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Resumo

A Floresta Atlantica possui grande heterogeneidade de ambientes e estima-se que hoje
estd reduzida a 11% a 16 % de sua area original. Além disso, abriga alto grau de
endemismo, sendo considerada como um dos 5 hotspots mundiais de biodiversidade.
Para investigar o0s processos historicos que podem ter sido responsaveis pela
distribuicdo geogréafica da diversidade de linhagens genéticas de espécies desse dominio
realisamos na presente Tese um estudo filogeogréfico de trés espécies de passeriformes
endémicos da Floresta Atlantica, Myiothlypis leucoblephara, Myrmoderus loricatus e
squamosus. Para acessar a estrutura genética e realizar analises demogréficas das
espécies foram produzidos dados de milhares de locos, por meio da técnica de
Genotyping by Sequencing, de um total de 151 individuos de 83 localidades no Brasil,
Uruguai e Argentina. A presente Tese inclui dois capitulos. No capitulo 1 a analise de
~8.700 SNPs de 86 individuos de Myiothlypis leucoblephara indicou a presenca de dois
grupos genéticos distribuidos em gradientes norte/sul e leste/oeste com claro padréo de
isolamento por distancia. Ainda, também detectamos expanséo populacional no dltimo
maximo glacial (~20 mil anos atras). No capitulo 2 realizamos um estudo filogeografico
das espécies irmas Myrmoderus loricatus (35 individuos) e M. squamosus (30
individuos) utilizando em torno de ~15.500 SNPs. Diversas andlises indicaram padrao
de isolamento por distancia para ambas espécies e a estimativa de data de separacdo
dessas espécies poderia estar associada a alta atividade tectonica do Vale do Paraiba do
Sul. Os dados apresentados na presente Tese permitiram testar algumas hipéteses de
diversificacdo para a Floresta Atlantica e inferir como os processos demograficos atuam
moldando a distribuicdo das linhagens. Além disso, nossos resultados reforcam a
importancia do uso de grandes quantidades de marcadores para caracterizar populagdes

e inferir como os eventos demogréaficos aconteceram ao longo da evolucdo das espécies.



Abstract

The Atlantic Forest has a high heterogeneity of types of habitats and today it is reduced
to 11% to 16% of its original area. In addition, it harbors an elevated degree of
endemism and is considered as one of the top five global biodiversity hotspots. In order
to investigate the historical processes that may be responsible for the geographic
distribution of genetic lineages, we performed a phylogeographic study of three Atlantic
Forest endemic passerine species, Myiothlypis leucoblephara, Myrmoderus loricatus
and M. squamosus. Data from thousands of loci were produced using Genotyping by
Sequencing to access the genetic structure and perform demographic analyzes of a total
of 151 individuals from 83 locations in Brazil, Uruguay and Argentina. This Ph.D.
Dissertation includes two chapters. In chapter 1 we analyzed ~8,700 SNPs from 86
individuals of Myiothlypis leucoblephara. The results indicated the presence of two
genetic clusters distributed in north/south and east/west gradients with clear isolation by
distance pattern. In addition, we also detected population expansion in Last Glacial
Maximum (~20 thousand years ago). In chapter 2 we performed a phylogeographic
study of the sister species Myrmoderus loricatus (35 individuals) and M. squamosus (30
individuals) based on ~15,500 SNPs. Different analyses indicated the presence of
isolation by distance for both species and the estimated date of split of these species
could be associated with high tectonic activity of Paraiba do Sul Valley. The data
presented in this Ph.D. Dissertation allowed us to test some hypotheses of
diversification for the Atlantic Forest and to infer how demographic processes act in
shaping the distribution of lineages. Moreover, our results reinforce the importance of
using large amounts of markers to characterize populations and infer how demographic

events happened along the evolution of species.



Introducéo

Floresta Atlantica

A Floresta Atlantica (FA) é uma das maiores florestas Umidas das Américas,
originalmente cobrindo cerca de 150 milhdes de hectares distribuidos ao longo de uma
faixa no leste da América do Sul. A FA foi uma formacdo florestal praticamente
continua ao longo de grande parte da regido litoranea do Brasil, tendo como limite norte
0 estado do Ceara e o limite sul o estado do Rio Grande do Sul. Limitando sua
distribuicdo a leste encontra-se a costa Atlantica e a oeste, parte do Estado do Mato
Grosso do Sul e o leste do Paraguai, além de Misiones na Argentina (GALINDO-
LEAL; CAMARA, 2003).

