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CAPITULO1
INTRODUCAO GERAL

Hipoteses biogeograficas para a América do Sul

A América do Sul abriga a maior biodiversidade do planeta (Turchetto-Zolet et al., 2013),
sendo sua origem e diversificagdo possivelmente influenciadas pela associacdo de efeitos
promovidos por diversos eventos geoldgicos e ecoldgicos ao longo de milhdes de anos.
Diversas hipoteses biogeograficas vém sendo propostas com o objetivo de explicar os
processos envolvidos na diversificagdo fauna da América do Sul. As hipoteses sobre os eventos
geologicos consideram os eventos vicariantes como 0s principais agentes responsaveis pela
diversificacdo, dentre os quais podemos destacar o soerguimento dos Andes (Chapman, 1917),
os refugios pleistocénicos (Haffer, 1969; Vanzolini & Williams, 1970), e os rios como barreiras
(Wallace, 1854; Sick, 1967). No entanto, tais hipdteses tem sido mais estudadas em areas
florestais, como as Florestas Amazdnica e Atlantica (Turchetto-Zolet et al., 2013). As hipoteses
associadas as formacgdes de areas abertas (Caatinga, Cerrado e Chaco) estdo fortemente
relacionadas as flutuacdes climaticas (Turchetto-Zolet et al., 2013). Como exemplo desta
influéncia, podemos citar a hipotese do Arco Pleistocénico, proposto na diversificagdo das
Florestas secas deciduas e semideciduas (Prado & Gibbs, 1993; Toby Pennington et al., 2000)
e a formagdo dos corredores florestais nas areas abertas que possam ter conectado areas

florestais via areas abertas (Batalha-Filho et al., 2013; Ledo & Colli, 2017).

Soerguimento dos Andes

O soerguimento dos Andes pode ter contribuido na diversificagdo de aves neotropicais
promovendo o isolamento geografico entre as populagdes remanescentes em lados opostos da
cordilheira emergente, criando um mosaico de vales e picos propicios para a ocorréncia de
especiacao e alterando a hidrologia e o clima de todo o continente sul- americano (Chapman,
1917). Diversos estudos vém evocando esta hipotese biogeografica para explicar os padrdes de
diversidade encontrados. Sedano e Burns (2010), com base na filogenia molecular dos
traupideos, sugerem que a o tempo de diversificagdo destas espécies ¢ coincidente com o
soerguimento principal da parte norte dos Andes, evidenciando a importancia deste evento na
diversificacdo desta familia de Aves. O soerguimento da parte central dos Andes também pode
ter contribuido com a diversificagdo em Psittacidae, separando espécies de terras altas

(Hapalopsittaca) e baixas dos Andes (Pyrilia, Quintero et al., 2012). E ainda, os Andes
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formaram efetiva barreira aos ventos do Pacifico, promovendo mudanca de habitats e
provavelmente exercendo uma forte influéncia na especiagdo da regido oriental da América do
Sul (Riccardi & Rolleri, 1980). Em um trabalho com beija-flores, foram encontradas evidéncias
da relacdo entre o soerguimento dos Andes e a diferencia¢ao no género Adelomyia (Chaves et
al., 2011). Além disso, o soerguimento dos Andes parece ter contribuido com a separacio do

complexo Xiphorynchus guttatus/sussurans (Rocha et al., 2015).

Rios como barreiras

Quanto a hipdtese dos rios como barreiras ¢ postulado que os rios sejam eventos
vicariantes que possibilitaram processos de diversificagdo, Esta hipotese foi primeiramente
proposta por Wallace (1854) quando propds a existéncia de quatro distritos, estes abrigam
espécies endémicas de macacos, sendo as fronteiras desses distritos definidas pelos rios
Amazonas, Madeira e Negro. Haffer (1997), em uma revisao sobre os modelos de especiagao,
aborda os efeitos dos rios Amazonicos na diversificagdo de aves. Trabalhos na Amazonia,
avaliando o género Psophia (Ribas et al., 2011) e um complexo do género Xiphorynchus
(Aleixo, 2004) evidenciaram a forte influéncia da rede fluvial amazdnica na diversificacao
destes géneros de Aves. Esta influéncia dos rios pode ser observada também na Mata Atlantica
(Cabanne et al., 2007, 2008). Além disso, este mesmo estudo sugere a possivel influéncia do
rio Doce na separacdo em Xiphorynchus fuscus com base nos sinais de expansdao das
populagdes, e propdem também uma possivel influéncia do rio Sao Francisco na separagdo de
populacdes desta espécie. Esta influéncia do Rio Sao Francisco ja é mais bem elucidada para
répteis (Werneck et al., 2015) e mamiferos (Nascimento et al., 2013). Para um complexo de
espécies de lagartos endémicos da caatinga (7Tropidurus semitaeniatus) foi identificado que o
rio S3o Francisco atuou na diversificacdo do grupo, sendo que tanto o paleo curso, quanto o
curso atual, participaram deste processo (Werneck et al., 2015). J& para um grupo de roedores
(Thrichomys), o rio Sdo Francisco parece ter contribuido com a diversificagdo deste grupo,
porém as mudangas climaticas parecem ser o fator mais importante nesta diversificacao, ja que
controlaram o aumento e a diminui¢do da vazao do rio ao longo do tempo. Em situacdes de
alta vazao houve o impedimento do fluxo génico, enquanto em condi¢des de menor vazao, a
formagdo de bancos de areia permitiram que individuos atravessassem o rio possibilitando o
contato entre as duas margens, o que determinou o padrao de diversificagdo encontrado para
esses pequenos mamiferos (Nascimento et al., 2013). Contudo, foi observado uma baixa
estrutura populacional no género Polioptila entre um lado e outro do atual curso do rio Sdo

Francisco (Moura et al., 2018).
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Refugios e as flutuagoes climaticas do Pleistoceno

A hipoétese dos refugios pleistocénicos foi elaborada para explicar o elevado nimero de
espécies endémicas de aves (Haffer, 1969) e lagartos (Vanzolini & Williams, 1970) em
determinadas regides amazoOnicas. Esta hipotese propde que mudancas climaticas e
vegetacionais durante os periodos Terciario e Quaternario produziram ciclos de retragdo dos
ambientes florestais durante os periodos frios e secos, seguido de subsequente expansdo destes
ambientes durante os periodos quentes e umidos. Isto sugere que durante os periodos frios
ocorreu a ruptura dos ambientes florestais gerando os “refiigios”. Estes estariam inseridos em
uma matriz de vegetagdo aberta, isolando populacdes de espécies restritas a florestas, o que
pode ter induzido processos de cladogénese (Haffer, 1969; Vanzolini & Williams, 1970). Além
disso, ha evidéncias de que a parte sudeste e oeste do Cerrado atuaram como refugios
importantes para espécies de plantas de savanas (Vitorino et al., 2018).

As flutuagdes climaticas do Pleistoceno parecem ser responsaveis pela variagdo do nicho
de um género de Beija-flores (Adelomyia), o que promoveu em alguns clados eventos de
bottleneck seguidos de expansdes recentes, exemplificando a atuagdo das mudancas climaticas
em aves (Chaves et al., 2011). Em um estudo com duas espécies irmas da familia
Thamnophilidae: Myrmeciza squamosa e Myrmeciza loucata foi observado que o isolamento
devido aos refugios climaticos para a Mata Atlantica parece ter sido responsavel tanto pela
divergéncia basal, classificada como divergéncia genética profunda associada a baixo ou
nenhum fluxo génico, quanto pelos padrdes de evolugdo intraespecificos (Carnaval et al.,
2009). E ainda, este trabalho corrobora a idéia de que as flutuagdes climaticas parecem ter sido
importantes mesmo antes do Pleistoceno (Amaral et al., 2013).

A influéncia dessas flutuagdes também ¢é evocada na diversificagdo de organismos das
areas abertas da América do Sul, como exemplo, as flutuagdes climaticas contribuiram para a
conexao da distribui¢ao de algumas espécies amplamente distribuidas da Caatinga, Cerrado e
Chaco (Muller, 1973). As flutuac¢des climaticas podem ter sido importantes ao favorecer o
aumento da aridez e sazonalidade na Caatinga propiciando a co-expansao de répteis e anfibios
com necessidades fisiologicas e ecologicas heterogéneas (Gehara et al., 2017). O processo de
expansdo demografica foi observado também em grupo de plantas no Cerrado como
Handroanthus ochraceus e Tabebuia aurea, onde em periodos quentes foi observada a
expansao populacional, ja em periodos glaciais percebe-se a retragdo destes grupos (Collevatti
et al., 2015; Vitorino et al., 2018).

Outra evidéncia do efeito das mudangas climaticas foi favorecer o intercambio da avifauna

florestal via areas abertas (Batalha-Filho et al., 2013). Tais corredores vém sendo confirmados
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por analises de modelagem de nicho, onde sdo validadas rotas de conexdo pelo Cerrado em
periodos glaciais e interglaciais e uma rota de conexao via Caatinga em periodos glaciais (Ledo
& Colli, 2017). Além disso, a filogeografia de uma espécie de ave (Arremon flavirostris)
confirma a existéncia de uma rota de conexao florestal via Cerrado durante o Ultimo Méaximo
Glacial (Trujillo-Arias et al., 2017), e a similaridade da herpetofauna da Amazdnia e Mata

Atlantica sdo indicios dessa conexao entre os biomas (Prates et al., 2016).

Hipotese do Arco Pleistocénico

A hipotese do Arco Pleistocénico postula que a atual distribuicao disjunta dos nucleos
das florestas deciduas e semideciduas (Seasonal dry tropical forests — SDTFs) ¢ resultado da
contracdo e fragmentacdo de uma distribuicao passada mais ampla que existiu durante o ultimo
maximo glacial do Pleistoceno (Prado & Gibbs, 1993). A predicdo para esta hipotese € de que
as espécies que hoje habitam cada um destes nicleo de STDFs derivam de uma linhagem
evolutiva unica. Esta hipotese € corroborada por uma analise genética e de modelagem de nicho
feita para uma espécie de planta (Tabebuia impetiginosa, Collevatti et al., 2012). Uma visdo
alternativa para a histdria da conexdo das STDFs, € de que esses nucleos sempre foram isolados
e fragmentados e a conexdo entre eles se deu por dispersdo a longa distancia (Mayle, 2004,
2006). Um exemplo com o linhagem de planta Tetramerium mostram por meio da estimativa
do tempo de divergéncia deste grupo que a separacdo dos nucleos das SDTFs ¢ anterior ao

Pleistoceno, possivelmente datada do Neogeno (Cortes et al., 2015).

Modelos de evolugdo da diagonal de formacgoes de vegetacoes abertas da Ameérica do Sul

A diagonal de formagdes abertas da América do Sul ¢ composta pelas Florestas
Tropicais Sazonalmente Secas (com a maior area no nordeste do Brasil: a Caatinga), o Cerrado
(Brasil central), e o Chaco (nordeste da Argentina, Paraguai ocidental, e sudeste da Bolivia)
(Vanzolini, 1963). Estes biomas formam um complexo mosaico de vegetagdo que evolui sob
forte pressdo dos periodos secos (Furley & Metcalfe, 2007). Apesar das semelhangas entre
estes biomas, eles respondem de forma diferente ao clima e as mudangas ambientais e devem
ser considerados separadamente em analises biogeograficas (Pennington et al., 2000).

Linhagens independentes associadas aos biomas vém sendo identificadas em diversos
grupos de animais, como por exemplo, em lagartos da espécie Phyllopezus pollicaris. Estudo
filogeografico mostrou uma estrutura populacional associado a cada um dos biomas
pertencentes a diagonal (Werneck et al., 2012), assim como andlise mitocondrial do género

Vanzosaura indica a presenga de trés espécies distintas associadas aos biomas de areas abertas
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(Recoder et al., 2014) e em aranhas, a filogeografia da espécie Nephila clavipes sugerem
linhagens associadas ao Chaco e ao Cerrado (Bartoleti et al., 2017).

No entanto, as hipoOteses existentes sobre as relagdes entre os biomas ndo sdo
concordantes. Estudos utilizando as ligagdes faunisticas (Ab’Saber, 1977; Andrade-Lima,
1982), assim como padrdes morfolégicos em aves, como exemplo, o padrdo morfoloégico do
complexo Suiriri (Hayes, 2001), sugerem que o Cerrado ¢ a Caatinga sejam mais préximos
entre si quando comparados ao Chaco. Ja a filogenia morfoldgica do género Caenonomoda
sugere que o Cerrado ¢ mais proximo do Chaco e a Caatinga ocupa uma posi¢ao basal desta
relagdo (Zanella, 2002). Além disso, andlises considerando distribui¢do e endemismos dos
biomas sugerem que a herpetofauna do Cerrado compartilha uma historia evolutiva mais
recente com a herpetofauna do Chaco do que com qualquer outro bioma de area aberta (Colli,
2005), e que espécies de aves do Cerrado e do Chaco sdo mais proximas entre si do que quando
comparadas as espécies da Caatinga (Porzecanski & Cracraft, 2005). Werneck (2011), aponta
a importancia dos testes dessas hipdteses do ponto de vista evolutivo ja que podem representar
apenas padrdes de similaridade ecoldgica e os resultados podem ter um viés deste padrio.
Como alternativa as hipodteses das relagdes entre as areas devem ser testadas por métodos de
filogenia/filogeografia molecular. Como exemplo desta abordagem, a filogeografia de
Phyllopezus pollicaris, sugere o Cerrado mais proximo a Caatinga quando comparados ao
Chaco (Werneck et al., 2012).

Tais hipdteses tem um grande potencial de serem testadas com uso de marcadores
moleculares utilizando as abordagens filogeograficas existentes, além disso o uso de
modelagens de nicho tem grande potencial de elucidar padroes biogeograficos, neste sentido
apresentarei aqui uma breve discussdo sobre o referencial teérico acerca da metodologia que

serd empregada nesta tese.

Filogeografia

A filogeografia foi proposta por Avise e colaboradores (1987) com o objetivo de avaliar
a distribui¢do da variabilidade genética no tempo e no espaco. Sdo inumeros os trabalhos
avaliando filogeografia utilizando o DNA mitocondrial, e este fragmento foi escolhido por
alguns motivos, dentre eles: o tamanho do DNA mitocondrial é pequeno quando comparado
ao nuclear, auséncia de introns, pseudogenes e DNA repetitivo, taxa de evolucdo rapida e
heranca matrilinear (Avise et al., 1987).

Estudos filogeograficos apresentam grande potencial para elucidar padrdes de fluxo

génico, hibridagdo, expansido demografica e especiacao em diversas espécies de aves (Newton,
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2003). E ainda, estes estudos podem proporcionar informagdes relevantes para melhor
compreensdo dos eventos historicos e recentes que contribuiram para a distribuicio geografica
das variagdes fenotipicas e genéticas em diversas espécies de aves (Avise, 2000; Newton,
2003), e para a conservacao da avifauna (Moritz, 2002; Frankham, 2010). Apesar da base
conceitual que consolidou o campo da filogeografia ndo ter sido muito alterada desde a sua
proposicdo por Avise (1987, 2000), os métodos filogeograficos sofreram modificacdes
consideraveis em relagdo aos propostos no inicio deste campo da ciéncia, particularmente com
o desenvolvimento da filogeografia estatistica.

A filogeografia estatistica que utiliza inferéncias demograficas e considera a
estocasticidade dos processos genéticos, tem uma abordagem multidisciplinar, j& que com o
desenvolvimento de novas técnicas e ferramentas moleculares as andlises sdo capazes de
integrar areas como ecologia de comunidades, climatologia, geologia e evolugdo em nivel
molecular e genomico (Knowles, 2009) Estas ferramentas em geral tem base em abordagens
bayesianas e/ou verossimilhanga e sdo capazes de estimativas populacionais do passado como
tamanho populacional, taxas de fluxo génico, tempo de divergé€ncia, processos de expansao,
dentre outros (ver revisdo em Excoffier & Heckel, 2006). Outra caracteristica inovadora ¢ o
uso integrado do sistema de informacgdo geografica (GIS) que propiciam resultados mais
acurados quanto a estrutura genética das populagdes, atribui¢ao de individuos as populagdes e

identificacdo de migrantes (Chen et al., 2007).

Sequenciamento de Nova Gerag¢do (NGS)

As técnicas denominadas de sequenciamento de nova geracao (NGS) tem permitido a
obtencdo de centenas de milhares de sequéncias a um custo muito baixo por base quanto
comparado com o método de Sanger (Rothberg & Leamon, 2008; Shendure & Ji, 2008). Estas
novas metodologias t€ém se mostrado muito promissoras para estudos nas areas de gendmica
(Leoni et al., 2011), metagenomica (Chistoserdova, 2010) e transcriptoma (Costa et al., 2010).
No entanto, ainda sdo pouco utilizadas em andlises filogenéticas e filogeograficas devido a
dificuldade de se desenvolver protocolos laboratoriais e computacionais para obter uma grande
quantidade de fragmentos ortdlogos de multiplos individuos ou espécies que justifique o custo
do sequenciamento em larga escala (Bybee et al., 2011; Faircloth et al., 2012). Como exemplo
desta dificuldade, um trabalho com o sequenciamento do genoma completo de 48 espécies de
aves representando todas as ordens e um sequenciamento de mais de 40 milhdes de pares de
base expressa a dificuldade computacional de lidar com essa quantidade de dados, no entanto

os autores desenvolveram ferramentas e maneiras de analisar as hipotese de divergéncia das
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espécies chegando a conclusdo de uma diversificagdo rapida em um curto espago de tempo
(Jarvis et al., 2014). Uma saida para aproveitar os recursos do sequenciamento de nova geragao
escapando das dificuldades computacionais pode ser observado em um estudo taxondomico de
duas espécies, Rallus longirostris e Rallus elegans onde o sequenciamento de nova geragao foi
utilizado para a identificacdo de regides informativas e para o desenho de primers
possibilitando o sequenciamento via Sanger (Maley & Brumfield, 2013).

Devido a estas limitagdes, novas abordagens foram implementadas como a utilizagao
do ancoramento de elementos ultraconservados do genoma (Faircloth et al., 2012; Lemmon et
al., 2012). As relagdes evolutivas das Neoaves foram estudadas pela analise destas regides
ultraconservadas do genoma com o sequenciamento de 1.541 loci de 32 espécies. Neste estudo,
os autores afirmam que o aumento de loci estudados aumenta o suporte estatistico das relagdes
entre os faxa dando maior resolucdo a arvore filogenética (McCormack et al., 2013). Outra
abordagem adotada foi o enriquecimento de bibliotecas genomicas (Lemmon et al., 2012), que
tem se mostrado muito eficientes para estudos evolutivos tornando o NGS extremamente
promissor para estudos filogenéticos e filogeograficos (Lemmon & Lemmon, 2012). Como
exemplo desta abordagem, uma analise filogenética foi realizada com 198 espécies de aves,
com ampla representatividade das familias e ordens, e cerca de 394 loci (Prum et al., 2015). Os
resultados sugerem novos clados, assim como aumentam suporte de varias relacdes
filogenéticas ja propostas em estudos prévios. O trabalho ainda confere uma melhor resolucao
em ramos terminais das Neoaves, mostrando a eficiéncia desta técnica aplicada a filogenia
(Prum et al., 2015).

Ainda que existam dificuldades laboratoriais e computacionais no uso desta
metodologia para filogeografia alguns trabalhos demonstram a utilidade desta abordagem nas
relagdes filogenéticas. Como exemplo, atualmente temos uma outra metodologia denominada
RAD-Seq “Restriction site associated DNA Sequence” que foi utilizada para inferir a relagao
filogenética em um grupo de peixes e este estudo demonstra que o aumento do nimero de
sequéncias utilizadas nas andlises filogenéticas sdo capazes de produzir arvores com uma
resolugdo sem precedentes o que demonstra o poder dos dados de nova geragdo para resolver
até os mais dificeis desafios filogenéticos (Wagner et al., 2013). Ainda utilizando peixes como
modelos de estudo, Rodriguez-Ezpeleta e colaboradores (2016) definiram a estrutura genética
com suporte estatistico para Scomber colaris e sugerem que as estratégias de analises de dados
de nova geracao sdo diretamente aplicaveis a outras espécies. A analise de Rad-Seq combinada
ao genoma de referéncia do Zebrafinch permite a identificagdo de SNPs “Single nucleotide

polymorphism” ortélogos a genes conhecidos ¢ uma possibilidade de descrever um contexto
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de aves ndo modelos (Bourgeois et al., 2013) ampliando ainda mais o uso do sequenciamento
de nova geracao.

Uma abordagem de delimitagdo de espécies e analises demograficas de populacdes
também vem se mostrando promissoras. Um estudo avaliando os limites das espécies definidas
com base em fenotipos, genes e regides gendmicas que permanecam diferentes ainda que em
face de potenciais zonas de hibridizagao e introgressao sugerem que ferramentas moleculares
permitem uma caracterizag¢ao detalhada da diferenciacdo entre linhagens divergentes e definem
padrdes de variacdo nas zonas hibridas naturais (Harrison & Larson, 2014). Outro estudo
integra sequenciamento de nova geragao com analises morfoldgicas para avaliar divergéncias
entre duas populacdes de salamandra (77ibolonotus pseudoponceleti) em ilhas do Arquipélago
de Salomon e mostram como o sequenciamento de nova gerag¢ao pode ser utilizado para testar
cenarios demograficos (Rittmeyer & Austin, 2015).

Esta nova abordagem de sequenciamento permite ainda a avalia¢ao de locos sob sele¢do
o que configura um grande potencial para o avanco do conhecimento dos processos de
diversificacdo uma vez que avaliar as bases genéticas de caracteristicas que afetam o valor
adaptativo do individuo ¢ a chave para se compreender a selecdo natural (Ellegren & Sheldon,
2008).

Uma analise denominada “approximate bayesian computation — ABC” permite o teste
de hipoteses usando complexos modelos demograficos evolutivos e dados filogenomicos
(Hickerson et al., 2010). Esta analise consiste na simulagdo de um numero de conjuntos de
dados sob um modelo de interesse e o calculo de um sumario estatistico para cada conjunto de
dados simulados. O conjunto de dados simulados com o sumario estatistico que mais se
aproximar ao sumario estatistico observado pode ser usado para estimar o suporte do modelo
que melhor se adequa (Beaumont et al., 2002; Csilléry et al., 2010). Um exemplo da aplicagdo
deste modelo associado a sequéncias de nova geragdo pode ser observado na andlise
demografica de populagdes de salamandras avaliando cendrios com diferentes niveis de

migracdo (Rittmeyer & Austin, 2015).

Uso dos modelos de distribui¢do de espécies associados a filogeografia

A modelagem bioclimatica prediz a distribuicao potencial para as espécies a partir de
pontos de distribui¢do conhecidas e projeta pontos por meio de uma interpolagio considerando
as superficies climaticas de cada area (Nix, 1986). O uso da modelagem climatica para predizer

locais de refiigios, bem como estimar a magnitude das mudancgas das areas apropriadas e testar
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tais predi¢des utilizando o DNA mitocondrial foi proposto por (Hugall e colaboradores (2002)
para uma espécie de caracol endémica da Australia.

