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Resumen: Los géneros y subgéneros de Microtus s.l. (Arvicolinae,
Rodentia) han sido ampliamente utilizados en dataciones bioestratigrafias
del Cuaternario por su alta tasa evolutiva y distribucién. Aln con la
abundante bibliografia, existe controversia sobre la sistematica de algunos
taxones, y sus relaciones filogenéticas siguen sin resolverse totalmente
incluso usando grandes cantidades de datos genéticos. En este articulo se
realiza un estudio preliminar combinando caracteres morfol6gicos (17
caracteres dentales) y genéticos (secuencias del gen mitocondrial cytb) de
estos géneros/subgéneros de inicios del Holoceno de la Peninsula Ibérica.
Los datos obtenidos permiten afirmar que afiadiendo los datos genéticos a
la matriz de los caracteres morfolégicos se incrementa el soporte de los
nodos en los arboles filogenéticos, aunque muchas de las relaciones entre
taxones siguen sin resolverse. Por tanto, esta primera aproximacion sugiere
que deberian incorporarse mas datos morfoldgicos, moleculares, e
informacién sobre taxones extintos para descifrar las relaciones
filogenéticas de este grupo zoolégico.

Palabras clave: Caracteres dentales, cytb, filogenia, Sistematica.

Resumo: Os géneros e subgéneros de Microtus s.l. (Arvicolinae, Rodentia)
foram largamente utilizados em datacGes biostratigraficas do Quaternario
devido a sua elevada taxa evolutiva e distribuicdo. Apesar da extensa
bibliografia, existe controvérsia sobre a sistematica de alguns taxons, e as
suas relacOes filogenéticas continuam sem estar totalmente resolvidas
mesmo com a existéncia de dados genéticos. Neste artigo realiza-se um
estudo preliminar, combinando caracteres morfol6gicos (17 caracteres
dentais) e genéticos (sequéncias do gene mitocondrial cytb) destes
géneros/subgéneros do inicio do Holocénico da Peninsula Ibérica. Os
dados obtidos permitem afirmar que ao adicionar os dados genéticos a
matriz de caracteres morfol6gicos, o suporte dos nodos nas arvores
filogenéticas é incrementado, apesar de muitas das relagdes entre taxons
continuarem por resolver. Portanto, esta primeira aproximagao sugere que
deveriam ser incorporados mais dados morfoldgicos, moleculares e
informacéo sobre taxons extintos para decifrar as relagoes filogenéticas
deste grupo zooldgico.

Palavras-chave: Caracteres dentarios, cytb, filogenia, Sistematica.

Abstract: The genera and subgenera of Microtus s.l. (Arvicolinae,
Rodentia) have been widely used to infer Quaternary biostratigraphic
chronology due to their high evolutionary rate and distribution. Despite the
remarkable amount of bibliography, some controversy still exists regarding
the systematics of some taxa, and their phylogenetic relationships remain
unsolved even using extensive molecular datasets. In this paper we perform

a preliminary study combining morphological (17 tooth characters) and
genetic (mitochondrial cyth sequences) characters of these taxa from the
early Holocene of the Iberian Peninsula. Obtained data suggests that the
introduction of molecular data to the morphological character dataset
increases the support level of nodes of phylogenetic trees, although some
of the relationships between different taxa are not fully resolved. Thus, this
first combined approach suggests that more morphological and molecular
data should be included in datasets, as well as more data from extinct taxa,
to unravel the complex phylogeny of this animal group.

Keywords: cytb, dental characters, Systematics, phylogeny.
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1. Introduccién

Los topillos (Arvicolinae, Cricetidae, Rodentia) actuales de los
géneros/subgéneros de Microtus, lberomys y Terricola, entre
otros, son uno de los grupos zoolégicos mas utilizados en
bioestratigrafia del Cuaternario (e.g. Cuenca-Bescos et al., 2016;
Fagoaga, 2020). Desde la aparicion de su primer representante
arrizodonto, Allophaiomys, hace unos 2 Ma (e.g. van der Meulen,
1973), presentan una alta tasa evolutiva y distribucion en el
hemisferio norte.