A acdo antrépica é responsavel ha séculos pela devastacdo de mais de 92% da
mata nativa a partir do inicio da colonizacdo europeia (DEAN, 1996). Nesse processo
de ocupacéo, a FA experimentou desmatamento e exploracdo desordenada dos recursos
naturais. Como resultado houve grave fragmentacdo do habitat e hoje existem apenas
manchas disjuntas da floresta em locais que desfavorecem a instalacdo humana,
principalmente em topografia mais acidentada que dificulta a mobilidade, impede
atividade agricola e acesso facil ao escoamento de producdo (PINTO et al. 2006). A
maior parte da FA remanescente se encontra em pequenos fragmentos, menores que 100
hectares (RANTA et al. 1998) isolados uns dos outros e compostos por floresta de
vegetacdo secundaria em estagios médios de sucessdo (METZGER, 2000; METZGER
et al. 2009). Boa parte dos remanescentes de FA mais expressivos e extensos estdo
situados no estado de S&o Paulo, no Parque Estadual da Serra do Mar (LEITAO FILHO
1994), o qual possui 332 mil hectares que abrangem parte de 24 municipios. Devido a
sua vasta extensdo e a sua localizacéo, ele constitui um verdadeiro corredor ecologico,
interligando os mais significativos remanescentes de FA do pais (INSTITUTO
FLORESTAL 2006).

Essa degradacdo do habitat pode, por exemplo, levar a extin¢do de populagoes
pela perda de habitat ou pela perda de variabilidade genética devido ao isolamento e a
perda de habitat. A resposta das espécies a perda de habitat pode variar amplamente e é
um assunto complexo que exige estudos, e ainda ndo € possivel mensurar os efeitos
genético, ecoldgico e estrutural ao longo do tempo que a degradacdo do ambiente vai
causar (METZGER et al. 2009). A presenca de um mosaico de manchas de habitat (ao

invés de uma paisagem continua) pode refletir fortemente na dindmica populacional de
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migracdo, fluxo génico e deriva genética que podem alterar a distribuicdo da
composi¢do alélica da espécie. Essa composicdo alélica é importante para que as
populacbes se adaptem as transformagdes ambientais, assim, em muitos casos a
diminuicdo da variabilidade genética (ex. por perda de alelos) leva ao declinio da
populacdo (AVISE 2000, PRIMACK; RODRIGUES, 2001).

Dentro desse contexto de perda de habitat, Myers (1988) cunhou o termo
“hotspots” que se refere a areas prioritarias para a conservacdo da biodiversidade por
possuirem concentracdo excepcional de espécies com alto grau de endemismo alem de
terem experimentado degradacao e perda de habitat. Para qualificar essas areas, 0s dois
pardmetros adotados pelo autor foram: conter no minimo 0,5% de espécies de plantas
globalmente endémicas e que tenha perdido 70% ou mais de sua vegetagdo original.
Assim, nesse estudo o autor classifica a costa Atlantica brasileira juntamente com
Madagascar e o oeste do Equador como os “hotspots” mais importantes do planeta. A
regido costeira brasileira, onde a FA ocorre, é fortemente caracterizada pela
industrializacdo em larga escala, com alto grau de urbanizagdo, sendo responsavel por
gerar em torno de 70% do PIB nacional (CI-BRASIL et al. 2000). A alta densidade
humana define diretamente a grande importancia do litoral para o pais uma vez que
abriga mais da metade da populagdo (FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2008;
CI-BRASIL et al. 2000). A FA originalmente possuia uma extensdo de 1.227,600 kmz,
restando no inicio do século XXI em torno de 11.4% a 16% da vegetacdo original
(RIBEIRO et al. 2009; GALINDO LEAL; CAMARA, 2003). Apesar de ter restado
menos de 17% da cobertura vegetal, os dados sdo ainda mais preocupantes, pois apenas
35.9% dos remanescentes florestais estdo sob protecdo (MYERS et al. 2000) e mesmo
nessas areas a conservacdo das espécies ndo esta garantida. Conforme Pinto et al.
(2006), as unidades de conservacdo de protegdo integral sdo 684 e abrangem menos de
2% da extensdo do dominio. Infelizmente regifes biogeogréaficas distintas que ocorrem
dentro da FA ndo estdo igualmente representadas nessas areas protegidas. Assim, esse
sistema de unidades de conservacdo ndo abrange toda a biodiversidade desse dominio.