A MDE também pode ser aplicada de forma integrada com os diferentes métodos de
analise de marcadores moleculares, assim como proposto por Hewitt (2004), segundo este
autor, a associagdo de analises genéticas com reconstru¢des paleoclimaticas pode ser muito
informativa sobre a evolucao das espécies ao longo das oscilagdes climaticas do Quaternario.
O autor ainda sugere que, populagdes em regides onde as linhagens persistem ao longo de
varios ciclos climaticos, podem acumular diferencas genéticas e possivelmente iniciar um
processo de especiacdo (Hewitt, 2004). Buscando testar essa abordagem, um trabalho com
lagartos, usou os modelos de distribuicdo de espécie para definir areas estdveis para
Micrablepharus atticolus e testar a hipotese de diferenciacdo genética entre areas estaveis e
ndo estaveis. Neste caso, ndo foi encontrada diferenca entre areas estaveis e nao estaveis,
sugerindo que a espécie tenha habilidade de se adaptar a mudangas ambientais durante as
flutuagdes climaticas (Santos et al., 2014). Além disso, o tempo de divergéncia estimado para
a maioria das populagdes ¢ mais antigo do que os tempos disponiveis para a modelagem, o que
sugere linhagens ja diferenciadas que persistiram mesmo durante periodos de condigdes
climaticas desfavoraveis (Santos et al., 2014). Este resultado ¢ similar ao encontrado por
(Werneck e colaboradores (2012) para Phyllopezus pollicaris, onde também nao foi encontrado
diferengas de variabilidade genética entre areas estaveis e ndo estaveis sugerindo a capacidade
da espécie de adaptacdo as mudangas climaticas.

Outros trabalhos usando os modelos de distribui¢ao de espécies (MDE) tiveram como
um dos objetivos testar hipoteses do efeito das variagdes climaticas na diversificagdo da
biodiversidade. Para uma espécie de lagarto (Norops meridionalis), foi identificado um
complexo de cinco linhagens, sendo que para duas destas linhagens foi testada a hipotese de
conservantismo de nicho usando a modelagem de distribuicdo de espécie. Os dados
encontrados suportam o conservantismo de nicho como principal processo de diversificagdo
para essas duas linhagens. E ainda, os autores sugerem que o mecanismo responsavel pela
diversificacdo pode estar relacionado a inabilidade das populagdes de rapida adaptagdo a novas

condi¢des climaticas (Guarnizo et al., 2016).

Arapagu-do-cerrado: a espécie modelo
O  arapagu-do  cerrado  (Lepidocolaptes  angustirostris, ~ Passeriformes,
Dendrocolaptidae) foi escolhido como modelo para testar hipoteses biogeograficas das areas

abertas por que possui distribui¢ao coincidente em quase sua totalidade com a distribuicao da
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diagonal de formagdes de vegetacdo aberta da América do Sul, ocorrendo no Suriname,
Uruguai, Argentina, Paraguai, Bolivia e Brasil (Figura 1) (Del Hoyo et al., 2003). No Brasil,
esta espécie pode ser encontrada desde a Ilha do Marajé ao restante do pais extra-amazonico
(Sick, 1997). Tem por caracteristica a locomogao entre arvores, voando do topo a base das
arvores (Sick, 1997), tornando sua dispersao possivelmente dependente de ambientes com
estrato arboreo, o que pode ser um fator limitante para o fluxo génico entre populacdes desta
espécie.

Além de um bom modelo para o teste de hipotese das areas abertas, o arapagu-do-
cerrado apresenta certa complexidade taxonomica ainda ndo explorada em nivel genético.
Atualmente, sdo reconhecidas oito subespécies de L. angustirostris, agrupadas em dois grupos
com base no padrao de coloragdo da plumagem (Marantz et al., 2003): grupo angustirostris,
sendo marrom no dorso e rajado no ventre (L. a. angustirostris, L. a. praedatus, L. a. certhiolus
e L. a. hellmayri) e grupo bivittatus, sendo rufescente no dorso e sem raias no ventre (L. a.

bivitattus, L. a. griseiceps, L. a. coronatus e L. a. bahiae) (Figura 1).
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América do Sul

@ L. a. griseceps
@ L. a. coronatus
® L. a. bahiae

@ L. a. bivitattus

BL. a. helimayer

M L. a. certhiolus

B L. a. angustirostris
L. a. paedratus

Figura 1. Distribuicdo geografica de Lepidocolaptes angustirostris (drea hachurada) com
destaque para os locais de coleta das amostras de tecido que foram analisadas via sanger na
presente tese. As cores representam as diferentes subespécies atualmente reconhecidas:
circulos representam o grupo morfolégico com ventre nao estriado (bivitattus) e os quadrados
representam o grupo morfolgico com ventre estriado (angustirostris). Os biomas da diagonal
de 4reas abertas da América do Sul também aparecem em destaque: Caatinga (Ca), Cerrado

(Ce) e Chaco (Ch).

Segundo filogenia proposta para o género Lepidocolaptes (Arbelaez-Cortés et al.,
2012), L. angustirostris ¢ a linhagem basal e apresenta baixa variabilidade intraespecifica para
os genes mitocondriais citocromo ¢ oxidase subunidade I e citocromo b. Além disso, Arbelaez-
Cortés e colaboradores (2012) propdem hipotese de diversificacdo do género baseado em
elementos da paisagem como a altitude (terras altas e baixas) e aos diferentes tipos de
fitofisionomia (areas abertas e florestais). Em revisdo taxondmica de L. angustirostris, Bolivar-

Leguizamon e Silveira (2015) avaliaram varios caracteres morfoldgicos (Figura 2) da espécie.
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Apos este estudo, concluiu-se que devido a auséncia de caracter diagndstico e a auséncia de
limites geograficos para as subespécies descritas apenas reconhece-se um taxon valido para
esta linhagem Portanto, considerando tais resultados, L. angustirostris ¢ uma populagdo
continua com variagdo morfoldgica clinal, sem distingdo evolutiva fenotipica (Bolivar-

Leguizamoén & Silveira, 2015).

Figura 2. Padrao morfoldgico da espécie Lepidocolaptes angustirostris. A. Ilustracdo de quatro
das oito subespécies destacando a variacao do ventre exemplificando os grupos estriados e nao
estriados (Fonte: The Handbook Alive). B: Série de peles representando a variagao morfologica
do ventre, ressaltando a caracteristica de variacdo clinal (Fonte: (Bolivar- Leguizamén &

Silveira, 2015).

Espécies de arapagus com varias subespécies descritas ja vem sendo estudadas em areas
florestais. Em Xiphorhynchus ocellatus, as andlises filogenéticas mostram varias
incongruéncias com a atual taxonomia das subespécies, tendo em um dos casos, uma
subespécie com diferenciacdo antiga a ponto de ser mais consistente com o nivel de espécies
do que de subespécie (Sousa-Neves et al., 2013). Ainda com o género Xiphorhynchus, trés

subespécies de X. guttatus ndo correspondem a clados diferentes, mostrando que nao ha
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diferenciagdo genética suficiente para a separagdo em subespécies (Rocha et al., 2015).

Até o presente momento, nenhum estudo genético foi realizado buscando compreender
quais fatores podem ter contribuido para o estabelecimento do atual padrao de distribui¢do das
diferentes subespécies de L. angustirostris e se as unidades taxonomicamente reconhecidas
podem ser realmente consideradas subespécies ou elevadas ao nivel de espécie a luz do
conceito unificado de espécie (unified species concept, De Queiroz, 2007). Este conceito de
espécie sugere tratar linhagens que evoluiram de forma independente como espécies, quando
evidéncias independentes estdo disponiveis e demonstram isolamento genético reciproco entre
estas linhagens.

Considerando os aspectos apresentados anteriormente esta tese estd organizada em trés
partes, as quais sdo descritas abaixo:

e No capitulo II, utilizando um fragmento mitocondrial e um nuclear buscamos testar trés
hipdteses ndo mutuamente excludentes: (I) Hipotese do Arco Pleistocénico, (IT) Areas de
estabilidade climatica e (III) isolamento por distancia. Por fim, avaliamos se a estrutura
filogeografica esta relacionada a variagdo morfologica e as subespécies atualmente
reconhecidas.

e No capitulo III, partimos de uma matriz de loci obtidos por sequenciamento de nova
geragdo visamos testar também trés hipdteses ndo excludentes: (I) cada bioma corresponde
a uma unidade biogeografica distinta; (II) os biomas respondem de forma diferente as
variagOes climaticas e (III) considerando a ampla area dentro de cada bioma, é esperado
encontrar isolamento por distancia dentro de cada populagao.

e Por fim, apresento uma producdo relacionada a esta tese, onde foram descritos os
mitogenomas de duas espécies neotropicais (Sicalis olivascens e Lepidocolaptes
angustirostris) com arranjos de genes diferentes. Ainda neste artigo, foi estimado o quio
frequente sdo os eventos de duplicagdo que ocorreram no genoma mitocondrial ao longo
da evolucao dos Passeriformes e se as duas cdpias da regido controladora do DNA
mitocondrial demonstram um padrdo de evolugdo em concerto (concerted evolution) na
superfamilia Sylvioidea. Este manuscrito sera apresentado ao final da tese como "Produgao

relacionada”.
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CAPITULO I
FILOGEOGRAFIA DO ARAPACU-DO-CERRADO (LEPIDOCOLAPTES
ANGUSTIROSTRIS): INSIGHTS SOBRE A DIVERSIFICACAO DA
AVIFAUNA NEOTROPICAL ASSOCIADA AS FORMACOES DE
VEGETACOES ABERTAS

RESUMO

Com base em andlises filogeograficas e de modelagem de nicho de Lepidocolaptes
angustirostris, nds avaliamos as predi¢des de algumas hipoteses de diversificagao relacionadas
as vegetacdes de areas abertas da América do Sul: (I) A hipotese do Arco Pleistocénico (PAH),
(IT) maior variabilidade genética em dareas climaticamente estaveis, e (III) correlagdo de
distancia genética e geografica. Por fim, nos avaliamos se cada subespécie representa uma
entidade evolutiva independente. NoOs amostramos 63 individuos incluindo todas as
subespécies descritas para L. angustirostris, € usamos sequéncias de fragmentos mitocondrial
(ND2) e um nuclear (FIBS). Nos primeiramente identificamos as populacdes genéticas e entdo
reconstruimos as relagdes filogenéticas e estimamos o tempo de divergéncia entre elas. Nos
também realizamos testes demograficos para cada populacdo. Além disso, nds estimamos o
nicho ecolégico de L. angustirostris ao longo do tempo sobrepondo as proje¢des de nicho
provenientes de cada um dos quatro cendrios climaticos (atual, Holoceno médio, Ultimo
Maximo Glacial e Ultimo Interglacial) usando 105 pontos de ocorréncia desta espécie.
Lepidocolaptes angustirostris apresentou forte estrutura filogeografica. Cada populagdo dos
principais tipos de formagao de areas abertas da América do Sul ndo sdo monofiléticas, ao
invés disso, consistem em linhagens parafiléticas que aparentemente realizaram eventos de
dispersdo a curta distancia entre biomas proximos. A diversidade genética estimada nao foi
maior em areas climaticamente estaveis quando comparadas a areas ndo estaveis. O Isolamento
por distancia por si s6 nao ¢ capaz de explicar a estrutura filogeografica de L. angustirostris.
Por fim, as linhagens genéticas encontradas neste estudo ndo correspondem as subespécies
descritas para L. angustirostris. A diversificagdo em L. angustirostris deve ter sido influenciada
primariamente pelos processos que moldaram individualmente cada tipo das principais
formagdes de vegetacao aberta da América do Sul. Com isso, nossos dados reforcam que os
diferentes biomas da diagonal de formagdes de vegetacdo aberta devem ser considerados

unidades biogeograficas independentes.
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INTRODUCAO

A regido neotropical € a regido mais biodiversa do mundo (Rull, 2008; TUCN, 2017).
Muitos modelos e processos tem sido postulado para entender a evolugdo de tal alto nivel de
diversidade, mas muitos deles sdo focados apenas nas florestas tropicais, como os modelos de
rios como barreiras (Aleixo, 2004; Cabanne et al., 2007, 2008; Ribas et al., 2012), o
soerguimento da cordilheira dos Andes (Chapman, 1917; Sedano & Burns, 2010) e o efeito das
alteracdes climaticas do Pleistoceno (Carnaval et al., 2009). O estudo dos processos de
diversificacdo atuando nas matas secas e nas formagdes de vegetagdo abertas neotropicais
continuam incipientes (Werneck, 2011; Turchetto-Zolet et al., 2013).

As formagdes de vegetacdo aberta (ou diagonal de formagdes abertas segundo
Vanzolini, 1963) do Neotrdpico incluem as Florestas secas semideciduas (SDTFs daqui em
diante), o Cerrado (Savana tropical do Brasil central) e o Chaco (Florestas secas do nordeste
da Argentina, parte mais oeste do Paraguai e a parte sudeste da Bolivia; Fig 1a). As SDTFs
apresentam uma distribuicao altamente fragmentada e podem ser representadas por quatro
nucleos principais: (I) Caatinga, a qual ¢ a maior area localizada no nordeste do Brasil; (II)
Misiones, localizada em uma area ao longo do sistema de rios Paraguai-Parana.; (IIT) Piedmont,
no sudoeste da Bolivia e noroeste da Argentina; e (IV) Chiquitano, na provincia Boliviana de
Chiquitano (Pinsky et al., 2010). As formacdes de vegetacdao aberta formam um mosaico
complexo de vegetagdo que aparentemente evoluiram sob forte pressdo nos periodos secos
(Furley & Metcalfe, 2007). Entretanto, eles parecem ter respondido de maneira diferente as
mudangas climaticas e do ambiente e devem ser analisados separadamente em andlises

biogeograficas (Pennington et al., 2000).
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Figura 1A. Distribui¢ao geografica das amostras de tecido mostrando as subespécies utilizadas
neste estudo. Os quadrados brancos - Lepidocolaptes angustirostris griseiceps; circulos
brancos - Lepidocolaptes a coronatus; circulos pretos — L. a. bahiae; quadrados pretos — L. a.
bivittatus, estrelas pretas — L. a. certhiolus, estrelas brancas — L. a. hellmayri; triAngulos
brancos — L. a. angustirostris, tridngulos pretos — L. a. praedatus. Os numeros correspobdem
as localidades descritas na Tabela 1. A 4area hachurada representa a distribuicdo de
Lepidocolaptes angustirostris segundo a Birdlife (2015). Os biomas que compdem as
formagdes de vegetacdo aberta da América do Sul sdo apresentados pelas cores: Cerrado —
cinza e Chaco — cinza escuro. As areas azuis representam a distribuicao dos nucleos das SDTFs:
Caatinga (Ca), Missiones (Mi), Chiquitanos (Ch) e Piedmont (Pi) (seguindo Pennigton et al
2000). B. Populagdes genéticas de L. angustirostris (circulos coloridos) e as barreiras genéticas
(linhas coloridas) identificadas utilizando o algoritmo de Monmonier com base no ND2.
Circulos roxos indicam populagio MW _Caatinga, circulos azuis indicam a populagdo
W_Cerrado, circulos rosas indicam a populacio W_Caatinga, circulos amarelos indicam a

populacao do Chaco e os circulos verdes indicam a populagao E_Cerrado.
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A diversificagdo bioldgica das formagdes de vegetagdo aberta tem sido associada a uma
combinac¢do de flutuagdes climaticas (veja Werneck, 2011) e a eventos paleo geoldgicos do
Terciario (ex. transgressdes marinhas e o soerguimento do platd do Planalto Central). Em geral,
as oscilagoes climaticas tém sido associadas a diferenciagao interespecifica de plantas (Caetano
et al., 2008; Ramos et al., 2009), insetos (Moraes et al., 2009) e aves (Silva & Bates, 2002),
enquanto os eventos geologicos tém sido associados a diversificagdo em niveis taxondmicos
mais altos, como género de lagartos (ex. Giugliano et al., 2007).

Prado e Gibbs (1993) postularam que a atual distribuicdo disjunta dos nucleos das
SDTFs sao resultado da contracdo e fragmentacdo de uma distribui¢do ampla das SDTFs no
passado que existia durante o maximo glacial no Pleistoceno, a entdo chamada hipotese do
Arco Pleistocénico (PAH). A PAH prediz que as espécies/populacdes compartilhadas por essas
florestas secas devam ser derivadas de uma unica linhagem evolutiva, e elas ndo devem
apresentar estrutura genética, ou alternativamente devam apresentar apenas estrutura
filogeografica recente (originada no Pleistoceno) coincidente com cada um dos nucleos das
matas secas. Por outro lado, outros estudos sugerem que os nicleos das matas secas sempre
foram fragmentados e isolados, com similaridades faunisticas e floristicas como resultado de
dispersao por longa distancia (Mayle, 2004, 2006). Neste caso, ¢ esperada uma tnica linhagem
evolutiva com estrutura genética coincidente com cada nticleo, no entanto a divergéncia deve
ter ocorrido antes do Pleistoceno. Por exemplo, um estudo com uma planta do género
Tetrameriu sugere que os nucleos das SDTFs estdo isolados desde o Neogeno (Cortes et al.,
2015), enquanto um estudo com modelagem de nicho das SDTFs sugere que os nucleos tém
estado isolados desde o Terciario superior (Werneck et al., 2011).

As oscilagdes climaticas do Quaternario também podem ter sido um importante
mecanismo para explicar a evolugdo das popula¢des nos outros biomas de formagdes de
vegetacdo neotropical. Ainda que o modelo tenha sido primeiramente para explicar a
diversificacdo no hemisfério norte (Hewitt, 2004), ele foi também considerado para a regido
Neotropical (Carnaval et al., 2009). De acordo com esse modelo, paisagens instaveis
climaticamente podem ter moldado a demografia e o fluxo génico, o que pode ter resultado na
acumulac¢ao de diferencas genéticas, levando a uma alta diversidade genética em areas estaveis
comparada a areas nao estaveis (Hewitt, 2004; Carnaval et al., 2009). A longo prazo, isso pode
levar as populacdes estaveis a especiagdo (Haffer, 1969; Hewitt, 2004). Regides estaveis ao
longo em cada um dos biomas possibilitam altos niveis de diversidade genética, enquanto areas
instaveis possibilitam a perda de variabilidade genética devido a deriva genética. Desta

maneira, as populagdes mais diversas geneticamente dos organismos associados as formagdes
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de vegetacdo aberta devam estar associadas as regides mais estaveis climaticamente em cada
um dos biomas.

Por fim, um outro fator que pode atuar na estrutura genética intraespecifica nas
formagdes de vegetacdo aberta ¢ o isolamento por distancia. Este ¢ um processo neutro
relacionado a restricdo da dispersdo em longas distancias que podem existir em uma paisagem
aberta, onde a distancia genética aumenta assim que a distdncia geografica aumenta (Wright,
1943). Este processo pode ocorrer em populagdes subdivididas onde o fluxo génico ¢
dependente da distancia de dispersdo ou dentro de uma populagdo com distribui¢do continua
onde a dispersao ¢ espacialmente restrita (Hardy & Vekemans, 1999). A predi¢do de
isolamento por distancia ¢ a forte correlacdo entre a diferenca genética e a distancia geografica,
com baixa estrutura genética.

Sendo assim, nds estudamos o Arapagu-do-Cerrado (Lepidocolaptes angustirostris),
uma ave que ocorre em florestas secas, semideciduas e bordas de matas de galeria no centro da
América do Sul (Figura 1a.) para avaliar as predigdes das hipdteses anteriormente mencionadas
sobre a diversifica¢do da avifauna associada ad formagdes de vegetacao aberta. O Arapagu-do-
Cerrado tem uma distribuicdo tipica da “diagonal de formagdes abertas”, ocorrendo em
formagdes de vegetacdo aberta e em algumas manchas de areas abertas na parte mais a leste da
Amazodnia, o que representa um modelo ideal para investigar processos evolutivos nestas
regides. Existem oito subespécies neste grupo de Arapagus agrupados em dois grupos com base
no padrao de cor da plumagem: (I) grupo angustirostris, completamente marrom escuro em no
dorso e muito estriado no ventre (L. a. angustirostris, L. a. praedatus, L. a. certhiolus and L.
a. hellmayri) e (I1) grupo bivittatus, mais rufiscente no dorso e predominantemente nao estriado
no ventre (L. a. bivittatus, L. a. griseiceps, L. a. coronatus and L. a. bahiae) (Marantz et al.,
2003). Estas subespécies aparentemente ndo representam linhagens evolutivas independentes
nem tém caracteres fenotipicos diagnoésticos (Bolivar-Leguizamoéon & Silveira, 2015). No
entanto, até agora nenhum estudo genético foi realizado para avaliar se as subespécies
representam populagdes genéticas distintas ou unidades evolutivas independentes.

O objetivo principal deste trabalho foi realiza a filogeografia e a anélise de modelagem
de nicho de Lepidocolaptes angustirostris para avaliar as predi¢des das hipoteses que possam
ter atuado na diversificagdo das formacdes de vegetacdes abertas. Quanto a (I) Hipotese do
arco pleistocénico (PAH) - nos esperamos uma tUnica linhagem evolutiva ou espécies irmas
entre os nucleos das SDTFs com uma estrutura genética originada durante o Pleistoceno;
quanto as (II) areas de estabilidade climdtica, n6és esperamos encontrar altos niveis de

diversidade genética nas populagdes que ocorrem em areas climaticamente estaveis quando
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comparadas as areas instaveis; € no que se refere ao (III) isolamento por distancia, nos
esperamos encontrar forte correlacdo entre a distdncia genética e geografica dentro das
populagdes. Por fim, nds avaliamos se a estrutura filogeografica estd relacionada a variagao

morfoldgica e as designacdes de subespécies.

MATERIAL E METODOS
Amostragem e dados genéticos

No6s amostramos 63 individuos incluindo todas as subespécies descritas para L.
angustirostris provenientes de 37 localidades distribuidas ao longo das formagdes de vegetagao
aberta da América do Sul (Figura la, Tabela 1). N6s amostramos de um a quatro individuos
por cada localidade. Algumas amostras de tecido foram coletadas em expedi¢des de campo
pela equipe do Laboratorio de genética e biodiversidade da Universidade de Brasilia, e outras
foram provenientes de empréstimos do Museu Argentino de Ciencias Naturales (MACN),
Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG), Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo
(MZUSP) e Burke Museum of Natural History, and Culture (UWBM).