Esta rapida evolucion se observa tanto en caracteres
morfolégicos como genéticos (e.g. Chaline et al., 1999; Barbosa
etal., 2013), por lo que es interesante realizar estudios combinados
usando ambos datos. Aunque se han realizado filogenias
moleculares (e.g. Baca et al., 2019, 2020), este tipo de analisis
integrado es inédito hasta la fecha en esta subfamilia de roedores.

Incluso con la abundante bibliografia sobre taxonomia y
filogenia de estos roedores, sigue la controversia con su
clasificacion sistematica y taxonomica, especialmente en la
taxonomia de subgéneros actuales, considerados como géneros
validos por algunos investigadores (e.g. Abramson y Lissovsky,
2012; Cuenca-Bescos et al., 2014).
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En este trabajo pretendemos evaluar si la combinacion de
andlisis filogenéticos con caracteres moleculares y morfolégicos
pueden aportar informacion en estudios taxonémicos y
filogenéticos de la subfamilia Arvicolinae.

2. Marco geograéfico y geoldgico

El Portalon y Galeria de las Estatuas son dos yacimientos karsticos
de la Sierra de Atapuerca, localizada a unos 15 km al este de
Burgos, al noreste de la provincia de Castilla y Leon (Espafia),
delimitada por el rio Arlanzén al sur y la Cordillera Cantabrica al
norte, en el corredor de Bureba. Se localizan en materiales del
Cretacico superior y son parte de un sistema multinivel, el sistema
Cueva Mayor-Cueva del Silo, en el que ambos yacimientos se
corresponden al nivel superior (Ortega et al., 2014). La Cueva del
Miron, excavada en calizas cretécicas de las facies Urgon (Straus
y Gonzéalez-Morales, 2012), se localiza en la Cordillera
Cantébrica, en el denominado Monte Pando, al este de la provincia
de Cantabria (Espafia), a unos 2km al sureste de Ramales de la
Victoria, en el valle del Rio As6n (Fig. 1).
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Figura 1. Localizacién geogréfica de los sitios paleontolégicos estudiados.
Figura 1. Localizacdo geogréfica das jazidas estudadas.
Figure 1. Geographic location of the studied paleontological sites.

3. Material y métodos
3.1 Materiales

En este estudio se han usado 373 ejemplares del primer molar
inferior (m1), correspondientes a 13 especies de arvicolinos de la
Peninsula Ibérica de los niveles estratigraficos holocénicos de
Galeria de las Estatuas y Portalén de la Sierra de Atapuerca
(Burgos) y Cueva del Mirén (Cantabria), todos ellos con una
cronologia aproximada de Pleistoceno superior-Holoceno (véase
la Tabla 1 del Anexo). En este trabajo, atn con la controversia
existente respecto a su sistematica, trataremos a los subgéneros
como géneros por motivos descriptivos. De las 13 especies
consideradas, nueve de ellas (Microtus arvalis, M. agrestis,
Lasiopodomys gregalis, Alexandromys oeconomus, Terricola
gerbei, T. pyrenaicus, T. duodecimcostatus, T. lusitanicus e
Iberomys cabrerae) estaran aqui referidas como Microtus sensu
lato (Microtus s.1.) y, finalmente, se ha usado Chionomys nivalis,
Clethrionomys glareolus, Arvicola sapidus y A. amphibius (=
terrestris) (estas dos Ultimas, o bien solo A. sapidus, usadas como
grupo externo en los analisis).

3.2 Metodologia

Se ha construido una matriz de 17 caracteres morfoldgicos,
analizando la morfologia del m1 (Tabla 1), siguiendo los trabajos
de van der Meulen (1973) y Cuenca-Bescos et al. (2014). Esta
matriz, codificada en 0/1/2 segln la presencia, ausencia, o estado
intermedio del caracter, se ha analizado mediante busqueda
tradicional en TNT v.1.5 (Goloboff y Catalano, 2016) y un total de
1000 réplicas, de las que se han guardado 100 arboles por réplica.
En estos analisis se ha utilizado A. sapidus como grupo externo.

Una vez obtenido el cladograma se ha realizado el calculo de
los valores de soporte de ramas de tipo parsimonia como el soporte
de Bremer o decay index (Bremer, 1994) y Bootstrap estdndar
(Felsenstein, 1985), considerandose poco soportados los nodos
con valor inferior de 4-5 en Bremer y de 75 en Bootstrap.