A biota da floresta é composta tanto por espécie mais antigas (Pré-Plioceno,
entre 5 e milhdo de anos atras) quanto novas (Plioceno, entre 1 milhdo 11,5 mil anos
atras; SILVA; CASTELETI, 2003). Analisando a composicao da biodiversidade da FA,
estima-se que esses complexos ecossistemas contenham 2,7% das plantas e 2,1% dos
vertebrados endémicos conhecidos mundialmente. Cerca de 620 espécies de aves
habitam a FA sendo 181 endémicas (STOTZ et al. 1996). Esses nimeros somados aos
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dos mamiferos, anfibios e répteis resultam em cerca de 1.361 espécies, sendo 567
endémicas (MYERS et al. 2000). De acordo Brooks et al. (2002), mais de 50% das
plantas e 57% dos vertebrados globalmente ameagados de extin¢do, segundo 0s critérios
da Unido Mundial para a Natureza (IUCN), encontram-se nos ‘“hostpots”. Para os
vertebrados terrestres da FA, cerca de 8,5% das espécies e aproximadamente uma em
cada quatro das espécies endémicas estdo ameacadas de extincdo (PAGLIA 2005).
Dado esse elevado grau de endemismo e também a forte fragmentacgdo florestal, a FA
abriga mais de 60% espécies presentes na lista oficial da fauna brasileira ameacada de
extincdo (TABARELLI et al. 2003; PAGLIA 2005).

Esse alto indice de biodiversidade pode estar associado a heterogeneidade de
habitats presentes na FA. Essa caracteristica parece estar associada a grande amplitude
de latitude e longitude (1° a 30° e 35° a 60°, respectivamente), estendendo-se por regides
tropicais e subtropicais, bem como variacdo de altitude (nivel do mar até 2.900 m) e
grande amplitude de temperatura (4°C a 32°C). Essa combinacéo de fatores proporciona
uma grande variedade de macro e micro-habitats ao longo do dominio (GALINDO
LEAL; CAMARA, 2003; SILVA; CASTELETI, 2003). Hoje essa biodiversidade esta
contida em diversos tipos de formacdes florestais. As consideradas como latu sensu séo:
Floresta Ombréfila Densa e Mista (ou Floresta de Araucaria); Floresta Estacional
Semidecidual e Decidual; e ecossistemas associados, que sdao 0s campos sulinos e as
areas com influéncia flivio-marinha, compreendidas pelos manguezais e restingas. A
FA stricto sensu (ou Floresta Pluvial Atlantica) das regiGes sudeste e sul, € composta
por trés formacdes florestais distintas: Florestas de Planicie Litoranea, Florestas de
Encostas e Florestas de Altitude (JOLY et al. 1999; RIZINNI 1997; OLIVEIRA
FILHO; FONTES, 2000).