O DNA total foi extraido de tecidos de musculo e sangue utilizando o kit comercial
Quiagen DNAeasy, seguindo as recomendagdes do fabricante. No6s amplificamos um
fragmento mitocondrial da subunidade 2 do gene NADH desidrogenase (ND2) utilizando os
iniciadores LMET (Groth, J. apud Ribas et al., 2005) e H6313 (Sorenson et al., 1999), e um
fragmento nuclear do intron 5 do gene beta-fibrinogénio (FIBS) utilizando os iniciadores FIBS
e FIB6 (Marini & Hackett, 2002). Os produtos de PCR foram purificados utilizando reacao de
EXO/SAP. As sequencias foram obtidas por empresas terceirizadas sendo elas MACROGEN
Inc., Unidad de Genomica at Argentina e Centro de Genomica de Alto Desempenho na
Universidade Catolica de Brasilia. Nos avaliamos as sequencias quanto a qualidade (clareza
dos picos) e presenca de ambiguidades com o auxilio do programa Geneious 6.1.6
(Biomatters). O alinhamento foi realizado pelo algoritmo Clustal W (Thompson et al., 1997).
Para inferir a fase haplotipica do loco nuclear, nos utilizamos o algoritmo bayesiano PHASE
(Stephens et al., 2001) implementado no programa DNAsp (Rozas et al., 2003). Nos
escolhemos o melhor modelo de evolugdo para loco com base nos valores do critério de

informagao bayesiana (BIC) utilizando o programa MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013).
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Table 1. Amostras genéticas. LOC corresponde ao Numero no mapa de amostragem genética (veja Figura 1). A palavra “origem” indica a origem
do tecido: LGBUNB — Laboratorio de Genética e Biodiversidade da Universidade de Brasilia — Brasil; MPEG — Museu Paranese Emilio Goeldi —
Brasil; MUZUSP — Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo — Brasil; UWBM - Burke Museum of Natural History, and Culture — USA;

MACN — Museo Argentino de Ciencias Naturales — Argentina. As coordenadas geograficas estao apresentadas em graus decimais. “Clima” refere-

se a estabilidade climética da localidade conseiderando a modelagem de nicho, onde S significa Area Estavel e NS significa Area Nao-estavel.

Genbank refere-se ao numero de acesso da sequéncia no Genbank, o nimero superior indica a sequéncia do gene ND2 sequence € o nimero

inferior a sequencia do gene FIBS.

LOC Amostra Localidade Cidade - Estado Pais Origem LAT LONG Clima Genbank
MG459021
1 UFG 4011 Faz. Embrapa Macapa - AP Brasil LGBUNB 04 -51.05 NS MG459086
MG459022
1 UFG 4038 Faz. Embrapa Macapa - AP Brasil LGBUNB 0.4 -51.05 NS MG459087
MG459023
1 UFG 4048 Faz. Embrapa Macapa - AP Brasil LGBUNB 04 -51.05 NS MG459088
MG459024
1 UFG 4094 Faz. Embrapa Macapa - AP Brasil LGBUNB 04 -51.05 NS MG459089
MG459025
2 UFG 2606 Fazenda Monte Carlo Urbano Santos - MA Brasil MPEG -3.21 -43.39 S MG459090
MG459026
3 UFG 2600 Fazenda Bonito Castelo de Piaui - PI Brasil MPEG -5.31 -41.55 NS MG459091
MG459027
4 UFG 2611 Santa Tereza Beneditinos - PI Brasil MPEG -5.46 -42.35 NS MG459092
MG459028
5 UFG 2609 Fazenda Caluba Elesbao Veloso - PI Brasil MPEG -6.2 -42.12 NS MG459093
MG459029
6 UFG 2608 Chapada dos Macedos Jardim do Mulato - PI Brasil MPEG -6.08 -42.63 NS MG459094
MG459030
7 UFG 2601 Mancha verde Sao Jodo dos Patos - MA Brasil MPEG -6.49 -43.7 S MG459095



10

11

12

13

14

15

16

16

17

18

18

18

19

20

UFG 3913

UFG 2615

UFG 3916

UFG 3914

UFG 3919

UFG 3917

UFG 3918

UFG 3227

UFG 1052

UFG 1053

UFG 3228

UFG 3685

UFG 3686

UFG 2405

UFG 0438

UFG 2978

Fazenda Sao Pedro

Vale do Rio Pratinha
Fazenda Arsénio
Comunidade Salseiro
P.N. Serra das Confusdes
P.N. Serra da Capivara
P.N. Serra das Confusdes
Barra do Choga

Lagoa do Cajoeiro
Lagoa do Cajoeiro
Campinagu

E. E. Aguas Emendadas
E. E. Aguas Emendadas
Reserva Ecologica do
IBGE

Fazenda Morro Branco

Fazenda Ouro e Prata

Guadalupe - PI
Urugui - PI

Parambu - CE
Bocaina - PI

Canto do Buriti - PI
Sao Raimundo Nonato - PI
Caracol - PI

Bahia

Matias Cardoso - MG
Matias Cardoso - MG
Goids

Brasilia - DF

Brasilia - DF

Brasilia - DF
Aurilandia - GO

Nova Xavantina - MT

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MUZUSP

LGBU

LGBU

MUZUSP

LGBUNB

LGBUNB

LGBUNB

LGBUNB

LGBUNB

-6.93

-7.23

-6.46

-6.96

-8.35

-9.02

-9.12

-14.8

-14.8

-14.8

-13.7

-15.8

-15.8

-15.8

-16.6

-14.6

-43.61

_44.54

-40.65

-41.28

43.4

-42.7

-43.75

-40.55

-43.93

-43.93

-48.56

-47.84

-47.84

-47.84

-50.45

-52.35

NS

NS

NS

NS

NS

NS
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MG459031
MG459096
MG459032
MG459097
MG459033
MG459098
MG459034
MG459099
MG459035
MG459100
MG459036
MG459101
MG459037
MG459102
MG459038
MG459103
MG459039
MG459104
MG459040
MG459105
MG459041
MG459106
MG459042
MG459107
MG459043
MG459108
MG459044
MG459109
MG459045
MG459110
MG459046
MG459111
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21

21

22

23

23

23

24

24

24

25

25

26

26

27

27

UFG 3002

UFG 3611

UFG 3621

UFG 3912

UFG 3770

UFG 3794

UFG 3795

GSA 007

VGR 221

VGR 323

MACN 5928

MACN 5944

MACN 5663

MACN 5687

UFG 4285

UFG 4301

Fazenda Ouro e Prata
P.N. Chapada dos
Guimaraes

P.N. Chapada dos
Guimaraes

Retiro Novo

Vila Bela da Santissima
Trindade

Vila Bela da Santissima
Trindade

Vila Bela da Santissima
Trindade

Laguna Caucaya
Laguna Caucaya

Laguna Caucaya
Centro de Produccion
Yabaré

Centro de Produccion
Yabaré

Parque Nacional
Calilegua

Parque Nacional
Calilegua

Fazenda Pitangueiras

Fazenda Pitangueiras

Nova Xavantina - MT

Chapada dos Guimaraes -

MT

Chapada dos Guimaraes -

MT

Nossa Senhora do
Livramento - MT

Vila Bela da Santissima
Trindade - MT

Vila Bela da Santissima
Trindade - MT

Vila Bela da Santissima
Trindade - MT
Departamento de Santa
Cruz

Departamento de Santa
Cruz

Departamento de Santa
Cruz

Provincia de Chiquitos -
Dpto Santa Cruz
Provincia de Chiquitos -
Dpto Santa Cruz

Provincia de Jujuy
Provincia de Jujuy
Bonito - MS

Bonito - MS

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Bolivia
Brasil
Brasil
Bolivia
Bolivia
Argentina
Argentina
Brasil

Brasil

LGBUNB

LGBUNB

LGBUNB

MPEG

MUZUSP

MUZUSP

MUZUSP

UWBM

UWBM

UWBM

MACN

MACN

MACN

MACN

LGBUNB

LGBUNB

-14.6

-15.4

-15.4

-16.3

-15

-15

-15

-18.6

-18.6

-18.6

-17.4

-17.4

-23.7

-23.7

-20.8

-20.8

-52.35

-55.82

-55.82

-56.29

-59.94

-59.94

-59.94

-63.91

-63.91

-63.91

-62.17

-62.17

-64.85

-64.85

-56.58

-56.58

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS
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MG459047
MG459112
MG459048
MG459113
MG459049
MG459114
MG459050
MG459115
MG459051
MG459116
MG459052
MG459117
MG459053
MG459118
MG459054
MG459119
MG459055
MG459120
MG459056
MG459121
MG459057
MG459122
MG459058
MG459123
MG459059
MG459124
MG459060
MG459125
MG459061
MG459126
MG459062
MG459127
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28

28

29

29

29

30

30

30

31

31

32

33

34

34

34

UFG 4307

MACN 5399

MACN 5434

MACN 3155

MACN 3191

MACN 3663

MACN 4503

MACN 4506

MACN 4508

MACN 1357

MACN 1404

MACN 4991

MACN 4339

MACN 6134

MACN 6150

MACN 5314

Fazenda Pitangueiras

Reserva Natural Formosa

Reserva Natural Formosa

Parque Nacional
Pilcomayo
Parque Nacional
Pilcomayo
Parque Nacional
Pilcomayo

Parque Nacional Chaco
Parque Nacional Chaco
Parque Nacional Chaco
EBCO

EBCO

Parque Nacional
Mburucuya

Parque Nacional El
Palmar

La Para

La Para

La Para

Bonito - MS

Provincia de Formosa

Provincia de Formosa

Provincia de Formosa

Provincia de Formosa

Provincia de Formosa

Provincia de Chaco

Provincia de Chaco

Provincia de Chaco

Provincia de Corrientes

Provincia de Corrientes

Provincia de Corrientes

Provincia de Entre Rios

Provincia de Cérdoba

Provincia de Cérdoba

Provincia de Cérdoba

Brasil

Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina

Argentina

LGBUNB

MACN

MACN

MACN

MACN

MACN

MACN

MACN

MACN

MACN

MACN

MACN

MACN

MACN

MACN

MACN

-20.8

-24.3

-24.3

-25.1

-25.1

-25.1

-26.8

-26.8

-26.8

-27.5

-27.5

-31.9

-30.8

-30.8

-30.8

-56.58

-61.8

-61.8

-58.17

-58.17

-58.17

-59.6

-59.6

-59.6

-58.68

-58.68

-58.01

-58.24

-62.98

-62.98

-62.98

NS
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MG459063
MG459128
MG459064
MG459129
MG459065
MG459130
MG459066
MG459131
MG459067
MG459132
MG459068
MG459133
MG459069
MG459134
MG459070
MG459135
MG459071
MG459136
MG459072
MG459137
MG459073
MG459138
MG459074
MG459139
MG459075
MG459140
MG459076
MG459141
MG459077
MG459142
MG459078
MG459143
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35

36

36

37

oG

oG

MACN 4077

MACN 4086

MACN 2117

MACN 2136

MACN 4252

CvC o017

CvC 019

Nacunan Santa Rosa

Nacunan Santa Rosa

Isla las Palmas Baradero

Isla las Palmas Baradero

Reserva El destino

San Lorenzo

San Lorenzo

Provincia de Mendoza
Provincia de Mendoza
Provincia de Buenos Aires
Provincia de Buenos Aires
Provincia de Buenos Aires
Departamento Santa Cruz

Departamento Santa Cruz

Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Bolivia

Bolivia

MACN

MACN

MACN

MACN

MACN

UWBM

UWBM

Y

234

-33.7

-33.7

-35.1

-19.4

-19.4

-67.95

-67.95

-59.25

-59.25

-57.39

-63.47

-63.47

NS

NS

NS

NS

NS
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MG459079
MG459144
MG459080
MG459145
MG459081
MG459146
MG459082
MG459147
MG459083
MG459148
MG459084
MG459149
MG459085
MG459150
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Populagoes genéticas e estrutura genética

Noés definimos as populagdes para as analises com base em barreiras genéticas
estimadas pelo algoritmo de Monmonier e pelos valores de ®sc como descrito por Rodriguez-
Robles e colaboradores (2010). Brevemente, as barreiras genéticas foram identificadas com
base nas distdncias genéticas do gene ND2 utilizando o algoritmo de Monmonier
implementado no programa AIS 1.0 (Miller, 2005). As barreiras foram plotadas uma a uma até
que o numero maximo de barreiras (Kmax) foi atingido quando uma barreira isolou uma tnica
localidade como populagdo. Quando o nimero maximo de barreiras foi atingido, n6s definimos
os numeros possiveis de populacdes. Depois, nos realizamos uma andlise de varidncia
molecular (AMOVA, Excoffier et al., 1992) para estimar os indices de estrutura genética (®sc,
®st and dct) com base em uma matriz de distancia utilizando o modelo de Tajima e Nei (1984)
para o numero de populagdes (k) variando de dois ao valor méximo (kmax) previamente
definidos pela analise anterior. A significancia estatistica foi calculada com base em 1.000
permutacdes implementadas no programa Arlequin 3.0 (Excoffier et al., 2005). Por fim, nos
escolhemos o melhor numero de populagdes avaliando o menor valor positivo do indice ®sc.
Entdo, todas as populacdes genéticas foram caracterizadas com base no nimero de haplétipos,
diversidade haplotipica, diversidade nucleotidica e as diferencas nucleotidicas para ambos os
marcadores utilizando DNAsp. A estrutura genética de L. angustirostris foi avaliada com base
no valor do ®st global (Wright, 1951). Nos também estimamos a diferenca genética par a par
entre as populagdes a fim de identificar as populagdes mais divergentes entre si utilizando o

programa Arlequin 3.0.

Andalises filogeogrdficas

A relacdo entre os haplotipos recuperados foi investigada por meio de uma rede de
haplétipos utilizando o modelo median-joining (Bandelt et al., 1999) com o auxilio do
programa POPART 1.7.2 (French et al., 2013). Nos também avaliamos a relacdo filogenética
entre os hapldtipos com base em uma arvore filogenética construida por uma inferéncia
bayesiana (BI) utilizando uma matriz concatenada de ND2 (modelo de substitui¢do de HKY)
e FIB5 (modelo de substitui¢ao de JC69). A BI foi realizada sob um modelo de “yule process”
no programa Beast 1.8 (Drummond & Rambaut, 2007) utilizando os cédigos IUPAC, e
considerando as ambiguidades como informativas para o loco FIBS. Nos também realizamos
uma analise de “species tree” no programa STARBeast (Heled & Drummond, 2010) também
sob 0 modelo de “yule process” e um “piecewise” modelo de tamanho de populagdo constante

utilizando a fase haplotipica para o FIBS. Em ambas analises, realizamos as analises de MCMC
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com 100 milhdes de geracdes amostradas a cada 10 mil geragdes. Nos avaliamos a qualidade
das corridas considerando os valores de ESS (>200) utilizando o programa Tracer 1.6
(Rambaut et al., 2014). As arvores foram sumarizadas no programa TreeAnnotator
considerando um burn-in de 10%. As topologias foram visualizadas e editadas no programa

Figtree v. 1.4.2 (disponivel em http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Demografia historica

Para avaliar a varia¢ao temporal no tamanho da populacdo, n6s realizamos os seguintes
testes estatisticos: a estatistica do R, (Ramos-Onsins & Rozas, 2002), Tajima’s D (Tajima,
1989) and Fu’s FS (Fu, 1997) para cada populacao utilizando o programa DNAsp. N6s também
avaliamos a dindmica do tamanho efetivo populacional ao longo do tempo através da analise
de extended Bayesian skyline plots (EBSP) realizadas para cada populacdo (Heled &
Drummond, 2008). Nos realizamos 100 mil corridas e os parametros foram salvos a cada mil
corridas. Nos avaliamos a qualidade da corrida utilizando o programa Tracer 1.6 através dos
valores de ESS (>200). O resultado grafico ¢ a correlagdo da mediana do tamanho efetivo
populacional em fung¢do do tempo em anos e o intervalo de confianga foram os limites superior
e inferior dos valores de 95% HPD de cada populagdo. Para todas as analises nos utilizamos a
taxa de 0.009 substituicdes/sitio/milhdo de anos (Pacheco et al.,, 2011) e 0.0036
substituigdes/sitio/milhdo de anos (Axelsson et al., 2004) como taxas de substitui¢ao para ND2

e FIBS respectivamente.

Tempo de divergéncia

Com o intuito de estimar o tempo de divergé€ncia entre as populacdes, nos realizamos
uma analise de isolamento com migracdo (IM) assumindo a relagdo entre as popula¢des obtidas
pela topologia da inferéncia bayesiana (veja resultados, Figura 2), onde cada populagdo
ancestral foi considerada idéntica em tamanho a sua populagdo descente de maior tamanho, e
apenas um unico pardmetro de migragao foi considerado para todos os pares de populagdes (
com o intuito de simplificar o modelo) implementado no programa IMa2 (Hey & Nielsen,
2004). Nos utilizamos um tempo de corrida do tipo floating-point (as analises correram até 22
milhdes de geracdes), um milhdo de geragdes foram descartadas por burn-in, o valor do
parametro de maximo tempo de separagdo das populagdes foi 15, o valor do pardmetro de
migracao foi 60, o valor do pardmetro de maximo tamanho populacional foi 50. Nos utilizamos

um modelo de aquecimento geométrico das cadeias e 0.9 foi o pardmetro de aquecimento da
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primeira e da segunda cadeia. N6s assumimos um ano como tempo de geracdo. Para estimar

os valores em unidades demograficas nds utilizamos a média geométrica das taxas de mutagao.

- OCHW  BAHIAE
|—|:1 WM BAHIAE
i BAHIAE 3
. CORON MW_Caatinga
CORON
CORON

CORON
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Figura 2. Arvore filogenética com base na inferéncia bayesiana mostrando as relagdes das
linhagens utilizando os marcadores ND2 e FIB 5. Os valores de suporte em cada nd sdo
apresentados sempre que as probabilidades a posteriori foram maiores que 0.8. As subespécies
de cada amostra foram descritas como GRISEI — Lepidocolaptes angustirostris griseiceps,
CORON - L. a. coronatus; BAHIAE — L. a. bahiae; BIVITT — L. a. bivittatus; CERTHI — L.
a. certhiolus; HELLM — L. a. hellmayri; ANGUS — L. a. angustirostris; PRAE — L. a.
praedatus. As cores correspondem as populagdes definidas com base na andlise de estrutura
genética: roxo: MW _Caatinga; azul: W_Cerrado; rosa: W_Caatinga; amarelo: Chaco e verde:

E Cerrado. As amostras dos nucleos das SDTFs foram destacadas em azul.
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Modelagem de nicho

Para propor hipoteses sobre a estabilidade climatica do nicho ao longo do tempo, nds
realizamos uma modelagem de nicho utilizando 105 pontos de ocorréncia (veja resultados:
Figura 3a, Tabela 2) obtidos por nossos trabalhos de campo, espécimes de museu e revisdes da
literatura, assim como do sitio Global Biodiversity Information Facility — GIBF (disponivel em
www.gbif.org).

As 19 varidveis bioclimaticas (Nix, 1986; Busby, 1991), com a resolugdo de 2.5
minutos, foram obtidas da base de dados do WorldClim (Hijmans et al., 2005). N6s exploramos
tr€s conjuntos de variaveis climaticas para realizar a modelagem de nicho para o periodo atual:
utilizando todas as variaveis; um conjunto obtido apds a exclusdo das variaveis mais
correlacionadas (correlagdo >0.9); um conjunto obtido com as varidveis mais importantes para
o modelo (com base no percentual de contribuicao de cada variavel maior que 5%). As analises
finais foram realizadas com todas as 19 varidveis bioclimaticas, utilizando o algoritmo
MAXENT (Phillips et al., 2010) que implementa uma abordagem machine learning, onde o
peso de cada variavel estd embasado na importancia (Seeholzer & Brumfield, 2018) e desta
maneira reduzir o nimero de variaveis nao ¢ obrigatorio (Elith et al., 2011; Braunisch et al.,
2013), assim como porque apenas quando usamos todas as variaveis o modelo foi capaz de
recuperar com alta adequabilidade as areas de distribui¢do isoladas da espécie modelo (ex. em
Macap4, Brasil) com altos valores de AUC. Nos projetamos a distribui¢ao potencial para quatro
janelas temporais: Ultimo Interglacial (LIG, ~150 a 120 mil anos atras), Ultimo Maximo
Glacial (LGM, 21 mil anos atras) e Holoceno médio (6 mil anos atras). Para o LGM e Holoceno
médio dois modelos de circulagcdo global (CCSM4 e MIROC) foram utilizados e ambas as
projecdes foram combinadas utilizando a ferramenta raster calculator no ArcMap 10.1. Nos
configuramos 10 mil como nimero méaximo para pontos de background, Crossvalidate foi
utilizado como tipo de replicas da corrida, utilizamos 500 iteragdes e /0-percentile training
presence como critério de limiar. Todos os outros parametros foram mantidos como padrdo do

programa.
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No model
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I 2 models

Figura 3. Modelagem de nicho potencial com base nas varidveis climaticas do WorldClim
aplicando o critério de limiar /0 percentile training presence. A. proje¢ao atual utilizando todas
as variaveis; os pontos vermelhos indicam os pontos de ocorréncia utilizados nesta modelagem
(para mais informagdes, veja a Tabela 2); B. Projecao para o Holoceno médio (6 mil anos
atras); cinza claro representa areas adequadas apenas para um modelo de circulacdo global e
cinza escuro representa as areas adequadas concordantes; C. Proje¢@o para o Ultimo Maximo
Glacial (21 mil anos atrés); cinza claro representa areas adequadas apenas para um modelo de
circulagdo global e cinza escuro representa as areas adequadas concordantes; D. Proje¢do para
o Ultimo Interglacial (~ 150 a 120 mil anos atras); E. Areas estaveis definidas como as 4reas
adequadas para todos os periodos indicados pelas areas em amarelo. Areas adequadas nas
demais combinagdes de tempo sdo mostradas em tons de cinza. As localidades genéticas
utilizadas para testar a hipotese de maior variabilidade genética sdo indicadas pelas estrelas
coloridas (localidades estaveis) e circulos coloridos (localidades ndo estaveis). As populacdes
sdo representadas pelas cores: roxo: MW _Caatinga; azul W_Cerrado; rosa: W_Caatinga;

amarelo: Chaco e verde: E_Cerrado.
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Tabela 2. Pontos de ocorréncia utilizados na modelagem de nicho potencial. O mapa mostrando a distribui¢ao destes pontos esta disponivel na

figura 3a.

