL de um mix de primers e 0,2 uL da enzima Taq
polimerase, totalizando 25 pL. Modifica¢des nas proporc¢des dos componentes da reagdo
ocorreram na tentativa de ajuste do protocolo para cada um dos genes e amostras sempre
mantendo o volume final 25 pL e utilizando a H,O Mili-Q como ajuste desse volume. Em
todos os PCRs foram utilizados controle positivo e negativo. As reagdes foram executadas
em um termociclador Mastercycler Gradient fabricado pela Eppendorf.

O primeiro marcador molecular utilizado foi o citocromo b (cyt b), um gene
mitocondrial composto por 1140 pares de bases (pb). Os genes pertencentes a 27
espécimes de C. angustidens e um espécime de Deltamys sp. foram amplificados através
da reacao. Vinte e dois espécimes de C. angustidens e o espécime de Deltamys sp. tiveram
o cyt b amplificado através da desnaturacdo da dupla hélice a 94°C durante 5 min,
seguidos de cinco ciclos de 1 min desnaturacao a 94°C, 1 min de anelamento dos primers
a 50°C e 1,5 min de polimerizacao de novas moléculas de cyt b a 72°C; depois disso, o
mesmo ciclo foi repetido dez vezes, porém com 49°C como temperatura de anelamento

do primer; continuando o processo, o mesmo ciclo foi repetido mais vinte vezes com
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48°C como temperatura de anelamento do primer; e por fim, as amostras foram expostas
durante 7 min a 72°C, visando a finalizacdo da polimerizacao do fragmento desejado e
conservadas a 8°C (Ciclo CYTB 50-48). Outras quatro amostras de C. angustidens
necessitaram de ajustes na reagdo de PCR e tiveram sua proporcao de MgSO4/uL de DNA
aumentada de 1,0 uL para 1,5 pL/uL de DNA, visando aumentar a eficiéncia da Taq
polimerase visto que o reagente funciona como co-fator dessa enzima. A desnaturagdo do
DNA dessas amostras ocorreu em 15 min a 94°C, e em seguida foram submetidas a 44
ciclos de 45 s de desnaturagao a 94°C, 45 s de anelamento dos primers a 45°C e 1,5 min
de polimerizagao a 72°C; ao final de todos os ciclos, as amostras foram mantidas a 72°C
durante 6 min e armazenadas a 8°C (Ciclo CYTB 45). A tltima amostra dessa espécie
teve seu DNA amplificado alterando-se a temperatura de anelamento do primer do Ciclo
CYTB 45 para 50°C (Ciclo CYTB 50). Os primers MVZ05 e MVZ14 foram utilizados
na reacao de amplificagcdo, enquanto os primers MEU1 e MVZ05 foram empregados na
reacao de sequenciamento (Smith & Patton 1993; Bonvicino et al. 2009).

Outro marcador selecionado foi o intron 7 do gene nuclear beta fibrinogénio (fgb)
contendo 618 pb. Foram amplificadas sequéncias de nove espécimes de C. angustidens e
uma sequéncia de Deltamys sp. através de 2 min de desnaturacdo do DNA a 94°C, 34
ciclos de 40 s de desnaturacao a 94°C, 40 s de anelamento dos primers a 60°C e 1,5 min
de atividade da Taq polimerase a 72°C; e ao final desses ciclos as amostras foram
submetidas a mais 10 min a 72°C finalizando os processos de extensao das moléculas
criadas e mantidas a 8°C apos término do processo (Ciclo FGB 60). O mix de primers
empregados para a reagao de amplificagdo do gene fgb foi composto por FGB-U e FGB-
L (Prychitko & Moore 1997).