Diversas hipoteses tém sido levantadas visando explicar a origem da diversidade
em florestas subtropicais e tropicais. Dentre elas esta a hipotese dos museus que associa
a maior concentracdo de endemismo (e maior taxa de diversificagdo) em areas de
elevadas altitudes (onde condi¢Ges ambientais seriam mais resilientes as mudancas
climéticas) do que em regifes de baixa altitude e com oscilagdes climaticas maiores
(FJELDSAA et al. 1997; FJELDSAA; LOVETT, 1997). Outra hip6tese proposta é a de
que os rios podem ter atuado como barreiras para o fluxo génico podendo resultar em
especiacdo por isolamento (WALLACE 1852). De maneira similar, eventos tectdnicos
podem ter alterado a paisagem de forma a criar barreiras como, por exemplo, levando a
especiacdo também por isolamento (SILVA; STRAUBE, 1996). A hipdtese dos
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gradientes de habitat ou de diversificacdo parapatrica por selecdo postula que a selecdo
sobre caracteres relacionados a aptidao bioldgica pode, ao longo do tempo, resultar em
isolamento reprodutivo entre grupos de individuos de ambientes distintos resultando no
surgimento de diferentes espécies adaptadas a diferentes condi¢cdes ambientais (SMITH
et al. 1997). Outra hipdtese é a dos refagios florestais que se baseia em dados
paleoclimaticos que indicam que no Pleistoceno o planeta passou por ciclos de avango e
recuo de geleiras continentais devido a mudancas globais de temperatura e umidade
(SANT’ANNA NETO; NERY, 2005). Essa hipoOtese sugere que algumas florestas
Umidas podem ter se retraido até tornarem-se remanescentes isolados (também
chamados de paleorefdgios), circundados por vegetacdo aberta durante os periodos de
maximo glacial (uma vez que nesses periodos o clima era seco e frio) e expandiam-se
durante os periodos mais quentes e Umidos (periodos interglaciais). Como
consequéncia, a distribuicdo de espécies dependentes de florestas Umidas possivelmente
acompanhou os ciclos de expanséo e retracdo das florestas. Se o tempo de isolamento
dos organismos nesses remanescentes foi suficiente para promover diferenciacéo,
mesmo com contato posterior devido a expansdo florestal, essas linhagens poderiam
permanecer sem fluxo génico (HAFFER 1969; VANZOLINI; WILLIAMS, 1970).

O entendimento dos processos evolutivos que geraram a biodiversidade é
importante para a sua conservagao. Esse conhecimento permite identificar linhagens que
podem ocorrer em areas sob maior risco de impacto (MORITZ et al. 2000). Dentro
desse panorama temos um importante desafio, uma vez que varias espécies de aves da
FA estdo na lista de espécies com maior risco de extin¢do dentre as aves neotropicais
(STOTZ et al. 1996). Ainda, ha a previsdo de que diversas espécies desse dominio
devem estar extintas em um curto periodo de tempo (BROOKS; BALMFORD, 1996).
Estima-se que devido as mudancas climaticas 600 a 900 espécies de aves sejam extintas
até o ano de 2100, a maioria (89%) em ambientes tropicais (SEKERCIOGLU et al.
2012). Junto com a cobertura da vegetacdo original, parte do conhecimento que foi
perdido € irrecuperavel. Assim, diversos padrGes e processos da histdria evolutiva
envolvendo as comunidades estardo para sempre extintos sem que pudéssemos sequer

ter a chance de compreendé-los.

Filogeografia
A filogeografia é um campo de estudo relacionado aos principios e processos

que regem as distribuicbes geogréficas das linhagens genealdgicas, especialmente
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aquelas dentro e entre espécies estreitamente relacionadas. Como o termo indica,
filogeografia inclui a distribuicdo espacial das linhagens genéticas (AVISE 2000),
portanto ela visa reconstruir a filogenia baseada em dados genéticos de forma
geograficamente contextualizada, permitindo testar hipoOteses sobre a relacdo causal
entre fendmenos geograficos, a distribuicdo das espécies, e 0s mecanismos que levam a
diversificagdo (AVISE 2000). Dentro desse contexto, a filogeografia é uma disciplina
que disponibiliza informacdes historicas para o entendimento de padrbes de fluxo
génico, colonizacdo, expansdo e efeito da distribuicdo atual da variacdo genética (por
exemplo adaptacdo local) ao longo de toda a distribuicdo de uma espécie (AVISE
2000). Uma vez que a filogeografia procura entender as forgas microevolutivas que
geraram esse padrdo de diversidade intra-especifica atual, uma das vertentes de
investigacdo mais utilizadas é a identificacdo, se houver, de barreiras ao fluxo génico
dentro das espécies (AVISE et al. 1987). O surgimento dessa disciplina promoveu
importantes avangos em diversas areas, como por exemplo, biologia da conservacdo. A
andlise dos niveis de diversidade genética e a caracterizacdo da distribuicdo geografica
desta variabilidade dentro de uma espécie sdo importantes para identificar e priorizar
areas nas quais programas de manejo e conservacdo devem ser elaborados (MORITZ;
FAITH 1998). Dessa forma, as analises de padrBes filogeograficos atuam de forma
estreitamente direta na verificacdo de estruturagdo genética e por consequéncia na
interpretacdo dos fatores que levaram ao surgimento da diversidade genética observada
(MORITZ et al. 2000).