Localidade Estado Pais Lat Long Referéncia

Buenos Aires Buenos Aires Argentina  -36,000 -60,000  Bolivar e Silveira, 2015
Reserva El Destino Buenos Aires Argentina  -35.133 -57.416  Cueto e Cosenave, 2000
Catamarca, Alrededores De La Ciudad Catamarca Argentina  -28.467 -65.783  Bolivar e Silveira, 2015
47 km Ne Castelli (C57), Guemes Chaco Argentina  -25.950 -60.620  Bolivar e Silveira, 2015
Belleville Cordoba Argentina  -32.617 -62.700  Bolivar e Silveira, 2015
Unquillo Cordoba Argentina  -31.233 -64.317  Bolivar e Silveira, 2015
Cuay Grande Corrientes Argentina  -28.667 -56.283  Bolivar e Silveira, 2015
Las Lomas, Capital Corrientes Argentina  -28.480 -58.980  Bolivar e Silveira, 2015
Parana Entre Rios Argentina  -31.733 -60.533  Bolivar e Silveira, 2015
Rio Uruguay Entre Rios Argentina  -34.200 -58.300  Bolivar e Silveira, 2015
4 km Ne De Laguna Yema, Bermejo Formosa Argentina  -24.25 -61.233  Bolivar e Silveira, 2015
Paraje Nandhy Vera, Laishi Formosa Argentina  -26.233 -58.617  Bolivar e Silveira, 2015
Guerrero Jujuy Argentina  -24.217 -57.850  Bolivar e Silveira, 2015
Conhello La Pampa Argentina  -36.017 -64.600  Bolivar e Silveira, 2015
La Pampa, Loventuel La Pampa Argentina  -36.183 -65.25 Bolivar e Silveira, 2015
La Rioja, Safiogasta La Rioja Argentina  -29.300 -67.600  Bolivar e Silveira, 2015
Reserva de Telteca Mendoza Argentina  -32.350 -68.050  Blendinger, 2008
Nacuman, Santa Rosa Mendoza Argentina  -34.05 -67.967  Bolivar e Silveira, 2015
Aguaray Salta Argentina  -22.267 -63.733  Bolivar e Silveira, 2015
El Bananal, Urundel Salta Argentina  -23.55 -64.417  Bolivar e Silveira, 2015
Pozo Negro, General Belgrano San Luis Argentina  -32.65 -66.467  Bolivar e Silveira, 2015
Gato Colorado, El Tostado Santa Fé Argentina  -28.033 -61.500  Bolivar e Silveira, 2015
Villa Constitucion, Islar Rio Parana Santa Fé Argentina  -33.233 -60.333  Bolivar e Silveira, 2015
Suncho Corral Santiago del Estero  Argentina  -27.933 -63.450  Bolivar e Silveira, 2015



Concepcion Tucuman Argentina  -27.333 -63.583  Bolivar e Silveira, 2015

Tapia Tucuman Argentina  -26.600 -65.300  Bolivar e Silveira, 2015
Laguna Cayaca Cordillera Bolivia -18.673 -63.917 UWBM

Yabaré Chiquitos Bolivia -17.433 -61.167  Bolivar e Silveira, 2015
Localidade E1 Tuna, 300 m N do Rio Mercedes Velasco Bolivia -16.550 -59.650 AMNH

Macapa, Campus Experimental da EMBRAPA Amapa Brasil 0.4500 -50.933  Bolivar e Silveira, 2015
Alto Salitre, Morro do chapéu Bahia Brasil -11.408 -41.164  Silveira e Machado, 2012
Tartarugalzinho, Fazenda Casemiro Bahia Brasil -13.830 -50.750  Bolivar e Silveira, 2015
Fazenda do Marcelo,Vicinal Bahia Brasil -14.923 -40.727  Bolivar e Silveira, 2015
Palmas de Monte Alto, Fazenda Boa Vista Bahia Brasil -14.283 -43.333  Bolivar e Silveira, 2015
Santa Rita de Cassia Bahia Brasil -11.35 -43.867  Bolivar e Silveira, 2015
Pau-a-pique, Remanso, BA Bahia Brasil -9.527 -41.646  Ross et al 2006

IBGE Brasilia Brasil -15.883 -47.842  Este trabalho

Ipu, Serra do Ibiapaba Ceara Brasil -4.333 -40.700  Bolivar e Silveira, 2015
Itapipoca Ceara Brasil -3.500 -39.583  Bolivar e Silveira, 2015
Aurilandia Goias Brasil -16.679 -50.456  Este trabalho
Campinagu Goias Brasil -13.915 -48.504  Bolivar e Silveira, 2015
Cana Brava Goias Brasil -13.850 -46.950  Bolivar e Silveira, 2015
Lagoa Formosa, Cabeceiras Goias Brasil -15.800 -46.980  Bolivar e Silveira, 2015
Grajau, Fazenda Canto da Onga Maranhao Brasil -6.217 -46.117  Bolivar e Silveira, 2015
Piritoro Maranhao Brasil -4.383 -44.333  Fonoteca Neotropical
Arinos Mato Grosso Brasil -14.45 -56.217  Bolivar e Silveira, 2015
Chavantina, Rio das Mortes Mato Grosso Brasil -11.75 -50.733  Bolivar e Silveira, 2015
Dumba Mato Grosso Brasil -14.500 -51.000  Bolivar e Silveira, 2015
Nossa Senhora do Livramento Mato Grosso Brasil -16.366 -56.299  MPEG

Tapirapoan Mato Grosso Brasil -14.850 -57.750  Bolivar e Silveira, 2015
Campo Grande Mato Grosso do Sul ~ Brasil -20.45 -54.617  Bolivar e Silveira, 2015

Corumba Mato Grosso do Sul  Brasil -19.017 -57.650  Bolivar e Silveira, 2015
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Hipétese das Areas estiveis

As areas climaticamente estaveis foram definidas sobrepondo a distribui¢cdo potencial
atual e as outras trés projegdes de paleo distribui¢do (LIG, LGM e Holoceno médio) usando a
ferramenta raster calculator no ArcMap 10.1. Areas que foram ecologicamente estaveis em
todas as projecdes foram definidas como as areas estaveis para L. angustirostris. NOs
categorizamos todas as amostras em grupos estaveis e nao estaveis com base na localizagdo
geografica das amostras genéticas sob o mapa de areas estaveis (Figura 3e). Para avaliar se as
areas estaveis abrigam uma maior diversidade genética quando comparada as areas ndo
estaveis, nds comparamos as médias dos valores de diversidade nucleotidica, diversidade
haplotipica e diferenca nucleotidica para as areas estaveis e nao estaveis por meio de um teste
de Kruskall Wallis utilizando o programa Past3 (Hammer et al., 2001). No6s utilizamos as

populacdes como réplicas para este teste.

Isolamento por distancia

Para testar o isolamento por distancia como um processo que guiou a diversificacao de
L. angustirostris, nos analisamos a estrutura genética e realizamos analises de correlagao entre
matrizes de distAncia genética (Dst) e geografica (Km) por meio do teste de Mantel com 10 mil
iteracdes implementado no programa Arlequin para todos os individuos. Como nds
encontramos barreiras genéticas ao fluxo génico (veja resultados), nds também realizamos esta
analise para cada populagdo. Nos realizamos uma andlise de auto correlagdo espacial para
identificar as classes de distdncia onde as correlagdes do teste de Mantel podem ser
consideradas estatisticamente significativas (Sokal et al., 1997). Nos realizamos esta analise
utilizando o programa Alleles in Space (AIS; (Miller, 2005)) com base na média da distancia
genética entre os pares de individuos pertencentes a uma mesma classe y, considerando 10
classes e mil permutacdes. Para evitar o viés proveniente da baixa variabilidade do gene FIBS,

noés realizamos esta analise apenas com as sequencias de ND2.

RESULTADOS

Estrutura genética da populagdo

A andlise de varidncia molecular sugere que a espécie deva ser dividida em cinco
populagdes, de acordo com o menor valor de dsc para ambos os marcadores analisados (Tabela
3). Nos identificamos duas populagdes na Caatinga, duas no Cerrado e uma no Chaco. As

populagdes da Caatinga ocorrem na regido centro-oeste (MW _Caatinga) e mais oeste
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(W_Caatinga) do bioma, as populagdes do Cerrado nas regidoes mais a leste (E_Cerrado) e mais
a oeste (W_Cerrado) do bioma (Figura 1b). De acordo com a divisdo espacial, a estrutura

genética de L. angustirostris é forte (ND2 ®@st = 0.76; FIBS ®st = 0.62; Tabela 3).

Tabela 3. Identificagdo do melhor numero de populagdes utilizando os indices de fixagao da
andlise de variancia molecular (AMOVA). O melhor niimero de populagdes (nimeros
destacados em negrito) foi escolhido pelo menor valor positivo de @sc¢ (para mais detalhes veja

a secdo Populagdes genéticas e estrutura genética)

Gene Grupos Dgc Dgy Dcr

ND2 2 0.670 0.780 0.320
3 0.530 0.800 0.580
4 0.450 0.790 0.620
5 0.320 0.760 0.650

FIBS 2 0.620 0.610 -0.020
3 0.610 0.620 0.010
4 0.600 0.620 0.040
5 0.580 0.620 0.090

Como esperado, a variabilidade genética do ND2 foi maior quando comparado ao FIB5
para todos os pardmetros analisados (Tabela 4). MW _Caatinga apresentou maior valor de
diversidade haplotipica para ambos os marcadores (Hd = 1.00 para ND2 e Hd = 0.79 para
FIBS), enquanto o menor valor de diversidade haplotipica foi observado na populagdo
W_Caatinga para o gene ND2 (Hd = 0.40) e na populagdo W_Cerrado para o gene FIB5 (Hd
=0.07). O maior valor de ®st par a par foi encontrado entre MW _Caatinga e Chaco, enquanto
que o menor valor foi encontrado quando comparadas as populagdes E_ Cerrado e W_Cerrado,

e E_Cerrado e Chaco (Tabela 5).
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Tabela 4. Caracterizagdo da variabilidade genética para todos os individuos e para cada populacdo. Niimeros entre parénteses indicam o nimero

de individuos analisados. As medidas de variabilidade sdo Nh: numero de haplétipos; Hd: diversidade haplotipica; Nd: diversidade nucleotidica;

k: diferencas nucleotidicas.

All localities (63) MW _Caatinga (6) W_Cerrado (14) W _Caatinga (5) Chaco (24) E_Cerrado (14)
ND2 FIBS ND2 FIB5 ND2 FIB5 ND2 FIBS ND2 FIBS ND2 FIBS
Nh (32 11 6 4 9 2 2 2 15 5 8 4
Hd (0.939  0.402 1.000 0.788 0.901 0.071 0.400 0.533 0.866 0.235 00912 0.550
Nd [0.006  0.001 0.003 0.003 0.003 0.000 0.001 0.001 0.004 0.006  0.002 0.002
k [4.708 0.610 3.600 1.696 3.098 0.071 0.800 0.533 1.902 0.246  2.868 1.047

Tabela 5. Valores de ®ST para a par entre as populagdes de L. angustirostris. Os valores da diagonal inferior representam a analise do gene

mitochondrial (ND2) com base em uma matriz de distancian K2P. Os valores da diagonal superior representam a analise do gene nuclear (FIBS)

com base em uma matriz de distdncia p. Valores estatisticamente significativos sdo ressaltados em negrito.

E Caatinga W Cerrado W Caatinga Chaco E Cerrado
E_Caatinga | - 0.19673 0.01183 0.2133 0.02176
W_Cerrado | 0.73727 - 0.5764 0.0025 0.17544
W_Caatinga | 0.70665 0.69921 - 0.447  0.02639
Chaco 0.80343 0.64455 0.76276 - 0.18695
E Cerrado | 0.70862 0.48455 0.64574 0.4895 -
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Andlises filogeogrdficas

A rede de haplotipos do ND2 (Figura 4a) apresenta cinco haplogrupos concordantes
com as analises de estrutura genética. E claro um padrio de estrela na populagdo do Chaco
sugerindo uma expansao recente. Por outro lado, a rede de haplétipo do FIBS apresenta um
haplotipo muito frequente e amplamente distribuido (H_01, Figura 4b) e poucos haplétipos
derivados menos frequentes.

A andlise de inferéncia bayesiana (Figura 2) apresenta todas as populagdes como clados
monofiléticos bem resolvidos, com excecdo da populagdo E Cerrado. Esta ultima possui um
haplotipo proveniente da populacio W _Cerrado (LOC20 3002) e um proveniente da
populacao do Chaco (LOC27 4307). Todos os clados monofiléticos apresentaram altos valores
de probabilidade posterior (pp = 1), com excecdo da populagdo W_Cerrado (pp = 0.8). Quanto
a relagdo entre as populacdes, a Unica relagdo bem suportada (pp = 1) é a populagdo
MW _Caatinga como a primeira populagdo a divergir. A andlise de species tree (Figura 5)
mostram as populacdes da Caatinga formando um clado diferente do clado formado por
Cerrado + Chaco com altos valores de probabilidade posterior (pp = 1), enquanto que a relagio
dentro do clado Cerrado + Chaco continua incertas devido aos baixos valores de probabilidade
posterior.

Noés ndo encontramos linhagens unicas para as SDTFs, nem encontramos que as
linhagens pertencentes aos nucleos das STDFs sejam linhagens com relagdo filogenética
proxima (Figura 2). Ao invés disso, o nicleo da Caatinga apresenta duas linhagens e possui
algumas localidades inclusas na linhagem E Cerrado; o nicleo de Missiones e Piedmont
pertencem a linhagem do Chaco; enquanto que o nucleo Chiquitano pertence a linhagem

W_Cerrado.



55

Hap_07
Hap_08|
Hap_0!
Hag_03
Hap_06
Hap_04
Hap_07 Hap_05S
Hap_21
Hap_14 Hap_01
A —ND2 B — FIBS -
Hap_15 Hap_02

Figura 4. Rede de haplotipos mostrando a frequéncia e distribuicdo dos haplotipos. As cores correspondem as populacdes definidas pela andlise
de estrutura genética: roxo: MW _Caatinga; azul: W_Cerrado; rosa: W_Caatinga; amarelo: Chaco e verde: E Cerrado. A. Rede de haplétipos do

gene mitocondrial (ND2); B. Rede de haplotipos do gene nuclear (FIBY).
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W_Caatinga
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MW_Caatinga

Chaco

0.79

W_Cerrado

E_Cerrado

3.0E-4

Figura5. Andlise de Species tree utilizando modelo de Yule process e modelo de Tamanho
populacional constante de piecewise para os genes ND2 e FIBS. Os valores de suporte sdao
descritos para cada n6. As cores correspondem as populacdes definidas pela analise de estrutura
genética: roxo: MW _Caatinga; azul: W_Cerrado; rosa: W_Caatinga; amarelo: Chaco e verde:

E Cerrado.

Processos demograficos
A historia demografica recuperada pelos testes Ry, Fu’s Fs, e Tajima’s D mostram um

claro sinal de expansdo recente apenas na populagdo do Chaco, enquanto a populagdo
W_ Caatinga mostra sinais de expansao apenas no teste R, para o marcador ND2 (R2 = 0.0847,
p =0.0045) (Tabela 6). Um padrao similar foi observado na analise de EBSP onde a populagdo
do Chaco apresentou sinais de mudangas de tamanho populacional ao longo do tempo (Figura
6).
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Figura 6. Extended Bayesian

populacional ao longo do tempo.
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skyline plot mostrando a tendéncia do tamanho efetivo

A linha tracejada indica a tendéncia do tamanho populacional

ao longo do tempo nas diferentes populagdes de L. angustirostris identificadas neste estudo. O

desvio padrao ¢ representado pelos blocos verdes.
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Tabela 6. Estimativas demograficas de expansao populacional e correlagdo da distancia genética e geografica dentro de cada populacdo. Valores

estatisticamente significativos sdo destacados em negrito.

Gene Population Fu'sFS p Tajima'D ] R’ ] Mantel (r value) p

ND2 MW _Caatinga  0.121 0.473 -11.007 0.167 0.177 0.323 NAN 1.000
W_Cerrado -30.189  0.037 -13.987 0.081 0.084 0.004 0.820 0.107
W_Caatinga 10.986  0.738 -0.709 0.251 0.433 100.000 -0.538 1.000
Chaco -12.551  0.000 -24.242 0.000 0.041 0.000 0.088 0.431
E Cerrado -20.800  0.097 -0.673 0.281 0.112 0.108 0.323 0.009

FIBS MW _Caatinga  0.480 0.625 -0.171 0.476 0.149 0.364 0.440 0.005
W_Cerrado -11.545 0.338 -11.514 0.114 0.185 0.972 0.290 0.068
W_Caatinga 0.966 0.850 14.442 0.920 0.285 0.696 0.152 0.338
Chaco -41.630  0.000 -16.634 0.001 0.054 0.083 0.102 0.316
E Cerrado 0.452 0.631 0.050 0.571 0.131 0.136 -0.1314 0.7390
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Tempo de divergéncia

Todos os eventos de diversificagdo intraespecifica de L. angustirostris ocorreram
durante o Pleistoceno (Figura 5, Tabela 7). A primeira, separando a populacio MW _Caatinga
das demais ocorreu por volta de 308 mil anos atras (variando de 180 a 3.880 mil anos atras),
seguida pela divergéncia da populacdo W_Caatinga por volta de 254 mil anos (variando de 87
a 2.920 mil anos atras) e W_Cerrado por volta de 137 mil anos atras (variando de 33 a 1.77°
mil anos atras), todas elas no Pleistoceno médio. Por fim, a diversificagdo mais recente entre
Chaco e E_Cerrado ¢ datada por volta de 75 mil anos atras (variando de 13 a 740 mil anos

atras) durante o Pleistoceno superior.

E_Cerrado

75.727
(13.592 - 739.794)

Chaco

137.862
(33.009 - 1.776.670)

254.365 -——————— W_Cerrado
(87.337 - 2.926.166)

308.733
1(180.580 - 3.881.490) W_Caatinga

MW_Caatinga

R\ I vov-: reistocne

Figura 7. Estimativa do tempo de divergéncia das populagdes. O desvio padrao ¢ indicado em
paréntesis abaixo das estimativas de tempo. Os valores foram estimados pelo modelo de
Isolamento com migra¢ao utilizando os marcadores ND2 e FIB5. As cores correspondem as
populacdes definidas pela andlise de estrutura genética: roxo: MW _Caatinga; azul:

W_Cerrado; rosa: W_Caatinga; amarelo: Chaco e verde: E_Cerrado.
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Tabela 7. Tamanho efetivo populacional (Ne) e nimero de migrantes (M) considerando uma unica taxa de migra¢ao para todos os pares de

populacao. Numeros entre paréntesis indicam o limite superior e inferior dos valores de 95% highest posterior density.

Population Ne M
MW _Caatinga 263,750 23,737
(134,302 — 493,520) (12 -44,416)
W_Cerrado 127,830 11,504
(30,744 — 422,323) (2,766 —38,009)
W_Caatinga 208,734 18,786
(59,870 — 668,274) (5,388 — 60,144)
Chaco 66,342 5.970
(8,090 — 409,378) (728 —36,844)
E Cerrado 315,529 28,397

(95,468 — 1,159,853)

(8,592 — 104,386)
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Modelagem de nicho

O melhor modelo para a distribui¢do potencial atual foi o0 modelo incluindo todas as
variaveis bioclimaticas (AUC = 0.879). Este modelo também foi o modelo mais préoximo a
atual distribuicdo descrita para esta espécie (Figura 3a). A projecdo para p LIG (~150 a 120
mil anos atrés; Figura 3d) sugere um periodo com as menores ¢ mais fragmentadas areas. No
LIG, o Chaco foi a tnica mancha de area adequada proxima ou encontrado atualmente. No
LGM (21 mil anos atras; Figura 3c), foi possivel identificar a expansao das areas adequadas, e
sinal de conex@o dessas areas. A expansdo ¢ mais evidente para mancha coincidente com o
Cerrado. No Holoceno médio (6 mil anos atras; 3b), as areas adequadas tém um tamanho

levemente maior do que o observado para o periodo atual.

Hipotese de dreas estaveis

A maior area ecologicamente estivel ao longo do tempo identificada para L.
angustirostris foi dentro do que atualmente ¢ a regido que compreende o Chaco e os nucelos
das SDTFs Missiones ¢ Piedmont (Figura 3e). Nos também identificamos trés manchas de
areas estdveis principais na parte mais oeste, no centro e na parte mais a leste do Cerrado e
duas manchas na parte mais oeste ¢ mais a leste da Caatinga (Figura 3e). A comparagdo dos
indices de diversidade genética entre areas estaveis e ndo estaveis ndo demostram diferengas
estatisticamente significativas (Tabela 8, Tabela 9). Porém, nos identificamos uma
correspondéncia geografica entre as areas ecologicamente estaveis e as populagdes genéticas

identificadas para L. angustirostris, exceto para a populacdo MW _Caatinga (Figura 3e).

Hipotese de Isolamento por distancia

Nés encontramos correlacdo entre distancia genética e geografica considerando todos
os individuos (r = 0.22 p= 0.000), enquanto nenhuma evidencia de correlacdo foi observada
dentro das populagdes com excecao da populagdo E Cerrado (r = 0.32 p = 0.009) (Tabela 6).
No entanto, a analise de auto correlagdo para ND2 mostra que o isolamento por distancia
apenas ocorre em distancias menores que 1.400 km (p = 0.003; Figura 8). Entdo, considerando
todos os individuos e que algumas localidades amostradas na populacdo E Cerrado estdo
distantes entre si mais de 1.400km uma das outras, os resultados significativos de Mantel para

todos os individuos e dentro da populacdo E_Cerrado podem ser espurias.
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Figure 8. Analise de auto correlagdo especial com base na distancia genética media do gene

ND2 entre pares de individuos dentro de uma mesma classe de distdncia y com 1000

permutacdes. A linha pontilhada corrensponde a hipdtese nula de nenhuma diferenca de

correlacdo devido ao acaso. Pontos abaixo da linha pontilhada representam as classes com auto

correlacdo especial enquanto os pontos acima da linha pontilhada indicam classes onde nao ¢é

observado auto correlagao .

Tabela 8. Resultado do teste de maior variabilidade genética nos grupos estaveis quando

comparados aos grupos ndo estdveis. Numeros entre paréntesis indicam o numero de

individuos analisados. As medidas de variabilidade sdo Nh: nimero de haplotipos; Hd:

diversidade haplotipica; Nd: diversidade nucleotidica; k: diferencas nucleotidicas. A média de

cada medida e o desvio padrao sdo apresentados por gene

Area estavel (34)  Area instivel(29) Kruskal-Wallis

Gene Diversidade média sd média sd 12 p
ND2 Hd 0,93740 0,086248 0,74020 0,421462 0,5345 0,4354
Nd 0,00219 0,000637 0,00285 0,001964 0,8836 0,3472
k 212460 0,632582 274180 1915568 0,5345  0,4647
FIBS Hd 0,48300 0,359458 0,302600  0,247669 1091 0,2933
Nd 0,00217 0,002341 0,000642  0,000526 1091 0,2933
k 102470 1101454 0,302630  0,247818 1091 0,2933
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Tabela 9. Indices genéticos de variabilidade nos grupos de areas climaticamente estaveis (S) e areas climaticamente nao-estaveis (NS) por
populacao. As medidas de variabilidade sdo: N — nimero de individuos; Hd — diversidade haplotipica; Nd — diversidade nucleotidica; £ — diferengas

nucleotidicas. As medias e desvio padrao de cada medida sdo apresentadas por gene por populagdo.