O outro gene selecionado foi um éxon, correspondente ao primeiro gene de

ativacdo de recombinacao (ragl) composto por 3120 pb. Amostras provenientes de nove
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espécimes de C. angustidens ¢ de um espécime de Deltamys sp. foram submetidas a
reacoes de amplificacdo com 15 min de desnaturacdo a 94°C, 44 ciclos de 45 s de
desnaturagdo a 94°C, 45 s de anelamento dos primers a 52°C e 1,5 min de amplificacao a
72°C; e, no final, mais 6 min a 72°C, sendo mantidas a 8°C apos término do processo
(Ciclo RAG1 52). Os primers utilizados na reacao foram S70 e S142 (Schenk et al. 2003).
Todas as diferentes tentativas de ajuste do ciclo de PCR geraram bandas inespecificas.
Portanto, a banda desejada foi extraida e purificada do gel de agarose 1,5% através do
OlAquick Gel Extraction Kit (QIAgen Inc.). Ao final de cada PCR, 1uL da amostra
amplificada foi submetido ao gel de agarose 1,5% buscando certificar-se da presencga, do
tamanho e da qualidade do DNA amplificado, através da visualizacao do gel pds corado
com brometo de etideo e submetido a camara de luz ultravioleta, para o envio destas para

a reacdo sequenciamento.
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APENDICE VII

Espécimes utilizados nas analises moleculares

Espécie N° Tombo Procedéncia cyth feb ragl
Akodon azarae GD 327 Uruguai AY702964 - -
cNp3i7z  bnwreRios, . KJ614619 -
Argentina
Akodon baliolus MVZ 172847 Puno, Peru - - KC953471
Akodon boliviensis FMNH 162754  Oruro, Bolivia - - AY294960
Akodon cursor MZUSP 29257 IS)illLelZopolls, Sao AF184051 - )
Akodon kofordi MVZ 171670 Puno Peru - - KC953472
Akodon lindberghi MN184057 Minas Gerais AF184057 - -
Akodon lutescens MVZ 173248 Puno, Peru - - KC953473
Akodon mimus MVZ 17152 Puno, Peru - - KC953474
Akodon montensis MN 78725 Pousg Alto, Minas KF815436 - )
Gerais
Akodon mystax - PRGI1101 X - X
MN 69660 - EF101880 - -
Akodon paranaensis MN 69686 PARNA Itatllals, EF101886 - )
Rio de Janeiro
Akodon reigi MNHN 3682 Uruguai AY'195865 - -
Akodon torques MVZ 171720 Cuzco, Peru - - KC953475
Castoria Rio de Janeiro AF184508 - -
angustidens Rio de Janeiro AY273908 - -
Fazenda da
MZUFV 1150 Neblina, PESB - X X
Fazenda da
MZUEV 1155 Neblina, PESB X ) )
Fazenda da
MZUFV 1231 Neblina, PESB X - X
Serra das Cabegas,
MZUFV 1294 PESB - X X
Fazenda da
MZUFV 1298 Neblina, PESB X ) )
Fazenda
MZUEV 1645 Brigadeiro, PESB X X )
LMT 436 Santa Catarina EF101889 - -
PM 102 Rio Grande do Sul  KJ936954 - -
MN 69584 PARNA Caparad X - -
MN 69597 PARNA Caparad X - -
MN 69621 PARNA Caparad X - -
MN 69640 PARNA Caparad X - -
MN 69654 PARNA Caparad X X -
MN 69655 PARNA Caparad X X -
MN 69657 PARNA Caparad - X -
MN 69666 PARNA Caparad X - -
MN 69667 PARNA Caparad X - -
MN 69669 PARNA Caparad X -
MN 69673 PARNA Caparad X - -
MN 78685 PE Pico Parana X X -
MN 78693 PE Pico Parana - X -
MN 78694 PE Pico Parana X X -
MN 78697 PE Pico Parana X - -
MN 78702 PE Pico Parana X - -
Deltamys kempi - - EF206809 - -
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Deltamys sp.
Necromys lasiurus

Necromys amoenus
Oxymycterus hiska
Oxymycterus judex

Podoxymys roraime
Thalpomys
cerradensis
Thalpomys lasiotis
Thaptomys nigrita

LMT 389
MN 69989
JAO 1692
MVZ 172877
MVZ 171518

MVZ 183129
PK 3335
MZUSP 30397
MN 61652

MVZ 183040

MZUFV 1921

Rio Grande do Sul
Vilhena, Rond6nia
Puno, Peru

Puno, Peru
Fazenda Intervales,
Sédo Paulo

Guyana

Bahia

Monte Verde,
Minas Gerais
Fazenda Intervales,
Sao Paulo

PESB, Minas
Gerais

X
KF815437

AF454774
KM816650
AY273916
AY310348
EF206815

X -

KC953529
KC953554

KC953588

Nuamero de individuos por espécie em cada uma das populacoes avaliadas nas
analises morfologicas e moleculares