A abordagem filogeogréafica foi originalmente desenvolvida utilizando
marcadores mitocondriais (AVISE et al. 1987). Ou seja, com 0 mapeamento da
distribuicdo de grupos de haplotipos de mtDNA de uma espécie ou complexo de
espécies para inferir a historia das populacdes (PUORTO et al. 2001). Com esses dados
tambeém se estima a variabilidade genética e se caracteriza a estrutura populacional
(WILSON 1985). O DNA mitocondrial apresenta algumas caracteristicas que facilitam
sua utilizacdo e o tornam ndo apenas uma ferramenta apropriada para estudos genéticos,
como também uma importante ponte de ligacdo entre a genética de populacdes e a
filogenia (AVISE et al. 1987). Dentre dessas caracteristicas estdo a heranca materna,
variabilidade intra-especifica relativamente alta sendo sua taxa de evolugdo maior do
que a de segmentos do DNA nuclear de copia Unica e presenca de multiplas copias por
celula (AVISE 2000).



Com os avancos tecnoldgicos nos processos de sequenciamento e 0 crescente
desenvolvimento de andlises bioinforméaticas mais complexas, o processamento dos
dados moleculares ganhou nova dimenséo com a possibilidade de realizar estudos sub-
genémicos. Segundo Hickerson et al. (2010), a tendéncia das abordagens
filogeograficas é chegar ao estudo gendmico de multi-tAxons com modelos
coalescentes, testando sinal de selecdo natural, com modelagem de nicho ecoldgico e
estudos de especiagdo ecoldgica. Esta ambiciosa sintese devera permitir sugerir relagdes
causais entre geografia, alteracGes climaticas, interacGes ecoldgicas e composicdo
genética das populacdes.

As recentes tecnologias que envolvem o sequenciamento de nova geracéo (NGS)
séo ferramentas poderosas para investigar as forcas evolutivas que moldam os genomas.
Muitas estatisticas sumarias usadas em estudos de demografia, selecdo natural, e
estrutura populacional sdo derivadas de estimativas de variacdo nucleotidica entre
maltiplos individuos (NIELSEN 2005). O nimero de sitios segregantes e as frequéncias
alélicas nesses locais estdo entre as caracteristicas mais importantes dos dados de uma
perspectiva evolutiva, e sdo a base de testes de neutralidade comumente utilizados (FU;
LI, 1993). Dentro do atual panorama, as demandas sdo crescentes para que 0s dados
gerados tenham importante papel nas estratégias de conservacdo, as quais, segundo
Moritz (2002), deveriam levar em conta os padrdes de distribuicdo da diversidade
genética e também os processos evolutivos envolvidos na origem de tais padroes.
Portanto avaliar os dados de forma multidisciplinar, buscando tecnologias mais
informativas e abrangentes, leva a um acréscimo fundamental para 0 nosso
conhecimento dos processos histdricos biogeograficos, consequentemente a

aproximacdo das respostas para eventos que geraram diversificacéo.

Sequenciamento de nova geracgao - NGS

A atual era genébmica conta com varias tecnologias implementadas no mercado
(ex. 454/Roche, Illumina, ABI SOLID, lon Torrent, PacBio), cada uma das quais possui
seu préprio conjunto de caracteristicas (MARDIS 2017). As primeiras plataformas de
NGS surgiram em 2005 e um desses instrumentos foi 0 454 FLX (Roche) que usa o
método de pirosequenciamento. Esse método depende da deteccdo de pirofosfato
liberado durante a incorporacao do nucleotideo e essa amplificagéo € realizada em uma
solucgéo oleosa emulsificada, denominada PCR em emulsdo (BERKA et al. 2010). Outra