Diversity Index

N Hd Nd Kk

S NS S NS S NS S NS
Gene Populacio média sd média sd média sd média sd média média
ND2 ~ MW_Caatinga 3 1.000 0.272 1.000 0.272  0.002  0.001  0.005  0.001 266 533
W_Cerrado 3 11 1.000 0272 0891 0.074 0.001  0.000 0.003 0.000 133 330
W_Caatinga 2 3 1.000 0.500  0.000 0.000 0.002 0.001 0.000 0.000 200 0.00

Chaco 19 24 0.830 0.085 1.000 0.126 0.001 0.000 0.002 0.000 176 240

E Cerrado 7 7 0.857 0.137 0.810 0.130 0.002 0.000 0.002 0.000 285 266

FIB5 MW _Caatinga 3 3 0.800 0.122 0.533 0.172 0.005 0.001 0.001 0.000 266 0.533
W_Cerrado 3 11 0.000 0.000 0.091 0.081 0.000 0.000 0.000 0.000  0.00 0.090

W_ Caatinga 2 3 0.667 0.204 0.533 0.172 0.001 0.000 0.001 0.000  0.66 0.533

Chaco 19 24 0.201  0.085 0.356 0.159 0.000 0.000 0.000 0.000  0.20 0.355

E_Cerrado 7 7 0.747 0.078 0.000  0.000 0.003 0.000 0.000 0.000 158 0.000
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DISCUSSAO

Nossos resultados indicam que . angustirostris apresenta uma forte estrutura genética
populacional, provavelmente influenciado por eventos que ocorreram durante o Pleistoceno.
As amostras provenientes dos diferentes niicleos SDTFs nao formam grupos monofiléticos,
contrario do que ¢ esperado pela hipotese do arco Pleistocénico. Ao invés disso, a presenga de
linhagens parafiléticas associadas as florestas secas podem ser melhor explicada pelo produto
de dispersdao a curta distancia para os biomas vizinhos. A diversidade genética ndo foi
significativamente maior em regides climaticamente estdveis quando comparadas as regides
ndo estaveis, sugerindo que as flutuagdes climaticas do Pleistoceno ndo representam uma forca
evolutiva primaria para esta espécie. Similarmente, o processo de isolamento por distancia ndo
foi um fator importante para explicar a estrutura populacional desta espécie. Abaixo nods

discutiremos estas afirmacdes com base nos nossos principais resultados.

Hipotese do Arco Pleistocénico

A Hipdtese do Arco Pleistocénico ndo foi suportada pelos nossos resultados porque as
amostras dos nucleos das SDTFs ndo mostram uma estrutura filogeografica coincidente com
linhagens unicas das SDTFs (Figura 2). Além disso, as modelagens de paleo distribuigdo
sugere que habitat potencial das populagdes de L. angustirostris ocupando as SDTFs foi muito
mais disjunto durante o LIG do que nos dias atuais (Figura 3d), e mostram uma expansao
progressiva no sentido norte € oeste para uma escala continental desde o LGM (Figura 3c).
Este sentido de expansdo foi contrario ao observado Werneck e colaboradores (2011) que
identificaram um sentido de expansdo ao sul e ao leste das areas dos nucleos das SDTFs desde
o LGM.

Nossos resultados ndo suportam a ideia de dispersao a longa distdncia proposta por
Mayle (2004) para explicar as similaridades biogeografica entre os nucleos das SDTFs. Ao
invés disso, nossos resultados indicam que as regides dos nucleos de Chiquitano, Piedmont e
Missiones foram recentemente colonizadas por individuos que vieram de biomas vizinhos
(Chaco e W_Cerrado), possivelmente favorecida pela conectividade estabelecida entre esses
diferentes biomas. Por exemplo, a localidade 25 amostrada no nicleo de Chiquitano foi
incluido na populacdo W_Cerrado, enquanto as localidades 29-32 amostradas no ntcleo de
Missiones e as localidades 24 e 26 amostras nos nucleo Piedmont foi incluida na populacio do
Chaco (Figura 2). Nossos modelos de paleo distribuicdo concordam com a ligagdo genética
entre as populacdes do Arapagu do Chaco e do nicleo de Missiones porque sugerem que essas

regides estdo conectadas desde 120 mil anos atras. Além disso, a populagdo do Chaco mostra
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sinal consistente de expansao da distribui¢ao (com base nos testes de Ry, Fu’s Fg, Tajima’s D,
rede de haplotipos e EBSP), enquanto W_Cerrado mostram sinais de expansao da distribui¢ao
nas analises de EBSP. Outra evidéncia que suporta a conectividade entre a regido de Chiquitano
e do Cerrado sdo os registros de dados de polen indicando que o estabelecimento final da
vegetacdo do Cerrado s6 aconteceu no Holoceno médio (Ledru, 2002), e a potencial expansao
das regides de SDTFs durante esse periodo sdo indicadas por paleo modelagem (Werneck et

al., 2011).

Hipétese de Areas estdveis

Nossos resultados indicam que as populacdes de L. angustirostris de areas estaveis nao
apresentem diversidade genética maior quando comparadas as areas instaveis. Este resultado
discorda de estudos prévios com espécies florestais, ex: sapos da mata atlantica, que mostram
maior diversidade genética em areas estaveis (Carnaval et al., 2009). Por outro lado, os
resultados de L. angustirostris concordam com outros estudos de espécies de biomas abertos
(Werneck et al., 2012b; Santos et al., 2014; Lima, 2016). Por exemplo, uma ave endémica do
Cerrado Neothraupis fasciata também mostra variabilidade genética similar entre areas
estaveis e ndo estaveis (Lima, 2016). Além disso, uma espécie de lagarto que ocorre nas
formagdes de vegetacao aberta da América do Sul mostra maior diversidade genética em areas
instaveis quando comparadas as areas estaveis(Werneck et al., 2012a). Com isso, espécies de
formagdes de vegetacdes abertas da América do Sul podem apresentar respostas diferentes as
oscilagcdes do Quaternario quando comparadas as espécies florestais, possivelmente porque
elas podem ser mais tolerantes as variagdes climaticas ou terem uma capacidade adaptativa
maior as essas oscilagcdes, especialmente espécies amplamente distribuidas como L.
angustirostris.

Ainda que as populacdes de L. angustirostris nao apresentem maior variabilidade
genética nas areas estaveis, a influencia de refugios potenciais do Quaternario na diversificagdo
desta espécie ndo pode ser completamente descartado porque areas com menor estabilidade
podem ser recolonizadas por individuos provenientes de varias populagdes “estaveis”. Foi
possivel identificar pelo menos uma area estavel geograficamente coincidente com todas as
populacdes de L. angustirostris (Figura 3e), exceto a populagio MW _Caatinga, onde uma
potencial barreira geografica (Serra de Ibiapaba) separa esta populacdo da potencial area
estavel no leste da Caatinga. Particularmente no caso das populacdes W_Cerrado, E_Cerrado
e Chaco o tempo de divergéncia estimado indica uma restri¢do do fluxo génico entre essas

populacdes durante o Pleistoceno superior (Figura 7), esta restricdo pode ser explicada
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possivelmente pelas flutuagcdes climaticas sem ter afetado drasticamente o tamanho
populacional.

Por outro lado, o tempo de divergéncia nas populagdes da parte mais nordeste
(MW _Caatinga e W_Caatinga) parece ser bem mais antigo que a escala de tempo coberta pela
paleo modelagem desta espécie (Figura 7) entdo a influéncia de potenciais refligios ndo pode
ser completamente atribuida a diversificacdo desta espécie. Além disso, um estudo recente
encontrou uma forte estrutura genética em uma espécie de aranha endémica das SDTFs
(particularmente do nucleo da Caatinga; Magalhaes et al., 2014), com algumas populacdes
genéticas mostrando distribuicdo geografica similar as populagdes MW _Caatinga e
W_Caatinga. Porém, os eventos geoldgicos ou climaticos que foram responsaveis pela
divergéncia destas populacdes continua obscuro e deve ser ainda melhor investigado.

Por fim, n6s reconhecemos que mancha de area estavel na parte mais a leste do Cerrado
pode ser maior no nosso modelo do que a area real em virtude do uso de alguns pontos de
ocorréncia da Mata atlantica que foram utilizados na modelagem de nicho. Entretanto, estes
pontos sdo possivelmente explicados pela invasdo das areas desmatadas da Mata Atlantica e

nos acreditamos que este viés ndo invalida nossos paleo modelos.

Hipotese de Isolamento por distancia

Nos ndo encontramos evidéncia de isolamento por distdncia nas populacdes de L.
angustirostris. Este resultado concorda com outra espécie de uma ave de area aberta
(Zonotrichia capensis, Campagna et al., 2014) onde um sinal estatisticamente significativo foi
observado considerando todas as localidades, porém nao identificado em nivel populacional.
Apesar da significativa correlagdo entre a distancia genética e geografica para todos os
individuos, a presenca de barreiras genéticas ao longo da area de distribuicao da espécie quebra
a premissa de que a distdncia geografica ¢ a causa primaria da diferenciacdo, o que pode
explicar os padrdes encontrados para Lepidocolaptes angustirostris € Zonotrichia capensis.
Quanto a populacdo E Cerrado que também apresentou uma correlagdo estatisticamente
significativa entre a distdncia genética e geografica, a distancia entre as localidades foi maior
que auto correlagdo espacial entre elas.

A auséncia de isolamento por distancia nas populagdes de Lepidocolaptes
angustirostris pode ter algumas razdes nao mutuamente excludentes, como: (1) a capacidade
de dispersao da espécie pode ser maior que a esperada; (2) o tempo para o equilibrio entre o
fluxo génico e a deriva genética pode ndo ter sido alcangado devido a recente colonizagdo das

populagdes (Castric & Bernatchez, 2003; Pinsky et al., 2010); e (3) o tamanho amostral
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pequeno de cada populagdo pode dificultar o controle de outras forgas adicionais de variagao
(Castric & Bernatchez, 2003). Além disso, a explicacao para cada populagdo pode ser diferente

entre elas e devem ser melhor investigadas dentro de cada bioma.

Evolugao da plumagem e implicagoes taxonomicas

Nossos resultados indicam que nenhuma das subespécies de Lepidocolaptes
angustirostris foi recuperada como monofiléticas (Figura 2). Ademais, nenhuma populagdo
geneticamente delimitada ¢ do ponto de vista morfologico completamente diagnosticavel, e
estas populagdes ndo coincidem com as subespécies validas, exceto pela populagido
W_Caatinga que é formada exclusivamente por individuos da subespécie coronatus. No
entanto, alguns individuos da subespécie coronatus foram encontrados na populagdo
MW _Caatinga, entdo W_Caatinga nao pode ser considerada uma unidade taxondmica distinta.
Mesmo considerando os grupos descritos com base no padrao de cor de plumagem descrito por
Marantz e colaboradores(2003; veja introducdo), estes grupos também foram recuperados
como parafiléticos. Assim, nossos resultados suportam que L. angustirostris representa uma
espécie Unica, concordando com a revisdo da variagdo de plumagem para esta espécie (Bolivar-
Leguizamén & Silveira, 2015), contudo ressaltamos a forte estrutura genética € uma
distribuicdo ndo clinal (auséncia de isolamento por distancia). De qualquer maneira, a variagao
na cor da plumagem desta espécie pode ser fruto da heterogeneidade de nicho que pode
promover uma sele¢do disruptiva, favorecendo os individuos dos extremos em uma populagao
com distribuicdo normal (veja Galeotti et al., 2003) onde a presenc¢a/intensidade do padrio
estriado aumenta gradualmente em dire¢do a latitudes maiores.

Uma analise de som pode ser util para investigar a diferenca entre as populacdes
descritas neste estudo, assim como para avaliar se essas populagdes representam divergéncia
de organismos em niveis maiores que uma estrutura genética neutra. Como exemplo, um estudo
molecular com o género Zimmerius mostra um padrao de plumagem como uma caracteristica
evolutivamente conversada e o som como um sinal melhor de divergéncia (Rheindt et al.,

2008). Sendo assim, este mesmo padrao pode ser valido para L. angustirostris.

CONCLUSOES

As flutuagdes climaticas do Pleistoceno tém sido evocadas como um dos principais
agentes responsavel pela diversificagdo a nivel intraespecifico. No entanto, a estrutura
filogeografica de L. angustirostris ndo parece ter sido afetado de maneira primaria por tais

flutuacdes climaticas do Pleistoceno. Na verdade, a maioria das populagdes identificadas neste
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trabalho s3o concordantes com os limites geograficos do Chaco, Cerrado e Caatinga, indicando
que a diversificagdo dentro das linhagens pode ter sido influenciada primariamente pelos
processos que moldaram estes biomas (para revisdo, veja Werneck, 2011). De forma
secundaria, o contato entre estes biomas, possivelmente favorecido pela expansao em periodos
de condigdes climdticas favoraveis, pode ter facilitado a troca de individuos entre populagdes
diferentes que evoluiram em cada bioma. Assim, nossos dados refor¢am a ideia inicialmente
proposta por Pennington e colaboradores (2000), corroborada por outros pesquisadores (ex:
Werneck et al., 2012a; Fouquet et al., 2014), que os diferentes biomas da diagonal de areas
abertas devem ser considerados unidades independentes do ponto de vista biogeografico.
Estudos futuros com foco em espécies de ampla distribuicao neste diagonal devem considerar

os processos intrinsecos de cada bioma.
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CAPITULO III
ANALISE GENOMICA DA ESTRUTURA POPULACIONAL DE
LEPIDOCOLAPTES ANGUSTIROSTRIS: A INFLUENCIA DAS
FLUTUACOES CLIMATICAS E DOS BIOMAS SOB A AVIFAUNA DAS
AREAS ABERTAS DA AMERICA DO SUL.

RESUMO
Apesar da alta biodiversidade das areas abertas da América do Sul sua historia

biogeografica ¢ pouco elucidada. Neste sentido, afim de contribuir com o conhecimento da
historia biogeografica da avifauna desta regido serdo testadas trés hipoteses ndo mutuamente
excludentes: (I) cada bioma corresponde a uma unidade biogeografica distinta.; (II) os biomas
respondem de forma diferente as variacdes climaticas; (III) presenca de isolamento por
distancia dentro das populagdes. Para isso, foram utilizados 379 locos nucleares, ¢ 382 SNPs
provenientes da técnica de sequenciamento de nova geragao “anchored loci”. Foram realizadas
uma série de andlises a fim de avaliar estrutura populacional, estimativas de tamanho efetivo
populacional, tempo de divergéncia entre linhagens e taxas de migragao, diferengas climaticas
entre os biomas, teste de independéncia entre os nichos climaticos dos biomas, um de teste de
Mantel buscando indicios de Isolamento por distancia, além do teste de trés possiveis cenarios
que fossem capaz de explicar a diversificagdo da espécie: (I) Isolamento; (IT) Isolamento com
migracdo e (III) Contato Secundario. Foram encontradas trés populacdes concordantes
geograficamente com os biomas com algum nivel de admixture entre as populagdes, no entanto
o atual fluxo génico ¢é negligenciavel. O tempo de separagdo entre as populacdes é recente
datado do Pleistoceno. Os biomas sdo climaticamente diferentes e possuem nichos climaticos
independentes. Indicios de isolamento por distancia foram encontrados apenas na populagio
do Chaco. As andlises dos modelos rejeitam os cenarios de Isolamento com Migragao e Conato
Secundario, sendo dentre os cenarios avaliados o Isolamento com auséncia de Migracao o
cenario que melhor explica a diversificagdo em L. agustirostris. Concluimos, portanto, que a
independéncia dos biomas por si s6 ¢ importante na diversificacdo da avifauna, e que as
mudangas climaticas atuam no nivel inter e intra populacional. Por fim, sugerimos a revisao

taxondmica propondo apenas trés subespécies para esta espécie.
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INTRODUCAO
As formagdes de vegetagdes abertas da América do Sul abrigam uma alta

biodiversidade, no entanto possui uma histéria biogeografica pouco conhecida quando
comparada as areas florestais (Turchetto-Zolet et al., 2013). A diagonal de areas abertas da
América do Sul ¢ composta pelas Florestas Tropicais Sazonalmente Secas (com a maior area
no nordeste do Brasil: a Caatinga), o Cerrado (Brasil central), ¢ o Chaco (nordeste da
Argentina, Paraguai ocidental, e sudeste da Bolivia) (Vanzolini, 1963). Estes biomas formam
um complexo mosaico de vegetacao que evolui sob forte pressao dos periodos secos (Furley &
Metcalfe, 2007). Apesar das semelhangas entre estes biomas, estes devem ser considerados
unidades biogeograficas distintas (Pennington et al., 2000). No entanto, tais relagdes nao sao
ainda bem elucidadas.

As ligagdes faunisticas (AbSaber, 1977; Andrade-Lima, 1982) e os padrdes
morfolégicos em aves (Hayes, 2001) sugerem que o Cerrado e a Caatinga sejam mais proximos
entre si quando comparados ao Chaco. Por outro lado, existem evidéncias de que o Cerrado
seja mais proximo ao Chaco quando comparados a Caatinga, como: a filogenia morfolégica do
género Caenonomoda (Zanella, 2002); analises considerando distribui¢do ¢ endemismos da
herpetofauna (Colli, 2005) e das as avifauna dos biomas (Porzecanski & Cracraft, 2005).
Contudo, estas hipoteses precisam ainda ser testadas ja que podem representar apenas padrdes
de similaridade ecoldgica e os resultados podem ter um viés deste padrdo (Werneck, 2011).

As flutuagdes climaticas ja vem sendo evocado na explicagdo da diversificacdo da
biodiversidade da América do Sul (Turchetto-Zolet et al., 2013) e mais especificamente nas
areas abertas ja se tem registros dessa influéncia na diversificagdo de diversos taxons, como
plantas (Collevatti et al., 2015; Vitorino et al., 2018) aranhas (Bartoleti et al., 2017) e lagartos
(Werneck et al., 2012). Outra evidéncia do efeito das mudangas climaticas foi favorecer o
intercambio da avifauna florestal via areas abertas (Batalha-Filho et al., 2013).0s corredores
florestais ligando a Mata Atlantica e a Amazonia vem sendo cada vez mais elucidados, como
exemplo, as conexdes via Cerrado estabelecidas mais de uma vez ao longo do tempo, e que
aconteceram tanto no LGM (Last Glacial Maximum) quanto no LIG (Last Interglacial), ¢ a
conexao via Caatinga estabelecida no LGM (Ledo & Colli, 2017). Além disso, ja foi reportada
a conexao entre Mata Atlantica e as Florestas dos Andes que também se deram via Cerrado e
que também aconteceram no periodo do LGM (Trujillo-Arias et al., 2017; Cabanne et al., in

review). Vale ressaltar, que ainda ndo foram reportadas conexdes florestais passando pelo
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Chaco. Estas conexdes podem ter isolado as populagdes de L. angustirostris atuando na
diversificacdo da espécie.

Considerando a grande amplitude de area dos trés biomas, outro fator que pode ter
influenciado a diversificagdo dentro dos biomas é o isolamento por distancia. Sendo este o
caso, ¢ esperado o aumento da distdncia genética em funcdo do aumento da distancia geografica
(Wright, 1943). Esta relagdo ¢ influenciada pela capacidade de dispersdo da espécie, se
estabelecendo entre areas geograficamente mais proximas, e em casos de distribui¢des amplas
os extremos desta distribuicdo tendem a ser mais diferentes em virtude deste processo.

O arapacu-do cerrado (Lepidocolaptes angustirostris) foi escolhido como modelo para
identificar processos de diversificacdo nas areas abertas por que possui distribui¢ao coincidente
em quase sua totalidade com a distribuicdo da diagonal de biomas de vegetacdo aberta da
América do Sul (Figura 1). Além disso, a analise do DNA mitocondrial desta espécie (Capitulo
I) sugere que os biomas tenham tido forte influéncia na diversificacdo desta espécie, uma vez
que encontramos linhagens geograficamente coincidentes com cada um dos biomas.

Esta espécie possui também incongruéncias entre a taxonomia atual (Marantz et al.,
2003) e as evidéncias morfoldgicas (Bolivar-Leguizamén & Silveira, 2015) e genéticas
(Capitulo I). Atualmente sdo reconhecidas oito subespécies, sendo elas: L. a. angustirostris, L.
a. praedatus, L. a. certhiolus , L. a. hellmayri, L. a. bivitattus, L. a. griseiceps, L. a. coronatus
e L. a. bahiae,. Contudo, estudo com base na variacdo de plumagem sugere uma Unica espécie
(Bolivar-Leguizamoén & Silveira, 2015), enquanto a analise do DNA mitocondrial corrobora
uma unica espécie, no entanto com subdivisdes que ndo condizem geograficamente com as
atuais subespécies (Capitulo I).

Por tanto, neste trabalho serdo testadas trés hipdteses ndo mutuamente excludentes: (I)
cada bioma corresponde a uma unidade biogeografica distinta: se cada bioma ¢ independente
¢ esperado que cada bioma tenha uma populacdo independente, evidenciado pela Com isso,
espera-se encontrar estrutura populacional coincidente com os biomas, altos valores de FST
entre as populagdes de cada bioma além de baixas taxas de migragao entre as populagdes; (II)
os biomas respondem de forma diferente as variagdes climaticas do Pleistoceno. Se as
flutuacdes climaticas foram importantes para cada bioma ¢é esperado que o clima seja um fator
diferente entre os biomas, entdo ¢ cada bioma seja independente climaticamente e que os
tempos de diversificacio das linhagens sejam coincidentes com o Pleistoceno; (III)
considerando a ampla area dentro de cada bioma e a baixa vagilidade da espécie, ¢ esperado

encontrar isolamento por distancia dentro de cada populacdo, para tanto espera-se encontrar
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uma correlacdo positiva entre a distdncia genética e a distancia geografica dentro de cada

bioma.