Espécies Akodon Sif;;i;;calen Deltamys Nec‘romy s Thqp t(.)my Total
mystax Sp. lasiurus s migrita
Populagao 1 - 2 - - - 2
Populagio 2 1 30 - - - 31
Populagdao 3 - 1 - - - 1
Populagio 4 - 90 - - 58 148
Populagdao 5 - - - 26 - 26
Populagdo 6 - 1 - - - 1
Populagdo 7 - 1 - - - 1
Populagio 8 - 12 - - - 12
Populagdo 9 - 30 - - - 30
Populagdo 10 - 1 - - - 1
Populagao 11 - 11 - - - 11
Populagdo 12 - 1 - - - 1
Populagao 13 - 5 - - - 5
Populagdo 14 - 1 - - - 1
Populagao 15 - 2 - - - 2
Populagao 16 - - 1 - - 1
Total 1 190 1 26 58 274
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APENDICE VIII

Estimativa da distancia evolutiva entre as sequéncias

Aa

AY702964

Ac AF184051

Al AF184057

Amy EF101880

Amo KF815436

Amy PRG1101

Ap EF101886

Ar AY195865

Ca

AF184058

- AY273908
. MZUFV1155

MZUFV1231

MZUFV1153

. MZUFV1298
. MZUFV1645

EF101889

KJ936954

- MN69584
- MN69597

MN69621

MN69640

- MN69654
. MN69655

MN69666

MN69667

0.122

0.12
0.124
0.122
0.126
0.121
0.099
0.158

0.15

0.15
0.153
0.149
0.152
0.152
0.154
0.114
0.152
0.152
0.153
0.151
0.153

0.15
0.149
0.149

0.011

0.111
0.105
0.092
0.107
0.098
0.094
0.163

0.16
0.158

0.16
0.159
0.159
0.159
0.156
0.119
0.161
0.159

0.16
0.158

0.16

0.16
0.161

0.161

0.011

0.011

0.017
0.096
0.017
0.103
0.091

0.17
0.168
0.162
0.167
0.163
0.164
0.163
0.157
0.125
0.166
0.163
0.169
0.164
0.162
0.165
0.163

0.166

0.011
0.01

0.004

0.094
0.002
0.102
0.088
0.163
0.158
0.153
0.158
0.156
0.154
0.154
0.144
0.111
0.156
0.154