Para los anélisis filogenéticos moleculares se han obtenido las
secuencias disponibles en Genbank de citocromo b (cytb) y se han
alineado con MUSCLE implementado en Mega v.10.0.5 (Kumar
et al., 2018), el alineamiento final de secuencias constaba de una
secuencia para cada una de las especies (véase la Tabla 2 del
Anexo). La filogenia se ha realizado por Méaxima Verosimilitud
(Fisher, 1922), utilizando RAXML v.8.2.11 (Stamatakis, 2014), sin
particiones y llevando a cabo un total de 100 Bootstraps. La
separacion de los nucleotidos por la posicién en el codon se ha
realizado con Dambe v.7.0.5 (Xia, 2017) y con PartitionFinder
v.2.1.1 (Lanfear et al., 2016) se ha inferido el mejor esquema de
particiones y modelo evolutivo especies (véase la Tabla 3 del
Anexo). A continuacion, se ha inferido la filogenia usando
RAXML, con la configuracion anteriormente descrita, y un anélisis
de Inferencia Bayesiana con MrBayes v.3.2.3 (Ronquist et al.,
2012), mediante 10 millones de generaciones, registrandose cada
10.000, eliminando un 10% como burn-in y utilizando A. sapidus
y A. amphibius como grupo externo. Todos los analisis se han
realizado en la plataforma online CIPRES Science Gateway
(Miller et al., 2010) y los resultados se han visualizado en Figtree
v.1.4.3 (Rambaut, 2009). Se ha considerado que un nodo esta
soportado si los valores de Bootstrap y Probabilidad Posterior (PP)
son superiores a 75 0 0,95 respectivamente.

Finalmente, los datos morfolégicos y genéticos se han
analizado conjuntamente con el criterio de parsimonia en TNT,
con A. sapidus como grupo externo, realizandose el calculo de
valores soporte del tipo soporte de Bremer y Bootstrap estandar.
También se ha realizado un andlisis de Inferencia Bayesiana en
MrBayes usando los datos con particiones y ambas especies de
Arvicola como grupo externo. La particion de los datos
morfolégicos se analizé usando el modelo Mkv (Lewis, 2001) con
la correccion para el sesgo de adquisicién (coding = informative)
y tasas iguales entre caracteres/sitios.

4. Resultados

4.1 Analisis morfolégico

Mediante el andlisis tradicional por TNT (véase la Fig. 1 del
Anexo) de los caracteres morfolégicos (Tabla 1) se observa que
Terricola forma el grupo hermano de los demas Microtus s.I. +
Chionomys. Aunque los valores bajos de soportes Bremer y
Bootstrap no permiten realizar afirmaciones concluyentes, se
aprecia un clado formado por M. arvalis y M. agrestis, asi como
un grupo formado por estos y C. nivalis e I. cabrerae. A.
oeconomus y L. gregalis completan un clado formado por las otras
especies de Microtus y Chionomys + Iberomys.
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4.2 Analisis moleculares

Se han obtenido tres arboles filogenéticos correspondientes a los
analisis de Maxima Verosimilitud (con y sin particiones) y por
Inferencia Bayesiana con particiones (véase la Fig. 2 del Anexo).
La topologia obtenida en cada resultado es idéntica, a excepcion
del andlisis de Maxima Verosimilitud sin particiones, en el que L.
gregalis, junto a A. oeconomus, forman un clado hermano al de M.
arvalis y M. agrestis. En las topologias de los otros analisis, L.
gregalis se ubica como clado hermano a los demas Microtus s.l..
En general, los nodos presentan valores de soporte muy bajos, pero
se aprecia que |. cabrerae forma un clado no soportado con
Terricola, cuyas especies si forman un clado soportado por
Bootstrap y PP en los tres analisis, con los clados T. gerbei-T.
pyrenaicus y T. duodecimcostatus - T. lusitanicus. El clado
Microtus s.l. no esta soportado, aunque si por Inferencia Bayesiana
el nodo de Microtus s.I. excluyendo L. gregalis (PP=0.98),
mientras que Chionomys es el clado hermano a Microtus s.l.
(82/84/1).