MATERIAL E METODOS
Amostragem

Foram amostrados 27 individuos proveniente de 25 localidades distribuidos ao longo
de toda distribuicdo da diagonal de areas abertas (Figura 1, Tabela 1). As amostras foram
coletadas durante expedigdes de campo realizadas pela equipe do Laboratorio de Genética e
Biodiversidade da Universidade de Brasilia, além de gentilmente cedidas por duas instituigdes
nacionais: Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG) e Museu de Zoologia da Universidade de
Sdo Paulo (MZUSP); e duas instituicdes internacionais: Museo Argentino de Ciencias
Naturales Bernardino Rivadavia (MACN) e Burke Museum of Natural History, and Culture —
USA (UWBM). A localidade Sipaliwini (LOC 38) ¢ proveniente de um trabalho anterior (Prum
et al 2015) utilizando a mesma metodologia de sequenciamento, no entanto esta localidade foi
incluida apenas nas analises com dados de Sequéncias de polimorfismo tnico (SNP) em virtude

do formato dos dados disponibilizados por Prum e colaboradores (2015)
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Figura 1. Mapa das localidades amostradas genética, os detalhes das localidades estdo
disponiveis na Tabela 1. A area hachurada representa a distribui¢do da espécie segundo a
Birdlife internacional. Os tons de cinza correspondem aos biomas: Cinza-claro: Caatinga,
Cinza-médio: Cerrado; Cinza-escuro: Chaco e Savanas do Uruguai.Os nimeros das localidades

seguem a numeracao definida no Capitulo II.
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Tabela 1. Descri¢do das localidades utilizadas na obten¢do dos dados genéticos. Os nimeros LOC fazem referencia a figura 1. A origem refere-

se a procedéncia do material biologico, as siglas sdo descritas na se¢do Amostragem. °- Dados brutos gentilmente cedida por Jacob Berv proveniente

do trabalho Prum et al 2015

LOC Amostra Localidade Cidade-Estado Pais Origem LAT LONG
1 UFG 4011 Faz. Embrapa Macapé - AP Brasil LGBUNB 04 -51.05
3 UFG 2600 Fazenda Bonito Castelo de Piaui - PI Brasil MPEG -5.31 -41.55
7 UFG 2601 Mancha verde Sao Joao dos Patos - MA Brasil MPEG -6.49 -43.7
8 UFG 3913 Fazenda Sao Pedro Guadalupe - PI Brasil MPEG -6.93 -43.61
9 UFG 2615 Vale do Rio Pratinha Urugui - PI Brasil MPEG -7.23 -44.54
10 UFG 3916 Fazenda Arsénio Parambu - CE Brasil MPEG -6.46 -40.65
14 UFG 3918 P.N. Serra das Confusdes Caracol - PI Brasil MPEG -9.12 -43.75
15 UFG 3227 Barra do Choga Bahia Brasil MUZUSP -14.8 -40.55
16 UFG 1053 Lagoa do Cajoeiro Matias Cardoso - MG Brasil LGBU -14.8 -43.93
17 UFG 3228 Campinagu Goias Brasil MUZUSP  -13.7 -48.56
18 UFG 3685 E. E. Aguas Emendadas Brasilia - DF Brasil LGBUNB  -15.8 -47.84
18 UFG 2405 Reserva Ecologica do IBGE Brasilia - DF Brasil LGBUNB  -15.8 -47.84
19 UFG 0465 Fazenda Morro Branco Aurilandia - GO Brasil LGBUNB  -16.6 -50.45
20 UFG 3002 Fazenda Ouro e Prata Nova Xavantina - MT Brasil LGBUNB  -14.6 -52.35
21 UFG 3621 P.N. Chapada dos Guimaraes Chapada dos Guimaraes - MT Brasil LGBUNB -154 -55.82
23 UFG 3770 Vila Bela da Santissima Trindade Vila Bela - MT Brasil MUZUSP -15 -59.94
24 RIS 107 Laguna Caucaya Departamento de Santa Cruz Bolivia UWBM -18.6 -63.91
25 MACN 5928 Centro de Produccion Yabaré Chiquitos - Dpto Santa Cruz Bolivia MACN -17.4 -62.17



25
26
27
28
29
30
33
34
36
38

MACN 5944
MACN 5663
UFG 4284

MACN 5434
MACN 3191
MACN 4506
MACN 4339
MACN 6150
MACN 2117
YPM 2273

Centro de Produccion Yabaré
Parque Nacional Calilegua
Fazenda Pitangueiras
Reserva Natural Formosa
Parque Nacional Pilcomayo
Parque Nacional Chaco
Parque Nacional El Palmar
La Para

Isla las Palmas Baradero

Sipalwini Savannah

Chiquitos - Dpto Santa Cruz
Provincia de Jujuy

Bonito - MS

Provincia de Formosa
Provincia de Formosa
Provincia de Chaco
Provincia de Entre Rios
Provincia de Cérdoba
Provincia de Buenos Aires

Sipalwini

Bolivia
Argentina
Brasil
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina

Suriname

MACN
MACN
LGBUNB
MACN
MACN
MACN
MACN
MACN
MACN
MACN

-17.4
-23.7
-20.8
-24.3
-25.1
-26.8
-31.9
-30.8
-33.7
1.88

-62.17
-64.85
-56.58
-61.8

-58.17
-59.6

-58.24
-62.98
-59.25
-55.85
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Obtengao dos dados genomicos
Extracdo de DNA
O DNA total foi extraido individualmente utilizando o kit comercial DNAeasy (Quiagen),

segundo recomendagdes do fabricante.

MSN-NGS: construgdo da biblioteca genomica, enriquecimento e sequenciamento

Esta etapa do trabalho foi desenvolvida integralmente no Center for Anchored
Phylogenomics na Florida State University em colaboragdo com os Drs Emily M. Lemmon e
Alan R. Lemmon. A metodologia empregada para a obtengao destes dados ¢ sintetizada abaixo.

O DNA gendmico de cada individuo foi fragmentado em um ultrasonicador Covaris E220,
gerando fragmento entre 150 e 880 pares de bases. Aos fragmentos obtidos foram inseridos por
ligacdo seqiiéncias sinais (fags) e adaptadores de acordo com (Meyer & Kircher, 2010) e com
as modifica¢des propostas por Lemmon e colaboradores (2012), sendo que todas estas etapas
foram realizadas na workstation automatica Biomek FXp (Beckman-Coulter, Inc.). Aliquotas
equimolares das bibliotecas gendmicas obtidas foram misturadas em dois pools de 16
individuos e, em seguida, estes ultimos foram enriquecidos utilizando o kit SureSelect XT2
Custom DNA/RNA (Agilent Technologies) e o pool de sondas (403 no total) projetadas por
Lemmon e colaboradores (2012), segundo recomendacgdes do fabricante. O sequenciamento de
nova geragao foi realizado de modo paired-end 250 base pairs no sistema Illumina HiSeq 2500
no Translational Science Laboratory in the College of Medicine na Florida State University.
Processamento das leituras (reads) e montagem dos contigs

As leituras foram processadas utilizando o pacote de programas Casava (Illumina, Inc.),
de acordo com as seguintes etapas principais: (1) filtragem por qualidade de acordo com os
parametros recomendados pela Illumina e (2) separacao das leituras por individuos. As leituras
pareadas de cada individuo foram sobrepostas (merged) segundo método descrito em (Rokyta
et al., 2012) As leituras que nao foram sobrepostas na etapa anterior foram separadas e junto
com as leituras sobrepostas utilizadas no processo de assembly. As leituras (sobrepostas € ndo
sobrepostas) de cada individuo foram utilizadas no processo de assembly com as sequéncias
das sondas utilizadas no enriquecimento da biblioteca com o algoritmo assemble.class
elaborado por A. R. Lemmon (disponivel para solicitagdo ao autor). Destaca-se que na auséncia
de contaminagdo no processo de preparagdo da biblioteca, o método de assembly aplicado
anteriormente devera produzir apenas um contig para cada uma das sequéncias de referéncia
(ou loco) para cada individuo analisado. Em seguida, as sequéncias consenso de cada contig

foram extraidas para serem utilizadas nas analises subsequentes. As ambiguidades presentes
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nas sequéncias consenso em decorréncia dos sitios polimérficos foram mantidas e codificadas
(p.ex. Cou T=Y) de acordo com o cddigo do DNA definido pela International Union of Pure
and Applied Chemistry (IUPAC). Contigs com baixa cobertura (< de 10 leituras) foram

excluidas das analises.

Alinhamento das sequéncias consensos

As sequéncias consensos de boa qualidade obtidas para todos os individuos foram
agrupadas em conjuntos de acordo com o /oco correspondente. A ortologia entre as sequéncias
consenso foi determinada para cada loco individualmente com base na distancia genética com
os algoritmos GetPairwiseDistanceMeasures.class e allOrthoScripts.sh elaborados por A. R.
Lemmon (disponiveis para solicitacdo ao autor). Em seguida, as fases alélicas das sequéncias
consenso com codigos de ambiguidade em cada loco foram definidas com o programa Phaser
3 (Stephens et al., 2001; Stephens & Scheet, 2005). Sequéncias consensos sem ambiguidades
foram duplicadas para assegurar dois alelos por individuo por loco. O alinhamento das
sequéncias consensos foi feito para cada loco individualmente com o programa MAFFT
v7.023b (Katoh & Standley, 2013). Em seguida, cada sitio do alinhamento de cada loco obtido
foi investigado quanto a qualidade da informagdo com base nas seguintes etapas: primeiro os
sitios foram considerados “informativos” quando o mesmo nucleotideo estava presente em
mais de 62% das sequéncias; segmentos de 20pb de cada sequéncia/alinhamento que
continham < 10 sitios informativos foram identificados e “marcados”; os locais com menos de
quatro bases nao “marcadas” foram removidos do alinhamento. Este processo de selecdo de
sitios “informativos” foi feito com o algoritmo 7TrimAndMaskRawAlignments2.class elaborado
por A. R. Lemmon (disponivel para solicitacdo ao autor). Por fim, todos os sitios contendo
missing data foram excluidos dos alinhamentos. Apos a selecdo de sitios, apenas os loci que
apresentaram variacdo entre as sequéncias consensos foram utilizados nas andlises
filogenéticas. O programa PYTHON (run_mraic.py) incluindo uma modificagdo do MrAIC
(Nylander, 2004) foi utilizado para estimar o melhor modelo de substituicao pelo critério de

Akaike (Akaike, 1974) para cada alinhamento obtido em paralelo.

Obtengdo dos Polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs)
Para a obtencdo dos SNPs foi utilizado um protocolo desenvolvido por Michael G.

Harvey disponivel em www.github.com/mgharvey/seq pop utilizando o pacote Phyluce

(Faircloth, 2015). Em sintese, as sequéncias de um individuo escolhido arbitrariamente (UFG
4011) foram utilizadas como referéncias para o mapeamento dos reads dos demais individuos

analisados. Depois disso, os reads foram cortados ao fim da sequéncia de referéncia e
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posteriormente agrupados em um unico alinhamento. Foi utilizado seguindo o default do script,
um minimo de sete reads por loco como corte para eliminacdo de indels. OS SNPs foram
escolhidos considerando um individuo diploide, seguido por um processo de anotacdo e
posterior restricdo aos SNPs de alta qualidade seguindo os parametros default do script. O

arquivo com extensao .vcf phaseado foi utilizado nas andlises subsequentes deste trabalho.

Analise de estrutura genética

Para testar a hipotese de populagcdes independentes em cada bioma foi feita a inferéncia
da estrutura populacional de Lepidocolaptes angustirostris por meio da atribuicdo de
individuos as popula¢des utilizando um método de clustering com base nas frequéncias alélicas
implementado no programa STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard et al., 2000). Nesta analise foram
utilizados 382 SNPs, obtidos por meio de um arquivo de base gerado utilizando o script
structure_from _vcf.py desenvolvido por Michael G. Harvey e disponivel em

www.github.com/mgharvey/seq pop. Os SNPs foram escolhidos manualmente, de forma

aleatoria, sendo um SNP por loco evitando singlefons e mantendo uma matriz completa, isto €,
nenhum dado faltante. Foi utilizado um modelo de admixture com 100.000 réplicas apos
10.000 réplicas de burn-in, avaliando 15 itera¢des, com um numero de populagdes variando de
um a cinco (k=1 - 5). O valor mais provavel do nimero de populagdes foi obtido com base na
média e desvio padrdo de log-likelihood, ja que hé indicios de que o critério empregando Ak
de Evanno (Evanno et al., 2005) possa ter um viés que favorece a escolha de duas populacdes
(Janes et al., 2017). O resultado grafico foi obtido pelo software online CLUMpak disponivel

em http://clumpak.tau.ac.il. J4 a analise do melhor valor de k foi avaliada pelo software online

Structure Harvester disponivel em http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/.

A fim de avaliar a formagdo de grupos nos realizamos uma analise de componentes
principais (PCA) com os 382 SNPs utilizando a fun¢ao dudi.pca do pacote ade4. Depois disso,
para avaliar o nivel da estrutura genética desta espécie, calculamos o valor de F,, global com
base na estimativa de Weir e Cockerham utilizando a fun¢do wc do pacote hierfstat. O valor
de F; par a par entre as populagdes foi estimado também com o intuito de avaliar populagdes
geneticamente mais distintas utilizamos a fungdo genet.dist com método “Nei87” do pacote
hierfstat. As duas ultimas analises descritas foram realizadas no programa R.

Para avaliar a historia demografica da espécie, nds estimamos o tamanho efetivo
populacional das populagdes atuais e ancestrais, a taxa de migragdo entre as populagdes € o
tempo de separagdo entre as linhagens considerando a relagdo filogenética obtidas pelo DNA

mitocondrial (Figura 2 do Anexo I). Nos obtivemos estas estimativas utilizando o programa G-
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phocs (Gronau et al., 2011) com 500 milhdes de geragdes amostradas a cada 500 geragdes. A
distribui¢do gamma foi utilizada nesta analise com o intuito de estandardizar a distribuicdo da
taxa de mutacdo (veja Smith et al., 2014). Para esta andlise utilizamos 1 e 2000 como
distribuicdo gamma a e P, respectivamente. No6s avaliamos a qualidade das corridas pelos

valores de ESS (>200) utilizando o programa Tracer (Rambaut et al., 2014).

Diferenca climdtica e de nicho entre os biomas

Para avaliar se ha diferenca climatica entre os biomas, foi realizada uma Analise de
componentes principais (PCA) considerando uma matriz de varidncia-covaridncia e um
bootstrap de 1000 réplicas das 19 variaveis bioclimaticas (Nix, 1986; Busby, 1991) obtida na
base de dados WorldClim (Hijmans et al., 2005). Os valores para cada localidade foram obtidos
utilizando a opg¢ao extract value by point no programa ArcMap 10.1 considerando o raster de
clima atual na resolugdo 30s. Para esta analise utilizamos duas abordagens: (I) uma mais ampla
considerando os 105 pontos de ocorréncia utilizados para a modelagem de nicho potencial
(Capitulo II), sendo que a atribuigdo dos pontos a um bioma foi feita com base na localizagio
desses pontos seguindo a definicdo das eco regides terrestres (disponivel em
https://worldmap.harvard.edu/data/geonode:wwf terr ecos oRn), e (II) uma mais restrita
considerando apenas os pontos de amostragem das amostras de tecido analisadas neste
trabalho. Neste ultimo caso, os pontos foram atribuidos aos biomas com base na populagdo
genética a qual pertencem. A abordagem mais ampla foi realizada a fim de construir um
panorama de diferenga climatica entre os biomas evitando o viés das lacunas de nossa
amostragem genética; ja a abordagem mais restrita visa caracterizar climaticamente as
populacdes genéticas identificadas a fim de avaliar diferengas climaticas entre elas.

Para avaliar se os biomas possuem nichos diferentes, utilizamos os pontos concordantes
entre a localizagdo dos biomas e os grupos formados na pca na abordagem ampla (ver
resultados) em um teste de identidade de nicho, utilizando as métricas I e D para rejeitar a
hipotese de equivaléncia de nichos (Warren et al., 2008). Os valores de significancia de cada
teste (valores de p) foram calculados com base em 101 permutagdes no pacote “dismo”, que
considera a soma das distribui¢des das populacdes par a par, e extrai pontos aleatdrios para
uma subsequente comparagdo de quanto o observado desvia do acaso. Para essa andlise de

nicho foram utilizadas todas as variaveis climaticas (BIO 1 — BIO 19) do Wordclim.
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Isolamento por distancia

Para testar a hipdtese de isolamento por distancia dentro de cada bioma, nos realizamos
o teste de Mantel utilizando a funcdo mantel.randtest do pacote ade4. Esta correlagdo foi
realizada entre uma matriz geografica (km) e uma matriz de distdncia genética calculada com
base na fragdo de identidade por estado de 382 SNPs por meio da fungdo snpgdsIBS do pacote
SNPRelate.

Teste dos possiveis cenarios de diversificagcdo

Para testar trés possiveis processos de diversificacdo das populagdes de cada bioma,
nds propomos os possiveis cenarios (Figura 2): isolamento com completa auséncia de fluxo
génico entre as populacdes ancestrais e atuais (IS); isolamento com migracdo entre as
populacdes ancestrais e as populagdes atuais (IM); auséncia de fluxo génico entre as
populagdes ancestrais com fluxo génico reestabelescido entre as populacdes atuais. Vale
ressaltar que consideramos o fluxo génico ancestral biderecional e mesma intensidade entre a
populacao da Caatinga e a populacdo Cerrado+Chaco; ja o fluxo génico atual foi considerado
também biderecional ¢ de mesma intesidade entre as populagdes do Cerrado/Chaco e
Cerrado/Caatinga. Ressaltamos que o fluxo génico entre Caatinga e Chaco foi desconsiderado
por ndo haver nenhum resultado prévio que sustentasse essa possibilidade.

Noés construimos os modelos e realizamos os sumarios estatisticos simulados de 379
locos utilizando a fungdo sim.msABC.sumstat pacote PipeMaster (disponivel em

https://github.com/gehara/PipeMaster) com base em 100 mil simulagdes. Os modelos foram

construidos utilizando os limites inferiores e superiores das estimativas geradas pela analise do
G-phocs (ver resultados, Tabela 2), os parametros gerados a partir dos priors foram
transformados para uma escala coalescente, as simulacdes dos locos foram feitas pelo
algoritmo ms, a conversao do output do ms foi feita para o formato Popgenome e entdo é gerado
um arquivo com os sumarios estatisticos simulados. O sumadrio estatistico observado foi obtido
pela fungdo observed.sumstat do programa PipeMaster.

Depois dos sumadrios estatisticos simulados, realizamos uma confusion matrix afim de
avaliar o quanto os modelos sdo diferentes entre si por meio de uma crossvalidation onde
pseudoréplicas sdo atribuidas aos modelos e entdo avalia-se a porcentagem de atribui¢do
correta aos modelos utilizando a fungdo cv4postpr do pacote abc considerando um algoritmo
de rejeicdo, para este trabalho testamos quarto valores de tolerancia: 0,05;0,1;0,2;0,34 ¢ 0,5

afim de avaliar se a estabilidade do resultado.
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Figura 2. Representacdo grafica dos trés possiveis modelos testados para explicar a

diversificacdo em Lepidocolaptes angustirostris.

A escolha do melhor modelo dentre os testados foi realizada por meio da fungio postpr
do pacote abc utilizando um algoritmo de rejeicdo e utilizando as mesmos dois valores de
tolerancias a fim de avaliar a robustes do resultado. Apoés isso, realizamos uma analise de
goodness-of-fit, que € um teste estatistico com a mediana do sumario estatistico observado e
com a mediana do sumadrio estatistico simulado ndo rejeitado utilizando a fungao gfit do pacote

abc.

RESULTADOS

Foram capturados 401 anchored loci ap6s a construcdo das sequéncias consensus,
desses 379 foram selecionados utilizando os critérios de polimorfismo e auséncia de dados
faltantes. O tamanho médio dos locos foi de 1.524 bases (variando de 345 a 2.579 bases).
Foram identificados 401 locos com 4% de dados faltantes, para as analises selecionamos
arbitrariamente 382 SNPs considerando apenas um SNP por loco, nenhum loco com dados

faltantes e evitando sempre que possivel a escolha de singletons.

Analise de estrutura genética
Na andlise de estrutura populacional, em todas as possibilidades de ntimero de
populagdes (k=2 a k=5) foi possivel identificar grupos distintos coincidentes geograficamente

com a Caatinga e o Chaco. Por outro lado, os individuos geograficamente localizados no bioma
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Cerrado sdo atribuidos a diferentes populacdes de acordo com o aumento do nimero de
populagdes (Figura 3). O melhor valor de k segundo Ak de Evanno foi k=2. Porém,
considerando que esta métrica pode subestimar a estruturagdo estudada (Janes et al 2016),
optamos por trabalhar com a incerteza quanto ao melhor valor de k. Para todos os casos, os
clusters podem ser claramente associados aos biomas, com isso mesmo assumindo que pode
haver mais estruturacao dentro do Cerrado, assumimos um niimero minimo de trés populagdes
(LnP(k) = 8514.07 + 2.54) para as analises subsequentes. E possivel identificar niveis maiores
de admixture nas localidades de ecdtone entre os biomas, exceto pela localidade 28 situada na
regido core do Chaco que possui um nivel de admixture com o Cerrado. Neste ultimo caso,
podendo explicar por retengdo de polimorfismo ancestral e/ou separagdo incompleta das
linhagens.

Os individuos localizados nas savanas do norte da Amazonia apresentam altos niveis
de admixture com a populagdo do Cerrado, acompanhando a estruturacdo do Cerrado com o
aumento dos valores de k. Além disso, a analise da PCA (Figura 4) apresenta resultados
coincidentes com a analise do STRUCTURE com trés grupos coincidentes com os biomas,
sendo o Chaco e a Caatinga separados pelo eixo y, enquanto o Cerrado foi separado do Chaco
e da Caatinga pelo eixo x. Apenas dois individuos (a localidade 28 coincidente com o resultado
anterior, ¢ neste caso a localidade 27 (Bonito — MS) que apesar de nao ter sido identificado
nenhum nivel de admixture no STRUCTURE ¢é uma regiao localizada nos limites geograficos
do bioma Cerrado, mas geneticamente atribuida a populagdo do Chaco (STRUCTURE e
Capitulo II). Ha indicios de algumas areas definidas geograficamente como Cerrado possuem
uma vegetagao mais proxima ao do Chaco (Prado, 1993) sugerindo nesse caso dois possiveis
cenarios ndo mutuamente excludentes: (I) uma possivel zona de contato secundério entre as
populagdes do Cerrado e do Chaco; (IT) uma influéncia da separagdo incompleta de linhagens
e/ou retencdo de polimorfismo ancestral. O valor de F,; global da espécie indica uma moderada
e significativa estruturacao (F,,= 0,152; Frankham et al., 2002; Hartl & Clark, 2007), ja as
comparagdes par a par (Figura 4) indicam uma alta diferenciacdo entre Caatinga e Chaco (F
=0,209) e uma moderada diferenciacao similar entre Cerrado e os demais biomas (Cerrado e

Chaco F,,=0,112; Cerrado e Caatinga F,,=0,111).
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Figura 3. Resultado da analise de estrutura populacional do programa STRUCTURE. Sao apresentadas nesta figura a estrutura da populagdo
considerando de uma a cinco populacdes. As cores no mapa correspondem aos trés principais clados: laranja: Caatinga, Roxo: Cerrado e Azul:

Chaco
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Figura 4. Analise de componentes principais de 382 SNPs. Indicando trés grupos coincidentes
com os trés biomas da diagonal de areas abertas e representados nesta figura pelas cores laranja:

Caatinga, roxo: Cerrado e Azul: Chaco.