0.16
0.153
0.153
0.155
0.154

0.156

0.011
0.009
0.009
0.009

0.011

0.01
0.004
0.001

0.009

0.102
0.088
0.163
0.161
0.155

0.16
0.159
0.157
0.156
0.146
0.114
0.159
0.156

0.16
0.155
0.155
0.158
0.156

0.159

0.012

0.01
0.009
0.009
0.009

0.009

0.056
0.163
0.162
0.156
0.158
0.157
0.157
0.157
0.146
0.113

0.16
0.157
0.157
0.154
0.156
0.158

0.16

0.16

0.01
0.01
0.009
0.009
0.009
0.009

0.007

0.144
0.143
0.142
0.145
0.144
0.144
0.144
0.133
0.099
0.146
0.144
0.143

0.14
0.142
0.145
0.146

0.146

0.012
0.012
0.013
0.012
0.012
0.012
0.013
0.011

0.007
0.019
0.021

0.02

0.02
0.019
0.051
0.034

0.02

0.02
0.013
0.018
0.019
0.019
0.018

0.018

0.011
0.012
0.013
0.012
0.013
0.012
0.013
0.011

0.002

0.018

0.02
0.019
0.019
0.018

0.05
0.036
0.019
0.019
0.013
0.019
0.018
0.018
0.017

0.017

0.011
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.011
0.004

0.004

0.004
0.003
0.001
0.002
0.045
0.031
0.003
0.003
0.019
0.004
0.002
0.002
0.003

0.004

0.011
0.012
0.013
0.012
0.013
0.012
0.013
0.012
0.004
0.004

0.002

0.003
0.004
0.004
0.049
0.032
0.003
0.003
0.021
0.004
0.004
0.002
0.003

0.004

0.011
0.012
0.013
0.012
0.013
0.012
0.013
0.012
0.004
0.004
0.002
0.001

0.004
0.003
0.048
0.032
0.002
0.002

0.02
0.005
0.003
0.001
0.002

0.004

0.011
0.012
0.013
0.012
0.013
0.012
0.013
0.012
0.004
0.004
0.001
0.002

0.002

0.003
0.046
0.032
0.004
0.004

0.02
0.005
0.003
0.003
0.004

0.005

0.011
0.012
0.013
0.012
0.013
0.012
0.013
0.012
0.004
0.004
0.001
0.002
0.001

0.001

0.047
0.032
0.003
0.003
0.019
0.004
0.002
0.002
0.003

0.004

0.012
0.012
0.011
0.011
0.012
0.011
0.012
0.011
0.006
0.006
0.006
0.007
0.007
0.006

0.006

0.015
0.048
0.048
0.049
0.046
0.047
0.047
0.048

0.048

0.011
0.011
0.011

0.01
0.011
0.011
0.011

0.01
0.005
0.006
0.005
0.006
0.006
0.006
0.005
0.004

0.032
0.032
0.036
0.031
0.031
0.031
0.031

0.031

0.011
0.012
0.013
0.012
0.012
0.012
0.013
0.012
0.004
0.004
0.001
0.001
0.001
0.002
0.001
0.007

0.005

0.002

0.02
0.005
0.003
0.001
0.002

0.004

0.011
0.012
0.013
0.012
0.012
0.012
0.013
0.011
0.004
0.004
0.001
0.001
0.001
0.002
0.001
0.007
0.006

0.001

0.02
0.005
0.003
0.001
0.002

0.004

0.012
0.012
0.013
0.012
0.012
0.012
0.012
0.011
0.003
0.003
0.004
0.004
0.004
0.004
0.004
0.006
0.006
0.004