4.3 Analisis combinado molecular - morfoldgico

En el andlisis combinado molecular - morfologico usando el
criterio de parsimonia en TNT (Fig. 2a) se observa un incremento
generalizado del soporte de los nodos comunes respecto al analisis
de caracteres morfoldgicos (Anexo 4), ademas de presentar una
topologia diferente (Chionomys como clado hermano a Microtus
s.l.) y una mejor resolucion del clado Terricola, relaciones que
también se observan en el arbol generado por Inferencia Bayesiana
(Fig. 2b). La topologia del arbol de ambos analisis combinados
presenta una configuracion similar a la del estudio exclusivamente
molecular, aunque se observan ramas no soportadas por Bootstrap,
en la mayoria de casos con valores menores de 50. Estos nodos si
se encuentran soportados por Bremer, con valores de entre 4 y 6,

pero no es asi usando Inferencia Bayesiana. Terricola y sus
especies son los Unicos clados con suficiente soporte Bremer,
Bootstrap y PP en ambos analisis.

La topologia del arbol obtenido con Inferencia Bayesiana varia
en la posicion de L. gregalis respecto al obtenido con TNT, aunque
se corresponderia con la variacion observada usando RAXML sin
particiones (Anexo 5).

5. Discusion

La mejora de los estudios mediante ADN antiguo, el mayor
entendimiento de los caracteres morfolégicos y su evolucion y el
incremento paulatino del registro fosil ha hecho que vayan
incorporéndose analisis combinados de morfologia - genética en
estudios taxonémicos de taxones extintos 0 con representantes
actuales y fosiles, lo que permite evaluar las relaciones
filogenéticas de determinados grupos biol6gicos desde
perspectivas diferentes (e.g. Bibi et al., 2012; Bover et al., 2018).
Estos estudios pueden ser importantes en aquellos grupos en los
que las filogenias moleculares no son totalmente resolutivas, como
es Microtus s.l., ademas de que permiten incorporar al analisis
especies de las que no se puede obtener ADN.

En este estudio la principal diferencia observada entre los
analisis radica en los valores de soporte de los nodos, obviamente
por la realizacion de andlisis de Inferencia Bayesiana y de Maxima
Verosimilitud (e.g. Douady et al., 2003). Un ejemplo es el nodo
del clado Microtus s.I. (Fig. 2 del Anexo) en el que mientras los
valores de soporte Bootstrap para los datos con y sin particiones,
no proporcionan suficiente soporte (31 y 36 respectivamente), el
analisis bayesiano si (PP=0.98).

Las diferencias en topologia son compatibles con la falta de
soporte de los nodos en determinadas zonas, por ejemplo, en los
clados que conforman las especies de Microtus.

Tabla 1. Caracteres de las 13 especies de arvicolinos estudiadas. 1. Ausencia de raices, 2. Esmalte diferenciado, 3. Esmalte tipo Mimomys, 4. Esmalte tipo Microtus, 5. Zonas libres
de esmalte, 6. Tercer triangulo (3T) + cUspide anterior (CA), 7. 5T cerrado, 8. 4T+5T abiertos o cerrados con 6Ty 7T, 9. Segundo rombo pitimiano, 10. Primer rombo pitimiano,
11. Cuarto entrante lingual (4li) probergente, 12. Ausencia de 6T, 13. Islote de esmalte en la CA, 14. Asimetria labio-lingual (LaLi), 15. Gancho lingual proximal, 16. Cuello antes
de CA, 17. 4 0 5 entrantes linguales.

Tabela 1. Caracteres das 13 espécies de arvicolinos estudadas. 1. Auséncia de raiz, 2. Esmalte diferenciado, 3. Esmalte tipo Mimomys, 4. Esmalte tipo Microtus, 5. Zonas livres de
esmalte, 6. Terceiro triangulo (3T) + clspide anterior (CA), 7. 5T fechado, 8. 4T+5T abertos ou fechados com 6T e 7T, 9. Segundo rombo pitimiano, 10. Primeiro rombo pitimiano,
11. Quatro angulo reentrante (4li) proeminente, 12. Auséncia de 6T, 13. llhéu de esmalte na CA, 14. Assimetria labio-lingual (LaLi), 15. Gancho lingual proximal, 16. Colo antes
de CA, 17. 4 ou 5 angulos reentrantes linguais.