As estimativas de tamanho efetivo populacional (Tabela 2) sugerem uma populagio
ancestral (Caatinga + Cerrado + Chaco) de tamanho muito similar ao tamanho efetivo da
populacao da Caatinga, sendo estimado um tamanho de cerca de 1.617.000 individuos para a
populacao ancestral e cerca de 1.633.000 para a populagdo atual da Caatinga. O tamanho
efetivo populacional da linhagem que compreende a populagao Cerrado + Chaco ¢ a maior
populacdo estimada em cerca de 5.768.000 sugerindo que esta populagdo possa representar o
momento de colonizagdo destes biomas seguido pela diminuigdo do tamanho efetivo atual na
populacao do Cerrado para cerca de 1.132.000 bem como para a populagdo do Chaco com
cerca de 1.875.000 individuos. As taxas de migragdo par a par (Tabela 2) entre os biomas
indicam um fluxo génico minimo, podendo ser negligenciavel, uma vez que os indices sugerem
menos de um migrante por geracao para todas as comparacdes. As estimativas de tempo de
divergéncia (Tabela 2) sdo todas para o pleistoceno, sendo a separagdo da Caatinga da
populagao ancestral de Cerrado + Chaco datada de cerca de 370 mil anos (364.285 — 385.714)
e a separagdo das linhagens do Cerrado e do Chaco datada de cerca de 250 mil anos (235.714

—264.285).



Tabela 2. Resultado das estimativas de tamanho populacional, tempo de separagao e taxas de migragdo com base em 379 locos utilizando o

programa G-phocs. 95 L indica o limite superior, e 95H indica o limite superior da estimativa9SHPD.

Tamanho efetivo theta  Individuos (Ne) theta 95L theta 9SH Ne 95LL Ne 95SH
Caatinga 0,009 1.632.982 0,009 0,009 1.571.429 1.692.857
Cerrado 6,33E-03 1.130.411 0,006 0,007 1.067.857 1.185.714
Chaco 0,011 1.875.000 0,010 0,011 1.803.571 1.946.429
Cerrado + Chaco 0,032 5.767.857 0,028 0,037 4.946.429 6.607.143
Caatinga + Cerrado + Chaco 0,009 1.616.054 0,009 0,009 1.539.286 1.683.929
Tempo de separacio thau Tempo thau 95L thau 95SH Tempo 95L Tempo 95SH
Cerrado - Chaco 0,00035 249.750 0,00033 0,00037 235.714 264.286
Caatinga - Cerrado + Chaco  0,00052 373.479 0,00051 0,00054 364.286 385.714
Migracao m Migrantes m 95L m95H  migrantes 95L.  migrantes 9SH
Caatinga - Cerrado 0,209 2,92E-07 0,000 0,584 1,40E-14 8,18E-06
Cerrado - Caatinga 0,224 3,14E-06 0,000 0,662 1,40E-14 9,27E-06
Cerrado - Chaco 0,100 1,40E-06 0,000 0,299 1,40E-14 4,18E-06
Chaco - Cerrado 0,109 1,52E-06 0,000 0,323 1,40E-14 4,52E-06
Caatinga - Chaco 0,105 1,47E-06 0,000 0,315 1,40E-14 4,41E-06
Chaco - Caatinga 0,118 1,65E-07 0,000 0,359 1,40E-14 5,02E-06

91
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Diferenca climdtica e de nicho entre os biomas

Foram identificados trés grupos climaticos diferentes, os quais s3o coincidentes com os
biomas em ambas abordagens: ampla (Figura 5) e na restrita (Figura 6). Os dois primeiros
componentes principais explicaram cerca de 98% de toda variacdo nos dois casos,
apresentando também resultados concordantes quanto as variaveis mais associadas a cada
componente. O componente principal um explica na abordagem mais ampla cerca de 92% da
variagdo e na mais restrita cerca de 90% da variacdo, e tem a variavel de sazonalidade de
temperatura (Bio4) como a mais correlacionada a este eixo. O componente principal dois
explica na abordagem mais ampla cerca de 6% da variagcdo e na mais restrita cerca de 8% da
variagdo e possui principalmente variaveis de precipitagdo (BIO 12, BIO 16, BIO 19, BIO13 e
BIO 18) associadas a este eixo, sendo a variavel de precipitagdo anual (BIO 12) a mais

significativa dentre elas.
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Figura 5. Analise de componentes principais ampla das varidveis climaticas (BIO1 — BIO19)
de 105 pontos utilizados na modelagem de nicho potencial de Lepidocolaptes angustirostris
(Capitulo II). Indicando trés grupos distintos condizentes com os biomas Caatinga (laranja),

Cerrado (roxo) e Chaco (Azul).
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Figura 6. Analise de componentes principais restrita das variaveis climaticas (BIO1 — BIO19)
de 27 pontos utilizados na analise de estrutura populacional de Lepidocolaptes angustirostris.
Indicando trés grupos distintos condizentes com os biomas Caatinga (laranja), Cerrado (roxo)

e Chaco (Azul).

Além disso, ndo apenas os biomas sdo climaticamente diferentes (Figura 7), quanto ha
diferenga entre os nichos de cada populacdo de L. angustirostris associadas a cada bioma. As
comparagdes par a par sdo significativas entre todos os biomas (Tabela 3), rejeitando a hipdtese

de que os nichos sao idénticos ou equivalentes, sustentando assim a identidade de cada bioma.

Tabela 3. Métricas D e I utilizadas no teste de equivaléncia de nicho entre os pares de biomas.
Os valores de p indicam que as comparagdes em negrito sdo estatisticamente significativas. As

métricas D e I estdo plotadas comparadas as médias de cada nicho na Figura 7.

Comparacio D ] | p

Caatinga e Cerrado 0,245 6,24¢>" 0,507 1,53¢”’
Cerrado e Chaco 0,129  1,00e>* 0387 2,06

Caatinga e Chaco 0,076 2,85¢* 0,250 7,25¢7183
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Figura 7. Resultado da analise de identidade de nicho. A linha vermelha indica a similaridade
de um nicho em relagdo ao comparado. Todas as comparagdes rejeitaram a hipotese de
equivaléncia de nichos (p<0.00005). Os valores correspondem as métricas D e 1. A.
Comparacao entre as populagdes da Caatinga e do Cerrado; B. Comparagao entre as populagdes

do Cerrado e do Chaco; C. Comparagao entre as populagdes da Caatinga e do Chaco.

Isolamento por distdncia

Nos identificamos uma correlagdo significativa entre a distancia genética e geografica
apenas na populagdo do Chaco (r = 0.49, p = 0.001; Figura 8a). Ja nas outras duas populagdes,
Cerrado (r = -0.25, p= 0.81, Figura 8b) e Caatinga (r= 0.46, p= 0.11, Figura 8c), a diferenca
genética ndo esta correlacionada a distdncia geografica sendo possivel rejeitar a hipdtese de

isolamento por distdncia nestas populagdes.
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Figura 8. Teste de Mantel avaliando a correlacdo entre a distdncia genética e geografica. As
cores do grafico indicam a densidade local com base na estimativa bidimensional da densidade
de kernel (kde2d). A. Correlacdo positiva e significativa (p=0.001) entre distancia genética e
geografica no Chaco sugerindo a presenga de Isolamento por distancia; B. correlacdo nao
significativa (p=0.81) entre distancia genética e geografica no Cerrado; C. correlagdo nao

significativa (p=0.11) entre distancia genética e geografica na Caatinga.

Teste dos possiveis cenarios de diversificagcdo

A andlise que determina o quanto os modelos simulados produzem sumarios estatisticos
diferentes entre si mostra que os modelos sdo destinguiveis entre si (Figura 9; Tabela4). Em
todas as tolerancias os modelos sdo distinguiveis entre si com uma taxa de atribuicao ao modelo
correto em todos os casos maior que 92%. Em todos as tolerancias, o modelo Isolamento (IS)
foi atribuido corretamente com taxa de 100%. Portanto, todos os casos de atribui¢do errada de

modelo sdo entre os modelos de Isolamento com Migragao (IM) e Contato Secundario(CS)



96

Tabela 4. Porcentagem de atribuicao correta das pseudoréplicas dos modelos que explicam a

diversificacdo em L. angustirostris da analise de crossvalidation sob varias taxas de tolerancia.

Isolamento com  Contato
Tolerancia Isolamento (IS) Migracgao (IM) Secundario (CS)

0,05 100 99 100
0,10 100 95 100
0,20 100 92 100
0,34 100 99 100
0,50 100 91 96
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Figura 9. Confusion matrix avaliando o quanto os modelos sdo diferentes entre si por meio de
uma crossvalidation onde pseudoréplicas sdo atribuidas aos modelos e entdo avalia-se a
porcentagem de atribui¢do correta aos modelos. CS corresponde ao modelo de Contato
Secundério, IM corresponde ao modelo de Isolamento com Migracdo e IS ao modelo de
Isolamento (A representacao grafica dos modelos esta disponivel na Figura 2). As tolerance

rates indicam o quando de diferenga ¢ tolerada para aceitar um modelo.

Considerando ambas as tolerancias os modelos de Isolamento com Migragao (IM) e
Contato Secundario (CS) foram rejeitados. Dentre os modelos testados o modelo de Isolamento
foi o melhor modelo considerando todas as tolerancias (Figural0). As tolerancias menores que
0,33 apresentam IS como o melhor modelo com um valor de p=1. Para tolerancia de 0,34 o
modelo IS apresenta um valor de p=0.98 e valores similares para os outros modelos p=0,1 para

IM e CS. E na maior tolerancia 0,5 o modelo IS apresenta um valor de p=0,67 enquanto o
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modelo CS apresenta um valor de p=0,19 um pouco maior que o valor do modelo IM, onde

p=0,19.
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Figura 10. Valores de p na escolha do melhor sumario estatistico simulado quandoa
comparado ao sumario estistico observado, considerando os trés cendrios propostos:
Isolamento (IS); Isolamento com Migragao (IM) e Contato Secundario (CS) sob cinco taxas de

toerancia (0,005;0,10;0,20;0,34 3 0,50) a fim de avaliar a estabilidade da escolha do modelo.

Quando comparamos as medianas pela analise de goodness-of-fit (Figura 11) a mediana
do sumario estatistico observado ndo foi diferente do sumario estatistico simulado para o
cenario de Isolamento (IS) em todas as tolerancias sugerindo que este ¢ o melhor modelo dentre

os analisados.
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Figura 11. Analise de goodness-of-fit indicando o valor da mediana observada em func¢ao do
sumario estatistico simulado para o cenario de Isolamento (IS). As barras indicam os sumarios

estatisticos simulados

DISCUSSAO

Nossos resultados mostram independéncia biogeografica entre os biomas uma vez que
as populacdes identificadas sdo condizentes geograficamente com os biomas, atualmente
possuem fluxo génico negligenciavel entre eles, e os cendrios sugerindo Isolamento com
Migragao e Contato secundarios foram rejeitados. Além disso, ha indicios de que as flutuagdes
climaticas tenham tido papel importante na diversificagdo desta espécie, ja que as estimativas
de tempo de separacao das populagdes sdo condizentes com os periodos de flutuacao climatica
do Pleistoceno, os biomas possuem condi¢des climaticas diferentes e o nicho climatico das
populagdes sao independentes nos trés biomas. Avaliando as populagdes de cada bioma, apenas
a populagdo do Chaco apresenta indicios de isolamento por distdncia, enquanto o Cerrado
apresenta uma sub estruturagdo e a Caatinga ¢ a populacdo mais homogénea desta espécie.
Considerando todos esses resultados, sugerimos uma revisdo taxondmica das atuais
subespécies, propondo trés subespécies, com base na diferenga genética e de nicho das trés

populagdes descritas neste trabalho.
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Independéncia dos biomas

As populagdes independentes de Lepidocolapates angustirostris em cada bioma
(Figura 3), o fluxo génico negligenciavel entre as populacdes, como sugerem as taxas de
migracdo estimadas pela andlise demografica deste trabalho (Tabela 2) e a diferenca entre as
condi¢des climaticas (Figura 5 e Figura 6) os nichos climaticos de cada populacao (Figura 7)
sustentam a hipdtese de que os biomas que compdem a diagonal de areas abertas sdo unidades
biogeograficas independentes como proposto por Pennington e colaboradores (2000). Este
padrdo de populagdes independentes é confirmado por outros taxons, como exemplo, lagartos
do género Vanzosaura (Recoder et al., 2014), e da espécie Phyllopezus pollicaris (Werneck et
al., 2012) que possuem populacdes independentes no Chaco, Cerrado e na Caatinga. Assim
como, em insetos do género Zoniopoda (Pocco et al., 2018) e aranhas (Nephila sexpunctata,
Bartoleti et al., 2017) que possuem populagdes independentes no Chaco e no Cerrado.

A rejei¢do dos cendrios incluindo fluxo génico atual e/ou passado sugerem que as
pressoes seletivas nos biomas podem ser fatores muito fortes impedindo o fluxo génico desde
a colonizagdo destes biomas. No entanto, reconhecemos que os modelos ainda precisam ser
melhor explorando sendo possivel avaliar outros cenarios com maior potencial de proximidade
ao sumario estatistico observado.

Quando nos referimos aos biomas, ¢ interessante ressaltar que os individuos de L.
angustirostris localizados geograficamente nos nucleos das Matas Secas (Seasonal Dry
Tropical Forests — SDTFs) em Missiones (LOC 29 e LOC 30), Piedmont (LOC 24 ¢ LOC 26)
e Chiquitanos (LOC 25) pertencem a populacdo do Chaco e ndo do nucleo da Caatinga (Figura
2). Além disso, a localidade de Bonito-MS (LOC 27) assim como nas andlises com DNA
mitocondrial (Capitulo II) pertence também a populagdo do Chaco. Com isso, existe um
suporte genético para a regido do Gran Chaco proposto com base na analise da vegetacao desta
regido (Prado, 1993). Assim como nossos dados, este mesmo padrao de individuos localizados
geograficamente na regido geografica do Gran Chaco pertencem as populagdes genéticas do
Chaco em outros taxons, como exemplo o género de insetos Zoniopoda (Pocco et al., 2018) e
o género de lagartos Vanzosaura (Recoder et al., 2014).

A relagdo entre os biomas ndo parece estar relacionada a formagdo deles, e sim ao
sentido de expansdo de cada organismo, uma vez que as analises do DNA mitocondrial de L.
angustirostris (Capitulo II) sugerem a Caatinga como populagdo ancestral, sendo Chaco e
Cerrado mais proximos entre si, € as analises demograficas deste trabalho sugerem que esta
relacdo ¢ apenas reflexo do sentido da expansdo/colonizacdo do Cerrado seguido do Chaco

partindo da Caatinga. J& com lagartos (Phyllopezus pollicaris) onde a origem da espécie
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aconteceu no Chaco, a expansao/colonizacao se deu no sentido Cerrado e Caatinga a relagdo
de proximidade entre os biomas ¢ diferente sendo Cerrado mais proximo da Caatinga (Werneck
et al., 2012). Portanto, a discussdo acerca da relagao biogeografica entre Caatinga, Cerrado e
Chaco com base em padrdes fitogeograficos (AbSaber, 1977; Andrade-Lima, 1982) e analises
cladisticas de distribuicdo e endemismo (Colli, 2005; Porzecanski & Cracraft, 2005) podem

ndo revelar a real relagdo biogeografica entre eles.

Influéncia das flutuagoes climaticas

As estimativas de tempo de separagdo das linhagens sdo todas coincidentes com as
flutuacdes climaticas do Pleistoceno. Considerando os indices de “marine isotope stages —
MIS” como indicadores de periodos glaciais e interglaciais (Kukla, 2005), a estimativa de
separagdo da Caatinga (~370 mil anos atras) coincide com um periodo glacial similar ao LGM
(MIS 10). Ja a separagdo das populagdes do Chaco e do Cerrado (~250 mil anos atras) coincide
com um periodo interglacial similar ao Holoceno (MIS 8). Este periodo de 250 mil anos atras
¢ coincidente com comeg¢o de mudangas na umidade da América do Sul associada aos niveis
precipitagdo (Cheng et al., 2013). Considerando esse periodos de mudancas climaticas, a
existéncia de diferengas climaticas entre os biomas (Figura 5 e Figura 6) e entre os nichos
climaticos das populagdes (Figura 6), podemos propor que as flutuacdes climaticas do
Pleistoceno foram uma for¢a importante na diversificacdo de L. angustirostris. O elevado
tamanho efetivo populacional da populagdo ancestral de Cerrado+Chaco (Tabela 2) sugere um
movimento de expansdo do grupo partindo da Caatinga em direcao ao Cerrado e Chaco em um
momento de condi¢des climaticas favoraveis a esta espécie, este padrao de expansio e aumento
populacional em épocas climaticas favoraveis ja foi elucidado em ambientes florestais, como
exemplo a colonizacdo de espécies de lagarto partindo da Amazonia em dire¢do a Mata
Atlantica (Prates et al., 2016). A subsequente diminui¢do do tamanho populacional no Cerrado
e no Chaco podem ser explicados pela separagdo das populacdes como resposta diferentes as
condi¢des climaticas de cada bioma (Muller, 1973), além disso, a formacdo de corredores
florestais no Cerrado ligando a Mata Atlantica aos Andes podem ter isolado as populac¢des do
Cerrado e Chaco, uma vez que esta conexao se estabeleceu no Pleistoceno (Cabanne et al in
review). A influéncia das flutuagdes climaticas do Pleistoceno nos biomas de areas abertas ja
vem sendo relatadas como importantes, em plantas o sentido de dispersdo das espécies foi
diferente em periodos glaciais e interglaciais (Collevatti et al., 2015; Vitorino et al., 2018),

processos de bottleneck e expansdo em decorréncia de mudangas climaticas em aranhas
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(Bartoleti et al., 2017) e sapos onde a expansdo e diversificagdo deste grupo ocorreu no
Pleistoceno em decorréncia da mudangas climaticas (Prado et al., 2012).

E interessante ressaltar que ha indicios de uma sub estruturagéo dentro da populagdo do
Cerrado como parte das respostas a essas flutuagdes climaticas, considerando que ha indicios
da diminuicdo da vegetacdo do Cerrado no LGM (Ledru et al., 1996) e posterior expansio
dessa vegetacdo em periodos mais quentes e humidos como ocorrido no Holoceno (Ledru,
2002), podemos propor que as mudangas na dinamica do Cerrado, possam ter ocorrido de
forma ciclica assim como os periodos glaciais e interglaciais foram ciclicos (Kukla, 2005),
explicando esta subestruturacdo. As evidéncias da analise de estrutura populacional (Figura 3)
sugerem que esta subestrutura¢do esteja organizada em leste e oeste do Cerrado, ja que
avaliando a possibilidade de cinco populagdes (k=5) € possivel identificar dois grupos, um mais
a oeste da distribuicao (LOC 19, LOC 20 e LOC 21) e um mais a leste da distribui¢cdo (LOC
18 e LOC 19). Este padrao de separacao do leste e oeste do Cerrado ja foi observado para
outros grupos como exemplo, plantas (Collevatti et al., 2015; Vitorino et al., 2018), lagartos
(Recoder et al., 2014), felinos (Santos et al., 2018) e sapos (Prado et al., 2012) sugerindo que
deva existir algum evento biogeografico atuando na diversificacdo dentro do bioma. Uma das
hipoteses que pode explicar este processo podem ser diferengas climaticas citada acima, como
também outros eventos climaticos que ndo apenas retracdo e expansdo de vegetacdao. Tendo
como pressuposto o exemplo da Amazodnia, onde é sabido que a parte mais oeste permaneceu
estavel enquanto a parte mais leste tornou-se significativamente mais seca nos periodos glaciais
(Cheng et al., 2013) podemos propor que uma por¢ao do Cerrado possa ter sido mais estavel
climaticamente que a outra, ou ainda outra hipdtese ndo excludente as anteriores, de que em
virtude de corredores florestais que propiciaram a conexao entre a Mata Atlantica e a Amazonia
(Ledo & Colli, 2017) e a Mata Atlantica e os Andes (Trujillo-Arias et al., 2017; Cabanne er al
in review)possam ter isolado o Cerrado em leste e Oeste. Nos reconhecemos que a populagio
homogénea da Caatinga pode ser um viés da nossa amostragem com pouca representatividade
do leste da Caatinga, podendo, portanto, ter uma subestruturagdo negligenciada, ja que tais

corredores também sdo presentes na Caatinga (Thomé et al., 2016; Ledo & Colli, 2017).

Isolamento por distancia

Além disso, estes corredores no Cerrado (Ledo & Colli, 2017; Trujillo-Arias et al.,
2017) e na Caatinga (Thomé et al., 2016; Ledo & Colli, 2017) podem explicar a auséncia de
evidéncias para o isolamento por distancia nas populacdes de L. angustirostris destes biomas

(Figura 8b e Figura 8c), uma vez que em virtude da fragmentacdo causada pelo aparecimento
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de areas florestais, ocorrem recorrentes re-colonizacdo dessas areas quando as condicdes
climaticas favorecem areas mais secas, este processo faz com que a populagdo ndo atinja o
tempo necessario para o equilibrio entre fluxo génico e deriva genética (Castric & Bernatchez,
2003; Pinsky et al., 2010), justificando a auséncia de isolamento por distancia nesses biomas.
Por outro lado, o isolamento por distancia encontrado no Chaco (Figura 8a) pode ser explicado
pela auséncia de evidéncias de corredores nesta area (Cabanne et al, in review) o que sugere
uma area ndo fragmentada ao longo das flutuagdes climaticas, diferente do que era esperado
em relagdo a existéncia de corredores florestais ao longo dos rios Bermejo e Pilcomayo (Nores,
1992). A auséncia de evidéncia de corredores florestais, a presenga de isolamento por distancia
na populacdo do Chaco de L. angustirostris e amodelagem paleoclimatica desta mesma espécie

(Capitulo IT) sugerem uma estabilidade climatica desta regido.

Implicagoes taxonomicas

Ainda que a avaliagdo dos padrdes de plumagem (Bolivar-Leguizamoén & Silveira,
2015) e a avaliagdo genética neutra (Capitulo II) ja abordaram as questdes taxonOmicas, estes
estudos ndo recuperado unidades completamente diagnosticaveis que pudessem ser associadas
as subespécies. Neste trabalho, utilizando um nimero maior de marcadores, os resultados
sugerem uma nova proposta taxondmica para esta espécie. Com base nas populacdes genéticas
(Figura 3), o fluxo génico negligenciavel (Tabela 2) somados aos nichos climaticos diferentes
(Figura 8), propomos a existéncia de trés subespécies para Lepidocolaptes angustirostris sendo
elas: (I) a subespécie do Chaco, L. angustirostris angustirostris; (I1) a subespécie do Cerrado,
L. angustirostris bivittatus e a subespécie da Caatinga L. angustirostris bahiae. Sendo assim
sinonimizar-se-iam as atuais oito subespécies em apenas trés subespécies sendo elas: L. a.
certhiolus (1913), L. a. praedatus (1916) e L. a. hellmayri (1925) seriam sinOnimas a L.
angustirostris angustirostris (1818), L. a. griseiceps (1974) sindbnima a L. angustirostris

bivittatus (1822), e L. a. coronatus (1930) sindnima a L. angustirostris bahiae (1903).