0.004

0.02
0.019
0.019
0.018

0.018
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Ca MN69669 0.151 0.156  0.163  0.152 0.16 0.154 0.157 0.143  0.018 0.019 0.004 0.006 0.005 0.005 0.004 0.046 0.031 0.005  0.005 0.02
Ca MNG69673 0.15 0.16  0.165 0.155  0.161 0.158  0.158  0.145 0.02 0.019 0.003 0.003 0.002 0.004 0.003 0.048 0.032 0.002 0.002 0.02
Ca_MN78685 0.151 0.159  0.155 0.142  0.152 0.144 0.153  0.138  0.048 0.047 0.044 0.046 0.045 0.045 0.046  0.008 0.01 0.045  0.045  0.047
Ca MN78694 0.149  0.154  0.154 0.14  0.153  0.143  0.148 0.133  0.049 0.046 0.043 0.047 0.046 0.044 0.045 0.009 0.014 0.046 0.046  0.049
Ca MN78697 0.155  0.158  0.158 0.144 0.154 0.146  0.149 0.137  0.051 0.05 0.045 0.049 0.048 0.046 0.047 0.009 0.015 0.048  0.048 0.05
Ca_MN78702 0.151 0.159  0.155 0.142 0.152 0.144 0.153  0.138  0.048 0.047 0.044 0.046 0.045 0.045 0.046 0.01 0.011 0.045  0.045  0.047
Dk _EF206809 0.154  0.153  0.165 0.158  0.158  0.159 0.153  0.159 0.169 0.166 0.168 0.168 0.167 0.168 0.168 0.164 0.129  0.169  0.169 0.17
Dsp LMT389 0.151 0.152  0.155 0.146 0.157 0.148 0.155 0.145 0.138 0.132  0.137 0.139 0.138 0.137 0.136  0.149 0.117 0.138  0.136 0.14
N1 KF815437 0.152 0.16  0.161 0.16 0.172  0.161 0.166 0.164 0.178  0.175 0.17 0.17  0.169  0.171 0.171 0.166  0.132  0.171 0.169  0.176
Oj_AF454774 0.184  0.169 0.185 0.183 0.178  0.185  0.171 0.r7 ~ 0.175  0.172  0.177  0.175  0.174  0.178  0.177 0.172  0.143  0.177  0.177  0.175
Pr KM816650 0.155 0.14 0.162 0.157 0.162  0.157 0.142 0.146  0.169  0.168 0.17 0.168  0.168  0.172 0.17 0.168 0.174  0.172  0.172  0.172
Tc AY273916 0.171 0.169 0.17  0.171 0.17  0.171 0.161 0.157  0.185 0.185 0.183  0.183 0.182 0.184 0.183  0.182 0.13 0.184  0.184  0.185
Tl AY310348 0.163  0.176  0.169  0.171 0.181 0.171 0.151 0.148  0.175  0.171 0.173  0.171 0.169 0.174  0.173 0.17 0.13 0172 0.169  0.172
Tn EF206815 0.14 0.148  0.161 0.157 0.147 0.158  0.161 0.14  0.155  0.151 0.148  0.148 0.147 0.148 0.149 0.154 0.116  0.147 0.149  0.154
Aa AY702964 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.012 0.012 0012 0.012 0013 0012 0013 0013 0016 0013 0.013 0.012
Ac AF184051 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.013 0.013 0.014 0.013 0.014 0.012
Al AF184057 0.013  0.013 0.013 0.013 0.013 0.013 0.013 0.011 0.011 0.012 0.012 0.012 0.012 0.013 0.013 0.016 0.013 0.013 0.013
Amy EF101880 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.011 0.011 0.011 0.011 0.012 0.012 0.012 0.013 0016 0.013 0.013 0.013
Amo KF815436 0.012 0.013 0.013 0.013 0.012 0.012 0.013 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.013 0.012 0.013 0.016 0.012 0.013 0.011
Amy PRG1101 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.011 0.011 0.011 0.011 0.012 0.012 0.012 0.013 0016 0013 0.014 0.013
Ap EF101886 0.012 0.012 0.013 0.013 0.013 0.013 0.013 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.013 0.013 0.015 0.012 0.012 0.012
Ar AY195865 0.011 0.011 0.012 0.012 0.012 0.011 0.012  0.011 0.011 0.011 0.011 0.012  0.011 0.013  0.012 0.015 0.012 0.012 0.011
Ca_AF184058 0.004  0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.006 0.006 0.006 0.006 0.012 0.011 0.013 0.013 0015 0013 0013 0.011
Ca AY273908 0.004  0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.006 0.006 0.006 0.006 0.012 0.011 0.013 0.013 0015 0013 0013 0.011
Ca MZUFVI1155 0.002  0.001 0.001 0.001 0.002  0.002  0.001 0.006  0.006 0.006 0.006 0012 0012 0012 0013 0015 0013 0.013 0.011
Ca MZUFVI1231 0.002  0.002  0.001 0.002  0.002 0.002 0.002 0.006 0.006 0.006 0.006 0.012 0.012 0.012 0.013 0.015 0.014 0.013 0.011
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Ca MZUFV1153 0.002  0.001 0.001 0.001 0.002  0.002  0.001 0.006  0.006 0.006 0.006 0012 0012 0012 0013 0015 0013 0.013 0.011