plataforma foi a HiSeq System (Illumina), a qual realiza o sequenciamento por sintese
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(SBS; MARDIS 2017). As bibliotecas de SBS sao amplificadas in situ em um suporte
solido banhado por fluidos com reagentes para a sintese e deteccdo da reacdo de
sequenciamento. A plataforma de sequenciamento da Illumina se destacou entre as
concorrentes, sendo atualmente a mais utilizada (HEAD et al. 2014). A plataforma lon
Torrent (Life Technologies) possui uma abordagem de sequenciamento de DNA
diferenciada, visto que a identificacdo das bases se baseia na alteracdo de pH quando os
nucleotideos sdo incorporados na cadeia nova e ndo pelo uso de ddNTPs ou reacGes
luminosas, como era o caso das tecnologias utilizadas até entdo (MARDIS 2017). O
método empregado para o sequenciamento na plataforma SOLID (Applied Biosystems)
faz uso de fragmentos de DNA ligados a esferas (beads), quando a base € incorporada
na cadeia sendo sintetizada ha emissdo de um sinal luminoso do fluoréforo acoplado a
base correspondente e esse sinal é capturado pelo sistema Optico do sequenciador
(MARDIS 2017).

Essas tecnologias tem em comum a capacidade de gerar rapidamente enormes
quantidades de dados de sequéncias de forma relativamente econdmica. Assim, um
grande namero de marcadores genéticos é analisado, o que por sua vez, auxilia na busca
da base genética de variagbes fenotipicas ecoldgicas importantes. Muitas questdes
relevantes podem ser respondidas com dados de sequéncias em grande quantidade
(GLENN 2011). Por exemplo, a comparacdo do nivel de variabilidade genética em
regides associadas a genes e em regifes intergénicas pode permitir inferir sobre a acao
da selecdo natural nas populacdes. Em se tratando de estudos de ecologia molecular,
houve avancos importantes. Enquanto habitualmente estudos baseados em espécies-
modelo eram predominantes, com esses avangos 0s pesquisadores puderam estudar
populacdes naturais de organismos e abordar questdes ecoldgicas e evolutivas em uma
escala de precisdo impensavel anteriormente, especialmente pelo crescente nimero de
especies com genomas sequenciados, viabilizando cada vez mais utilizar essa
abordagem em espécies ndo-modelo. Nesse contexto, um grande nimero de espécies
com relevancia ecoldgica e conservacionista pode se beneficiar da era genémica
(KOHN et al. 2006; EKBLOM; GALINDO, 2011).

Uma metodologia de reducdo da por¢do do genoma a ser sequenciada muito
utilizada atualmente é o genotyping-by-sequencing (GBS; ELSHIRE et al. 2011). Esse
método é muito similar ao Restriction-site associated DNA sequencing (RAD-seq;
DAVEY, BLAXTER, 2010). Ambas envolvem uma etapa inicial de reducdo de
complexidade do genoma alvo (descrita a seguir), mas para a preparacdo da biblioteca
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de GBS os fragmentos gerados ndo sdo selecionados pelo tamanho e seu custo €
comparativamente menor (ELSHIRE et al. 2011). Assim, o DNA total € digerido com
uma ou mais enzimas de restricdo gerando vérios fragmentos que sdo ligados a
adaptadores em ambas as extremidades. Esses adaptadores servem, entdo, como
iniciadores em uma reacdo de PCR para aumentar a quantidade desses segmentos
(BAIRD et al. 2008). Em seguida essa biblioteca é sequenciada por NGS. Com isso
milhares de marcadores em todo o genoma sdo sequenciados (DAVEY; BLAXTER,
2010). A introducéo recente de instrumentos capazes de produzir milhdes de leituras de
sequéncia de DNA em uma Unica corrida esta mudando rapidamente a paisagem da
genética, fornecendo a capacidade de responder perguntas complexas e
interdisciplinares com inimaginavel rapidez (MARDIS 2017).