CONCLUSOES

A independéncia dos biomas sustentada por populacdes independentes sem fluxo
génico e por nichos climaticos independentes ¢ uma forte forca na diversificagdo da avifauna
nas areas abertas da América do Sul. A auséncia de barreiras geograficas evidentes entre os
biomas sugere que a restri¢ao de fluxo génico possa ser explicada por diferentes forgas seletivas
em virtude da independéncia de nicho de cada bioma. Além disso, pode-se reforgar a influéncia

das mudancas climaticas nos processos de diversificagdo, neste caso, associar as mudangas
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climaticas a alteragdo da paisagem com o aparecimento de areas florestais nos biomas abertos
levando a diversificagdo dentro dos biomas, tal influéncia ¢ apoiada pela alta estruturacio no
Cerrado, bioma com maiores registros de conexdes florestais em periodos glaciais e
interglaciais (Ledo & Colli, 2017), e a presenca de isolamento por distancia, sugerindo um
tempo de equilibrio entre deriva genética e fluxo génico (Castric & Bernatchez, 2003) no
Chaco, que nao apresenta evidéncia de rotas de conexdes florestais. Nesse sentido, as condigdes
climaticas distintas e respostas as mudancas climaticas independentes (Muller, 1973) nos
biomas associadas ao aparecimento de areas florestais nos biomas parecem ser as maiores

forcas atuando na diversificagdo das areas abertas da América do Su
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

As principais conclusdes desta tese sdo a independéncia dos biomas e a influéncia do
clima na diversificagdo. Tanto a andlise com DNA mitocondrial como a anélise com NGS
indicam populagdes associadas aos biomas, ainda que a estimativa de migragdo ndo possa ter
sido feita pelo DNA mitocondrial, as estimativas com NGS mostram atual auséncia de fluxo
génico e mais ainda, os nichos independentes sugerem a independéncia dos biomas e sugerem
a influéncia do clima na diversificacdo destas populagdes. Além disso, as estimativas de tempo
de ambas as abordagens sdo concordantes no Pleistoceno, e por mais que as areas estaveis nao
parecem ter influéncia na diversificagdo as mudangas climdticas, principalmente as associadas
a formagdo de corredores florestais podem ter atuado de forma efetiva na diversificagdo do
grupo. Neste sentido, considerando a independéncia dos biomas e a influéncia de tais
corredores na diversificagdo do Cerrado em pelo menos leste e oeste associado aos registros da
literatura, temos a intencdo de testar com diferentes espécies de aves se essa estrutura
populacional € recorrente em aves e identificar a causa de tal diferenciagdo se ¢ que ela ¢ um
padrio.

Alguns motivos ressaltam a importancia das conclusdes desta tese, como: (I) ser o
primeiro trabalho com uma espécie de ave que tenha distribui¢ao coincidente com a diagonal
de areas abertas; (II) conta com uma amostragem que abrange a distribui¢ao em quase toda sua
totalidade e ser uma abordagem que inclui tanto uma abordagem mais tradicional (DNA
mitocondrial), quanto uma abordagem mais recente (NGS); (III) os resultados e a discussao
trazem contribui¢des acerca dos processos envolvidos na diversificagdo de Lepidocolaptes
angustirostris (IV) € possivel testar se esses processos sdo recorrentes nas demais espécies

possibilitando a descri¢do dos padrdes de diversificagao nas areas abertas da América do Sul.
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Abstract

At least four mitogenome arrangements occur in Passeriformes and differences among them are derived from an initial
tandem duplication involving a segment containing the control region (CR), followed by loss or reduction of some parts
of this segment. However, it is still unclear how often duplication events have occurred in this bird order. In this study, the
mitogenomes from two species of Neotropical passerines (Sicalis olivascens and Lepidocolaptes angustirostris) with dif-
ferent gene arrangements were first determined. We also estimated how often duplication events occurred in Passeriformes
and if the two CR copies demonstrate a pattern of concerted evolution in Sylvioidea. One tissue sample for each species was
used to obtain the mitogenomes as a byproduct using next generation sequencing. The evolutionary history of mitogenome
rearrangements was reconstructed mapping these characters onto a mitogenome Bayesian phylogenetic tree of Passeriformes.
Finally, we performed a Bayesian analysis for both CRs from some Sylvioidea species in order to evaluate the evolutionary
process involving these two copies. Both mitogenomes described comprise 2 rRNAs, 22 tRNAs, 13 protein-codon genes
and the CR. However, S. olivascens has 16,768 bp showing the ancestral avian arrangement, while L. angustirostris has
16,973 bp and the remnant CR2 arrangement. Both species showed the expected gene order compared to their closest rela-
tives. The ancestral state reconstruction suggesting at least six independent duplication events followed by partial deletions
or loss of one copy in some lineages. Our results also provide evidence that both CRs in some Sylvioidea species seem to
be maintained in an apparently functional state, perhaps by concerted evolution, and that this mechanism may be important
for the evolution of the bird mitogenome.

Keywords Lepidocolaptes angustirostris - Sicalis olivascens - Mitochondrial genome - Anchored Phylogenomics

Introduction

When Desjardins and Moraes [1] described the first
complete mitochondrial genome of a bird, the domestic
chicken (Gallus gallus), they showed the existence of a
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then, hundreds of avian mitogenomes have been described
and seven new arrangements have been discovered (see
[2]). Differences among these arrangements are related
to the number of copies and arrangements comprising the
control region (CR), likely a result of CR and flanking
region tandem duplications followed by partially random
deletions or loss of one copy [3-5]. Although the mito-
chondrial DNA appears to be under selection for compact-
ness, leading to loss of function and elimination of addi-
tional gene copies [6], several studies have showed some
evidence for the maintenance of function in both CRs,
demonstrating a pattern of concerted evolution (e.g. [7]).
In these cases, stabilizing selection or gene conversions
have been evoked to explain the high degree of similarity
between the two CRs (e.g. [8]).

Based on evolutionary process, Gibb et al. [4] pro-
posed the following nomenclature for avian mitochondrial
gene orders: ancestral or standard avian [1], duplicate
tRNATP_CR (d_tThr-CR) [9], duplicate CR (d_CR) [7],
and remnant CR2 (r_CR2) [3]. In the ancestral avian gene
order, the gene arrangement comprises cytochrome b (Cytb)/
tRNATM/ARNAP/ND6/tRNACSY/CR/ARNAP, The segment
from the end of Cytb to CR is tandem duplicated in d_tThr-
CR. In d_CR and r_CR2, the first segment from tRNAP™ to
tRNAS! and the second segment from the end of Cytb to
tRNA™" are reduced or deleted. Additionally, in d_CR, both
CR (CR1 and CR2) are complete and putatively functional,
while in r_CR2, duplicated CR2 is degenerated. The last
avian gene order described (hereafter tPro-CR) differs from
the d_tThr-CR as tRNAT is not part of the duplicated seg-
ment or it is degenerated after duplication [10].

Although the standard avian gene arrangement has been
found in many species from several orders, the other derived
gene arrangements have been only found in some species/
genera of few orders. For instance, the d_tRNA™_CR have
found in Procellariiformes [4, 9] and Bucerotiformes [11],
d_CR in Psittaciformes [7] and Piciformes [4], r_CR2 in
Tinamiformes and Cuculiformes [3, 12, 13], and dd_tRNA™"
in Charadriiformes [14]. Other two gene order were exclu-
sively described for some Ardeidae species [2]. However,
according to Schirtzinger et al. [8], the study of the evolu-
tionary dynamics of avian mitogenome organization remains
an ongoing challenge for the field of molecular evolution.
Furthermore, only few orders were investigated in relation to
evolutionary history of mitogenome rearrangements based
on mapping these characters onto phylogenies (e.g. [7, 8]).

Particularly in Passeriformes, >200 mitogenomes have
been described, representing 47 of the 100 families of this
order. The increase in the number of mitogenomes described
results from the advent of next generation sequencing and
due to the application of this methodology in phylogenetic
studies on birds. As part of searching for a greater number of
loci to increase resolution of the evolutionary relationships
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in birds, many authors have described bird mitogenomes as
a byproduct of these studies (e.g. [15]).

At least four different mitogenome arrangements occur
in Passeriformes. The ancestral avian arrangement has been
found in the basal lineage of Passeriformes (Acanthisitta
chloris) [16] and in several supraorders, such as Melipha-
goidea, Corvoidea and Passeroidea (e.g. [17]). The other
three arrangements showed a more restricted taxonomic dis-
tribution and have been only found in all suboscine (d_CR
and r_CR2), in some Sylvioidea species (d_CR and r_CR2),
and in Notiomystis cincta and Turdus philomelos (tPro-CR)
(see [10]). While the presence of similar rearrangements
in suboscines and more derived lineages of oscines (e.g.
Sylvioidea) indicates independent origin of these rearrange-
ments, it is still unclear how often mitochondrial duplication
events have occurred more generally in Passeriformes and in
particular within Sylvioidea.

In this paper, we describe the complete mitochondrial
genome of two species of Neotropical passerines with dif-
ferent gene arrangements: the greenish yellow finch (Sicalis
olivascens, Thraupidae), which showed the ancestral avian
arrangement, and the narrow-billed woodcreeper (Lepido-
colaptes angustirostris, Dendrocolaptidae), which showed
the r_CR2 arrangement. In addition, we investigate the dis-
tribution of these arrangements on a mitogenome Bayesian
phylogenetic tree of Passeriformes to estimate how often
duplication events have occurred in this order and if the two
CR copies show a pattern of concerted evolution in some
Sylvioidea species.

Materials and methods

DNA extraction, library preparation, enrichment,
and sequencing

Total DNA was extracted from vouchered tissue samples
using DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen), following the
manufacturer’s protocol. One tissue sample for each species
was used in this work: S. olivascens sample (MACN1307,
Catamarca, Argentina) deposited in the Museo Argentino
de Ciencias Naturales and L. angustirostris sample (MPEG
68210; Sao Jodo dos Patos, Maranhdo, Brazil) deposited in
the Museu Paraense Emilio Goeldi. Mitogenome sequences
were obtained as a by-product of the anchored hybrid enrich-
ment approach described by Lemmon et al. [18] and Prum
et al. [19]. Illumina indexed genomic libraries were prepared
using a protocol modified (see details in [18]) from Meyer
and Kircher [20] in a Beckman—Coulter Biomek® FXP Lig-
uid-handling robot. A single pool containing 16 libraries
(more specimens of L. angustirostris were included for phy-
logeographic analysis) was then enriched for the target using
an Agilent Custom SureSelect kit (Agilent Technologies)
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containing a single pool of all probes described in Lemmon
et al. [18]. All procedures were performed by the Center
for Anchored Phylogenomics (http://www.anchoredphyloge
ny.com). The enriched library pool was then 250 bp paired-
end [llumina Hiseq 2000 sequenced on one PE150 Illumina
HiSeq2000 lane by the Translational Science Laboratory in
the College of Medicine at Florida State University.

Mitogenome assembly and annotation

Paired reads were merged following Rokyta et al. [21].
Reads failing to meet the probability criterion were kept sep-
arate but still used in the assembly. Merged and unmerged
reads were aligned to the reference mitogenomes using
GENEIOUS 4.7 [22]: for S. olivascens and L. angustirostris
was used the Thraupis episcopus (GenBank: KM(078765)
and Mionectes oleagineus (GenBank: NC024682) mitog-
enome as reference, respectively. Complete mitochondrial
genomes were annotated based on the automatic methods
of DOGMA [23] using default parameters and manually
adjusted based on comparisons to the respectively reference
mitogenomes using GENEIOUS.

Alignment and bayesian phylogenetic inference

For the phylogenetic study we used an ingroup of 68 taxa,
which included at least one representative of most families
of Passeriformes for which mitogenomes have previously
been described. We followed the taxonomic arrangement
described in the Handbook Birds of the World [24]. With
the exception of the two mitogenomes described here, the
mitogenome sequences were obtained from GenBank. One
Psittaciformes mitogenome (Nestor notabilis, GenBank:
AY325307) was chosen as outgroup because it is the sister
group of passerines based on previous molecular phylog-
enies (e.g. [19]). Sequences were aligned using MUSCLE
v3.6 [25] with default parameters on GENEIOUS.

For Bayesian phylogenetic inference of mitogenomes, we
used only the protein-coding genes. The one exception is the
ND6 gene which was excluded because it was included in
the region involved in the mitochondrial genome rearrange-
ment analysis. The total alignment consisted of 10,826 bp
obtained from 12 protein-codon genes. Three partitioning
schemes were considered: all genes, partitioned by gene
or partitioned by codon position. The optimal partitioning
scheme (partitioned by codon position) was selected by
PARTITIONFINDER v1.1.1 [26] under the Bayesian infor-
mation criterion. The general time-reversible model was
unlinked across partitions. Among-site rate variation was
modeled using a discrete gamma distribution with four cat-
egories and a proportion of invariant sites. The approxima-
tion of posterior tree distributions was obtained by Markov
Chain Monte Carlo MCMC) using MRBAYES v.3.2 [27].

Multiple four chain Metropolis-coupled analyses (with
default heating) were run 20,000,000 generations, sampling
every 2000 generations. Run convergence and parameter
posteriors were assessed using TRACER v1.5. The first
20% of the sampled trees were discarded as burn-in and the
remaining trees were used to construct a 50% majority-rule
consensus tree. The gene order arrangement was mapped on
Bayesian phylogenetic tree using MESQUITE v.3.04 [28],
considering four discrete categories: ancestral (0), duplicate
CR (1), remnant CR2 (2) and tPro-CR (3). We used the par-
simony criterion (Fitch) to reconstruct the ancestral state on
the Bayesian phylogenetic tree. Finally, we also performed
a Bayesian analysis for both CRs (CR1 and CR2) from some
Sylvioidea species in order to evaluate the evolutionary
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process involving the two CRs copies. The latter analysis
was performed using multiple four chain Metropolis-coupled
analyses (with default heating) with 20,000,000 generations,
sampling every 2000 generations using MRBAYES.

Results and discussion

A total of 47,255 reads were mapped to S. olivas-
cens (average coverage =732 reads) while 63,814
reads were mapped to L. angustirostris (average cover-
age = 644 reads). Genbank accessions are KY628988 and
KY628989, respectively.

Both mitogenomes described comprise 2 rRNAs, 22
tRNAs, 13 protein-codon genes and the CR (Fig. 1). How-
ever, S. olivascens showed the ancestral avian mitogenome
order (T/P/ND6/E/CR), while L. angustirostris showed
the r_CR2 arrangement (Fig. 1), as expected for dendro-
colaptids. In the latter, CR1 is found between tRNAT and

Suboscines
2]

m KY628989 Lepidocolaptes angustirostri

m NC007975 Cnemotriccus fuscatus
m KC545402 Petroica macrocephala
m JX901075 Petroica goodenovii

m JX901076 Petroica phoenicea

m JX901074 Petroica boodang

o0 KM374637 Tregellasia capito

0 KJ909197 Tregellasia leucops

o0 KM374635 Eopsaltria georgiana
0 JX901073 Eopsaltria australis

0 KM374661 Eopsaltria australis

o0 NC026293 Parus major

0 KJ909191 Hyliota flavigaster

0 KC463856 Remiz consobrinus

m NC020425 Alauda arvensis

m AM889139 Acrocephalus scirpaceus
m KC545398 Megalurus punctatus

0 NC024257 Pericrocotus ethologus
0 NC024865 Oedistoma iliolophum
m KC545401 Petroica australis

o0 NC024873 Malurus melanocephalus
0 NC020424 Oriolus chinensis

m KJ909192 Thamnophilus nigrocinereus
0 NC028333 Lanius cristatus

m NC007883 Menura novaehollandiae
0 JX901072 Epthianura albifrons
0 NC024869 Vireo olivaceus

o0 NC002069 Corvus frugilegus
El KC545400 Notiomystis cincta

10 NC027845 Nestor notabilis

m NC000879 Smithornis sharpei

m NC027067 Pitta nympha

m NC024682 Mionectes oleagineus
10 AY325307 Acanthisitta chloris

=

m GU475148 Pycnonotus sinensis
m KF742677 Phylloscopus inornatus

tRNAP™ and there is also an extra 76 bp non-coding region
(CR2) flanked by tRNAS™ and tRNAP,

Mitogenome phylogeny of Passeriformes

The bayesian reconstruction yielded a well-supported topol-
ogy with high support (posterior probabilities >0.98) in most
nodes (Fig. 2). Evolutionary relationships across the major-
ity of passerine taxa are consistent with those previously
described (e.g. [17]), sustaining a basal split between Tyranni
(suboscine) and Passeri (oscine). The Tyranni clade is com-
posed of two main lineages corresponding to Old (Smithornis
and Pirta) and New World (Lepidocolaptes, Cnemotriccus
and Mionectes) suboscines. The Lyrebird Menura is the sister
lineage of the other oscines, while Passeroidea (finch-like
birds) is the most recently derived lineage. However, in con-
trast, Acanthisittidae was not recovery as the basal lineage of
Passeriformes, but the clade support was low.

Oscines

O KM078765 Thraupis episcopus
o0 KM078778 Chlorophanes spiza

0 KY628988 Sicalis Olivascens

0 NC018813 Chrysomus cyanopus
0 NC025618 Cardinalis cardinalis

m NC027942 Zosterops erythropleurus
m KX831093 Napothera epilepidota

0 NC015232 Cyanoptila cyanomelana
@ KC545406 Turdus philomelos

O KR780064 Arremon aurantiirostris

m KT995474 Minla ignotincta
o0 KM078780 Hemignathus flavus

0 NC024866 Regulus calendula
0 NC024870 Sitta carolinensis

o0 NC020423 Sturnus nigricollis
0 KM015261 Turdus eunomus

0 NC028179 Turdus rufiventris
10 NC027241 Aethopyga gouldiae
o0 NC027284 Prunella montanella
o NC000880 Vidua chalybeata

0 NC028036 Lonchura punctulata
o0 NC025611 Passer domesticus
o0 NC027933 Motacilla cinerea

0 KM078769 Fringilla coelebs

m NC026068 Garrulax perspicillatus
ED NC022840 Campylorhynchus zonatus

m NC024539 Paradoxornis webbianus

m NC020599 Tachycineta cyaneoviridis
m NC010228 Sylvia atricapilla

m KF951089 Aegithalos glaucogularis
m KF951087 Aegithalos bonvaloti
m KF951086 Aegithalos fuliginosus

m KT783535 Yuhina diademata

Meliphagoidea

=

Fig.2 Ancestral state reconstruction of the avian mitochondrial gene
arrangements onto the Bayesian phylogenetic tree of Passeriformes.
Most nodes showed posterior probability distribution higher than 0.98
(values < 0.98 are indicate by black circles). Numbers before the spe-
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cies names are the GenBank accessions. Bicolor or tricolor branches
show that both gene arrangements are equally parsimonious as ances-
tral state
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Evolution of gene rearrangements in Passeriformes

Reconstruction of the ancestral state of gene rearrange-
ments revealed that the standard avian order is the ancestral
state in Passeriformes and the most frequent arrangement
in this order (Fig. 2). Furthermore, considering the most
commonly suggested model for gene rearrangement where
one duplication event is followed by the reduction or loss
of one copy (e.g. [4]), this analysis also showed at least
six independent duplication events: (I) in the basal diver-
sification of Suboscines; (II) in Menuridae lineage; (IIT)
in Notiomystidae lineage; (IV) in Petroica lineage; (V) in
T. philomelos lineage; and (VI) in the basal diversification
of Sylvioidea (Fig. 2). After duplication event, reduction
or loss of parts of one copy (yielding r_CR2 arrangement)
was observed to occur at least in four of these lineages,
but likely initiating independently in different families of
Sylvioidea. Although unlikely, there may have been a sin-
gle duplication event in the basal diversification of Pas-
seriformes followed by multiples independently reversals
to standard avian order. According to Gibb et al. [4], gene
duplications can be stable for long evolutionary periods
due to continued gene conversion which eventually may
revert to the original order.

In most Suboscines species studied and M. novaehollan-
diae, the CR2 was smaller than 301 bp in size (range from 76

1
I-NC020599_CR2

to 301, Fig. S1) and this small segment aligned fragmented-
way with different region of the suboscines’ CRs (data not
shown). This pattern is as expected for the derived arrange-
ment r_CR2, in which most parts of the segments involved
in the duplication are deleted or gradually degenerated [3];
only a small portion of the ancestral CR remains. The only
exception was observed in the CR2 of Pitta nympha, which
is the longest segment (1136 bp) and did not align with any
suboscines CR analyzed. In addition, the 3’ segment is com-
posed by around 25 bp tandemly repeated around 25 times.

In contrast, the CR2 observed in the derived arrange-
ments of the Sylvioidea clade showed signs of drastic reduc-
tion only in four (Alaudidae, Pycnonotidae, Phylloscopidae
and Timaliidae) of the eight families studied (Fig. 2 and
Fig. S1). In the other species of this clade, CR2 were either
a little longer, or similar in size, than the respective CR1.
In all these latter cases, the duplicated CR (CR2) showed
high similarity with their respective CRs (data not shown)
and contained many of the conserved primary sequence
motifs (e.g. F, D and C boxes, and CSB-1) that are typical
of functional CRs in birds [29] and other vertebrates [30].
Furthermore, the CR2 of these Sylvioidea species are more
closely related to paralogous segments (respective CRs) than
the orthologous ones (Fig. 3). Thus, our data supports the
hypothesis first raised by Singh et al. [5] that the duplica-
tion of the segment containing the CR occurred early on in

NC020599_CR1

Tachycineta cyaneoviridis

NC020425_CR1 Alauda arvensis

0.79

GU475148_CR1 Pycnonotus sinensis

-

NC010228_CR1
0.84 4[1
NC010228_CR2
NC027942_CR1
—F Zosterops erythropleurus
NC027942_CR2

NC024539_CR1 Paradoxornis webbianus

Sylvia atricapilla

|- NC026068_CR1

NC26293_CR Parus major

0.03

Garrulax perspicillatus

1
|— NC026068_CR2

Fig.3 Bayesian analysis of mitochondrial CRs (CR1) and duplicated CRs (CR2) of some Sylvioidea species. Posterior probabilities are given in

each node. Numbers before the names are the Genbank accessions

@ Springer



Molecular Biology Reports

Sylvioidea diversification and that both CRs of some Syl-
vioidea species may be maintained functional over evolu-
tionary time, either through stabilizing selection or through
occasional gene conversion as previously described in other
bird orders (e.g. [7]).

In conclusion, our results reinforce the idea of multiple
origins of some mitochondrial gene arrangements in Pas-
seriformes, with ancestral state reconstruction suggesting
at least six independent duplication events. Our results also
reinforce evidence that both CRs in some Sylvioidea species
seem to be maintained in an apparently functional state, per-
haps by concerted evolution, but the molecular mechanisms
involved should be further investigated.

Finally, our conclusions were based on almost exclusively
in published mitogenome, and in few cases in incomplete
genomes, such as A. chloris, and this may directly affect
our findings if different genetic orders are found in some of
these lineages.
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