Table 1. Observed characters of the 13 species of arvicolines studied. 1. Absence of roots, 2. Differentiated enamel, 3. Mimomys-type enamel, 4. Microtus-type enamel, 5. Enamel-
free zones, 6. Third triangle (3T) + anterior cusp (CA), 7. 5T closed, 8. 4T + 5T open or closed with 6T and 7T, 9. Second pitimian rhombus, 10. First pitimian rhombus, 11.
Probergent fourth lingual entrant (4li), 12. Absence of 6T, 13. Enamel islet in the CA, 14. Labial-lingual (LaLi) asymmetry, 15. Proximal lingual hook, 16. Neck before AC, 17. 4
or 5 lingual entrances.

Caracteres
Especies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Arvicola sapidus 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2 0
Arvicola amphibius 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2 0
Clethrionomys glareolus 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 2 0 0 0 0 0
Chionomys nivalis 1 1 0 1 1 1 1 2 1 1 0 2 0 0 0 0 0
Lasiopodomys gregalis 1 1 0 1 1 1 1 2 1 1 0 1 0 0 0 1 1
Alexandromys oeconomus 1 1 0 1 1 1 1 2 1 1 0 1 0 0 0 0 1
Microtus agrestis 1 1 0 1 1 1 1 2 1 1 0 2 0 0 0 2 1
Microtus arvalis 1 1 0 1 1 1 1 2 1 1 0 2 0 0 0 2 1
Iberomys cabrerae 1 1 0 1 1 1 1 2 1 1 1 2 0 1 1 0 1
Terricola lusitanus 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 2 0 0 0 2 1
Terricola duodecimcostatus 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 2 0 0 0 1 1
Terricola pyrenaicus 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 2 0 0 0 2 1
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Figura 2. Filogenias combinadas utilizando los caracteres morfolégicos y genéticos. (A) Andlisis filogenético tradicional usando TNT; los nimeros en los nodos indican los valores
de soporte Bremer a la izquierda, y Bootstrap a la derecha. (B) Anélisis filogenético mediante Inferencia Bayesiana por MrBayes. Los valores de soporte inferiores a 50 en Bootstrap
se han representado por un interrogante, y el soporte total por Probabilidad Posterior (PP) en Inferencia Bayesiana por un circulo blanco.

Figura 2. Filogenias combinadas utilizando os caracteres morfoldgicos e genéticos. (A) Anélise filogenética tradicional obtida com o uso de TNT; os nimeros dos nodos indicam os
valores de suporte Bremer (& esquerda) e Bootstrap (a direita). (B) Andlise filogenética mediante a utilizacdo de Inferéncia bayesiana por MrBayes. Os valores de suporte inferiores a
50 em Bootstrap estdo representados por um ponto de interrogacao, e os valores de suporte total por Probabilidade Posterior (PP) em Inferéncia bayesiana por um circulo branco.

Figure 2. Combined phylogenies using morphological and genetic characters. (A) Traditional phylogenetic analysis performed by TNT, Bremer support values to the left and Bootstrap
to the right. (B) Phylogenetic analysis through Bayesian Inference by MrBayes, the support values lower than 50 in Bootstrap have been represented by a question mark and the total

support by posterior probability (PP) in Bayesian Inference by a white circle.

Uno de los cambios méas notables estd en la posicion de
Terricola en la filogenia de caracteres morfoldgicos, siendo clado
hermano de los deméas Microtus s.l., aunque poco soportado (Fig.
1 del Anexo), respecto a las moleculares y combinadas (Fig. 2 y
Fig. 2 del Anexo). El analisis filogenético de caracteres
morfoldgicos presenta mayores discrepancias con los arboles con
caracteres moleculares. Es relevante, aun con la falta de soporte en
los nodos, la posicion de C. nivalis, formando un clado con I.
cabrerae, asi como con A. oeconomus y L. gregalis, mientras que
en los demas analisis adquiere una posicion como clado hermano
de Microtus s.l., observada en otros estudios basados en secuencias
de cytb (e.g. Jaarola et al., 2004; Barhosa et al., 2013).