As espécies-modelo
Myiothlypis leucoblephara

A espéecie Myiothlypis leucoblephara (Vieillot 1817), também conhecida como
pula-pula-assobiador, pertence a familia Parulidae Wetmore, Friedmann, Lincoln,
Miller, Peters, van Rossem, Van Tyne & Zimmer 1947, é endémico da FA. Ocorre no
Paraguai, Argentina, Uruguai e no sul e sudeste do Brasil. Habita preferencialmente o
interior de matas Umidas e sombreadas em regides de serra, locomovendo-se por meio
de pulos no solo ou pouco acima dele, na parte baixa da vegetacdo (SICK 1997). Seu
tarso avantajado lhe permite utilizar a técnica de forrageio “glean”, que se baseia
predominante na escolha de alimento no solo ou préximo dele, sem uso de movimento
acrobatico (FITZPATRICK, 1985; REMSEN JR; ROBINSON, 1990). Sua dieta é
basicamente insetivora, com predominancia de coleopteros e himendpteros, e também
aracnideos (CHATELLENAZ 2008). Possui cauda longa e larga, suas asas sdo verde-
escuro e possui o pileo acinzentado, apresenta circulo em torno do olho e sobrancelha
estreita brancos, mede 14,5 cm e possui coberteiras inferiores da cauda amareladas
(SICK 1997).

A familia Parulidae apresenta em torno de 22 espécies e dentre estas, pelo menos
7 espécies que ocorrem na FA (LIMA 2013). Estudos filogenéticos moleculares
recentes tém revelado que muitas dessas familias tradicionais dentro dos passeriformes,
ndo sdo agrupamentos monofiléticos, levando a uma série de revisdes para as atuais
classificagfes (KLICKA et al. 2007). Lovette et al. (2010), em um estudo com 110

tdxons, sugerem diversas modificacbes dentro da familia, subdividindo-a em 14
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géneros. Segundo os resultados das analises filogenéticas moleculares, a polifilia deste
género ficou evidente, sendo sugerida a utilizacdo do género Myiothlypis Cabanis, 1850
para 16 taxons que pertenciam anteriormente ao género Basileuterus. Entre as espécies
que sofreram essa revisdo esta Myiothlypis leucoblephara, alteracéo incluida na lista de
espéecies de aves do Brasil de 01/01/2014 pelo Comité Brasileiro de Registros
Ornitol6gicos(CBRO, 2015)

Batalha Filho et al. (2012), em um estudo com Myiothlypis leucoblephara
baseado em marcadores nucleares e mitocondriais, abordaram algumas questfes, dentre
elas, se a estruturacdo genética atual da espécie concordava com os padrdes observados
para outros organismos da FA e como o Gltimo méaximo glacial afetou o tamanho
populacional efetivo dessa espécie. A abordagem utilizada baseada em modelos
demogréaficos permitiu inferir a historia evolutiva de M. leucoblephara e a dindmica de
diversificacdo dentro da FA. No entanto, o trabalho revelou o primeiro exemplo de um
organismo desse dominio sem uma forte estruturacdo genética populacional e cujo
tamanho da populagdo ndo se alterou durante o Gltimo maximo glacial. A controvérsia
dos resultados pode estar relacionada a falta de marcadores, e como principal
consequéncia disso, ocorreria a limitacdo e o enfraquecimento das inferéncias

realizadas, evidenciando um possivel viés na analise.

Myrmoderus loricatus e Myrmoderus squamosus

As espécies Myrmoderus loricatus (Lichtenstein, 1823) e Myrmoderus
squamosus (Pelzeln, 1868) (comumente chamados de formigueiro-assobiador e papa-
formiga-de-grota, respectivamente) pertencem a Familia Thamnophilidae Swainson,
1824. Essa familia faz parte da ordem Passeriformes e possui um elevado nimero de
espécies no Brasil, em torno de 238 (CBRO, 2015). Seus representantes sdo
majoritariamente insetivoros e estdo praticamente restritos a florestas de altitude mais
baixas da regido neotropical, habitando dos Andes até o sul do Brasil (ZIMMER,;
ISLER, 2003). O género Myrmeciza, considerado um dos mais diversos dentro da
familia, foi alvo de uma revisdo taxondmica por apresentar uma série de incertezas e
controversa classificacdo das espécies (ISLER et al. 2013). Devido a classificagdes
genéricas e divergéncias entre autores, a composicdo do género vinha sendo modificada
ao longo do tempo (Zimmer 1932; Peters 1951) e a polifilia do género foi confirmada
por estudos moleculares (eg. IRESTEDT et al. 2004; BRUMFIELD et al. 2007). Assim,

Isler et al. (2013), baseados em caracteristicas morfologicas, comportamentais,
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ecologicas e filogenéticas, sugeriram a realocacdo de M. loricatus e M. squamosus do
género Myrmeciza para o atualmente reconhecido género Myrmoderus, o que foi aceito
na lista de aves do Brasil de 01/01/2014 do Comité Brasileiro de Registros
Ornitologicos (CBRO, 2015).