Ca MZUFV1298 0.002  0.001 0.001 0.002  0.002  0.002 0.002 0.006 0.006 0.006 0.006 0.012 0.012 0.012 0.013 0.015 0.014 0.013 0.011
Ca MZUFV1645 0.002  0.001 0.001 0.001 0.002  0.002  0.001 0.006  0.006 0.006 0.006 0012 0012 0013 0013 0015 0013 0.013 0011
As EF101889 0.006  0.007  0.007  0.007 0.006 0.006 0.007 0.003 0.003 0.003 0.003 0.012 0.012 0.012 0.012 0.015 0.013 0.013 0.011
Ca KJ936954 0.005  0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.006 0.003 0.004 0.004 0.003 0.011 0.01 0.012 0.012 0.016 0.011 0.012  0.011
Ca_MNG69584 0.002  0.001 0.001 0.001 0.002  0.002  0.001 0.006  0.006 0.006 0.006 0012 0012 0012 0013 0015 0013 0.013 0.011
Ca_MNG69597 0.002  0.001 0.001 0.001 0.002  0.002  0.001 0.006  0.006 0.006 0.006 0013 0012 0012 0013 0015 0014 0.013 0.011
Ca MN69621 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.006 0.006 0.006 0.006 0.012 0.012 0.013 0.013 0.015 0.014 0.013 0.012
Ca MN69640 0.002  0.002 0.002 0.002 0.001 0.002  0.006 0.006 0.006 0.006 0.012 0.012 0.012 0.013 0.015 0.013 0.013 0.011
Ca_MNG69654 0.004 0.001 0.001 0.002  0.002  0.001 0.006  0.006 0.006 0.006 0012 0012 0013 0013 0015 0013 0.013 0011
Ca_MNG69655 0.004  0.002 0.001 0.001 0.002  0.001 0.006  0.006 0.006 0.006 0012 0012 0012 0013 0015 0013 0.013 0011
Ca MN69666 0.005  0.003  0.001 0.001 0.002  0.001 0.006  0.006 0.006 0.006 0012 0012 0012 0013 0015 0.013 0.013 0.011
Ca MN69667 0.007  0.004 0.003  0.002 0.002  0.002 0.006 0.006 0.006 0.006 0.012 0.012 0.012 0.013 0.015 0.013 0.013 0.011
Ca_MN69669 0.002  0.004 0.004 0.005 0.007 0.002  0.006 0.006 0.006 0.006 0.012 0.012 0.012 0.013 0.015 0.013 0.013 0.011
Ca MNG69673 0.005  0.003  0.001 0.002  0.004  0.005 0.006  0.007 0.007 0.006 0012 0012 0012 0013 0015 0013 0013 0.011
Ca MN78685 0.045 0.046 0.044 0.043  0.041 0.045  0.045 0.003  0.002  0.001 0.012 0.012 0.012 0.013 0015 0.014 0.013 0.011
Ca MN78694 0.044 0045 0045 0046 0046 0.044 0.046 0.008 0.003  0.003 0.012 0.012 0.012 0.013 0.016 0.013 0.013 0.011
Ca_MN78697 0.046  0.047 0.047 0.048 0.048 0.046  0.048  0.008  0.009 0.003  0.012 0.012 0012 0013 0016 0014 0.013 0.011
Ca_MN78702 0.045 0.046 0.044 0.043  0.041 0.045  0.045  0.002 0.01 0.008 0.012 0.012 0.012 0.013 0015 0014 0.013 0.011
Dk EF206809 0.161 0.168 0.168 0.168 0.168 0.162 0.168 0.164 0.164 0.164 0.162 0.01 0.014 0.012 0016 0.012 0.013 0.012
Dsp LMT389 0.137  0.135  0.137  0.138  0.138  0.137  0.137 0.149 0.146 0.148 0.148  0.129 0.013 0.012 0016 0.013 0.013 0.012
NI _KF815437 0.17  0.172 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17  0.167 0.165 0.169 0.169  0.183 0.17 0.013 0.016 0.012 0.013 0.012
Oj_AF454774 0.174  0.177  0.175  0.175 0.174  0.173  0.175 0.17  0.169  0.169 0.172 0.175 0.173  0.175 0.015 0.012 0.013 0.013
Pr KM816650 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.168 0.168 0.174 0.168 0.189  0.176  0.164  0.169 0.016 0.016 0.015
Tc AY273916 0.184 0.18 0.183 0.183 0.183  0.183 0.183  0.185  0.183 0.188 0.186  0.175  0.182  0.168  0.179 0.17 0.011 0.011
Tl _AY310348 0.176  0.171 0.171 0.171 0.169  0.173  0.171 0.169 0.173  0.173  0.168  0.175  0.181 0.165 0.184 0.173  0.114 0.013
Tn EF206815 0.151 0.148  0.148 0.148  0.148 0.15 0.147 0.152 0.154 0.154 0.152  0.169  0.158 0.15 0.175 0.159  0.156  0.169
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