Destacar también que mientras los géneros aqui usados como
Microtus y Terricola forman clados monofiléticos (con un soporte
diferente y con la posicion dudosa de L. gregalis) en los estudios
combinados y moleculares, no lo serian usando datos
morfoldgicos. A su vez, se ha propuesto elevar el subgénero
Iberomys a la categoria taxonémica de género (Cuenca-Bescos et
al., 2014), pero con los resultados aqui obtenidos no se puede
verificar ni desmentir esta atribucion taxonomica, tal como pasa
con la atribucion de L. gregalis a un género diferente a Microtus
(Abramson y Lissovsky, 2012).

Respecto a L. gregalis, se observa un mayor valor de soporte
de Bremer de su relacion con A. oeconomus en el andlisis
combinado (Fig. 2a), aunque puede deberse a que este analisis
suele sobreestimar los valores de soporte (Mller, 2005). Siendo
asi, las ramas de Microtus soportadas con valores de 4 y 6 se
corresponden a los clados L. gregalis - A. oeconomus y M. arvalis
- M. agrestis. Se aprecia que la adicion de los caracteres genéticos
incrementa el nivel de soporte en relacién al observado en el
analisis morfoldgico (Fig. 1 del Anexo), tanto en los valores de
soporte Bremer como en los de Bootstrap.

6. Conclusiones

Los resultados obtenidos corroboran el efecto que la alta tasa
evolutiva y especiacion de estos arvicolinos tiene sobre la
dificultad de obtener filogenias resueltas. En este articulo se
corrobora la complejidad de la sistematica de Microtus s.l. y que
la capacidad resolutiva de los datos morfolégicos y moleculares
usados en esta aproximacion preliminar combinada es insuficiente
para establecer de forma clara las relaciones entre los diferentes
géneros de Microtus s.l..

Todo ello sugiere que sera necesaria la integracion de una mayor
cantidad de caracteres morfolégicos y genes mitocondriales y
nucleares en los estudios filogenéticos para alcanzar resultados
viables, asi como la incorporacién de taxones extintos que
permitan aportar una vision mas amplia de la diversidad
morfolégica y molecular pasadas.
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Anexo
Anexo
Appendix

Tabla 1. Lista de las muestras fosiles utilizadas en este trabajo, asi como su distribucion en los yacimientos estudiados.
Tabela 1. Lista das amostras fosseis utilizadas neste trabalho, assim como a sua distribui¢éo nas jazidas estudadas.

Table 1. List and number of the fossil samples used in this work, and their distribution in the studied paleontological sites.

Yacimientos
Galeria de las Portalén Cueva del Total
Especies Estatuas Mirén
Arvicola sapidus 8 1 0 9
Arvicola amphibius 0 1 0 1
Clethrionomys glareolus 0 0 2 2
Iberomys cabrerae 0 2 0 2
Terricola pyrenaicus-gerbei 0 0 12 12
Terricola duodecimcostatus 6 1 0 7
Terricola lusitanicus 19 0 15 34
Microtus arvalis 129 2 17 148
Microtus agrestis 97 2 13 112
Alexandromys oeconomus 0 4 17 21
Lasiopodomys gregalis 0 0 3 3
Chionomys nivalis 0 2 20 22
Total 259 15 99 373

Tabla 2. Numeros de identificacion (Accession Numbers) en Genbank de las diferentes secuencias de cytb de Arvicolinos para los estudios filogenéticos aqui realizados.
Tabela 2. Numeros de identificacdo (Accession Numbers) no Genbank das diferentes sequéncias de cytb de Arvicolinos para os estudos filogenéticos aqui realizados.

Table 2. Genbank accession numbers of the Arvicolinae cytb sequences for phylogenetic inferences performed in this study.

Especies ID GenBank
Arvicola sapidus FJ539341
Arvicola amphibius AF159400
Chionomys nivalis AY513845
Clethrionomys glareolus AF119272
Iberomys cabrerae KY380573
Microtus agrestis AY 167166
Microtus arvalis KX380002

Lasiopodomys gregalis KP190243

Alexandromys oeconomus | AY219981

Terricola duodecimcostatus | JX424124
Terricola gerbei AY513800

Terricola lusitanicus JX424133

Terricola pyrenaicus AJT17748
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Tabla 3. Particiones 6ptimas inferidas por PartitionFinder para un total de 1140 pb en las 13 especies de Arvicolinae usadas en este estudio. Ver Tabla 2 de este anexo para los detalles
de las secuencias. El esquema de particiones se ha inferido usando los modelos de sustitucion nucleotidica implementados en cada software usado (RAXML y MrBayes).

Tabela 3. Parti¢do 6tima inferida com PartitionFinder para um total de 1,140 bp nas 13 espécies de Arvicolinae utilizadas neste estudo. Ver Anexo 2 para os detalhes das sequéncias. O
esquema de particionamento foi inferido a partir da aplicagdo dos modelos de substitui¢ao de nucle6tidos implementados em cada um dos softwares utilizados (RAXML e MrBayes).

Table 3. Optimal partitioning scheme inferred with PartitionFinder for a total alignment of 1,140 bp in the 13 Arvicolinae species used in this study. See Appendix 2 for accession
number details. Partitioning scheme inferred selecting the nucleotide substitution models implemented in each software (RAXML and MrBayes).

Particion Modelo Substitucion RAXML Modelo Substitucion MrBayes Posicién
1 GTR+G K80+G cytb_1
2 GTR+G HKY+Y cytb_3
3 GTR+G GTR+G cytb_2

Clethrionomys glareolus

Chionomys nivalis

| ———————————— Lasiopodomys gregalis
82/84/1 [t 159/-1-
............ Alexandromys oeconomus
| _]-/57/04 33/45/0.9 . .
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Terricola duodecimcostatus
r— Terricola lusitanicus

Arvicola amphibius
:Arvjcola sapidus
0.05

Figura 1. Cladograma por buisqueda tradicional realizado por TNT con los caracteres morfoldgicos. Los nimeros en los nodos indican los valores de soporte obtenidos por Bremer
(izquierda) y Bootstrap (derecha). Los interrogantes indican valores de Bootstrap < 50.

Figura 1. Cladograma obtido através de tradicional search por TNT com os caracteres morfoldgicos. Os nimeros presentes nos nodos indicam os valores de suporte obtidos por Bremer
(esquerda) e Bootstrap (direita). Os pontos de interrogagéo correspondem a valores de Bootstrap < 50.

Figure 1. Cladogram obtained by traditional search using TNT with the morphological characters. Numbers in nodes correspond to Bremer (left) and Bootstrap (right) support values.
Question marks indicate Bootstrap values < 50.

Arvicola sapidus
Arvicola amphibius
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Figura 2. Arbol filogenético de los analisis moleculares de Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana realizados por RAXML y MrBayes (con y sin particiones). Los valores en los
nodos indican los valores de Bootstrap en Maxima Verosimilitud sin particiones/Méaxima verosimilitud con particiones/Probabilidad Posterior Bayesiana, respectivamente. En linea
discontinua se ha indicado la variacion en la topologia del arbol en los analisis por RAXML sin particiones. Los nodos con soporte total (Bootstrap=100, Probabilidad Posterior=1) se
han representado con un circulo blanco.

Figura 2. Arvore filogenética obtida nas anélises moleculares de Méxima Verossimilhanga e Inferéncia Bayesiana realizados em RAXML e MrBayes (com e sem particdes). Os valores
presentes nos nodos indicam os valores de Bootstrap na Maxima Verossimilhanca sem partigdes/Maxima Verossimilhanga com parti¢des/Probabilidade Posterior Bayesiana,
respetivamente. Na linha descontinua é indicada a variagdo na topologia da arvore nas analises realizadas por RAXML sem parti¢des. Os nodos com suporte total (Bootstrap=100,
Probabilidade Posterior=1) estao representados por um circulo branco.

Figure 2. Maximum Likelihood and Bayesian molecular phylogenetic trees inferred using RAXML and MrBayes. Values in nodes indicate support-using Bootstrap in Maximum
Likelihood without partitions/ Maximum Likelihood with partitions/Bayesian Posterior Probability, respectively. Dashed lines indicate the change in the topology observed in the tree
inferred using Maximum Likelihood in the unpartitioned dataset. Nodes with full support (Bootstrap = 100, Posterior Probability = 1) have been indicated with a white circle.