As duas especies alvo do presente projeto sao consideradas irmas e, juntamente
com M. ferruginea e M. ruficauda, formam um clado monofilético bem suportado. No
entanto, diferentemente de Sibley e Monroe (1990), Sick (1997) descreve M. squamosus
como subespécie de M. loricatus, considerando aspectos como plumagem muito
semelhante, bem como seus habitos e sons. Possuem distribuicdo parapatrica, com areas
sobrepostas na regido central da FA, da qual sdo endémicas, habitando tanto areas de
varzea até florestas Umidas, do nivel do mar até 1000 m ou superior (RIDGELY;
TUDOR, 2009).

Raposo do Amaral et al. (2013), em um estudo de filogeografia multilocos,
detectaram pouco ou nenhum fluxo génico entre as espécies em questdo, justificado
pelo desenvolvimento de barreiras reprodutivas ou exclusao competitiva. Além disso, 0s
resultados apresentados pelos autores ressaltaram a importancia de utilizar diversos
marcadores independentes visando obter resultados mais robustos. O efeito de
amostragem inadequada pode, dentre outras consequéncias, comprometer as estimativas
de tempo de divergéncia e a reconstrucao da historia demografica das espécies, uma vez
que a histéria de um ou poucos genes por vezes ndo representa a divergéncia dentro da
espécie (EDWARDS; BEERLI, 2000).

Capitulos da tese

A presente Tese apresenta dois capitulos que descrevem estudos filogeograficos
usando dados de milhares de SNPs de Myiothlypis leucoblephara (Capitulol) e dos
taxons irmdos Myrmoderus squamosus e Myrmoderus loricatus (Capitulo 2). Ambos
estudos visaram contribuir com aporte teorico no entendimento da Biogeografia da
Floresta Atlantica e na historia evolutiva das espécies em questdo. Pretendemos
submeter os manuscritos as revistas: Molecular Phylogenetics and Evolution e

Molecular Ecology, respectivamente.
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Na presente tese descrevemos padrdes de diversificacdo de trés espécies de aves
endémicas da Floresta Atlantica (FA), Myiothlypis leucoblephara, Myrmoderus
loricatus e Myrmoderus squamosus, e inferimos potenciais processos historicos que
moldaram a diversidade genética desses organismos. Para aumentar nossa compreensao
da dindmica historica da FA e contribuir com o entendimento da biodiversidade da
regido Neotropical, foi essencial a testar modelos de diversificagdo e hipoteses
relacionadas a esses modelos. As analises indicaram que a hipoGtese dos reflgios
florestais parece ter sido importante na diversificacdo das espécies estudadas e isto
corrobora outros estudos com organismos da FA (e.g. CABANNE et al. 2007,
MARTINS et al. 2008, THOME et al. 2010). Como exemplo da influéncia das
variagfes climaticas detectada nas espécies de estudo, podemos citar: 1) sinal de
expansdo demografica em M. leucoblephara no periodo correspondente ao Ultimo
méaximo glacial, resultado associado a instabilidade no sul da FA; 2) variacdo da
diversidade genética ao longo da FA em Myrmoderus spp. com a maior diversidade
genética associada a areas mais estaveis, ao norte da FA em M. loricatus. Além da
hiptese dos refugios, pudemos inferir que as atividades tectbnicas ocorridas no
Quaternario, como a formacdo do Vale do Paraiba do Sul, possivelmente atuaram na
diversificacdo das espécies irméds do género Myrmoderus. Nesse contexto, o presente
estudo revela um cenario complexo no qual os padrdes de biodiversidade na FA
resultaram de interacGes entre eventos geoldgicos antigos que moldaram a distribuicao
de linhagens e eventos climaticos mais recentes, que impulsionaram processos
evolutivos. Além desses eventos que possivelmente atuaram na diversidade genética
desses taxons, salientamos que atributos ecoldgicos intrinsecos, como dependéncia
florestal, territorialismo e flexibilidade de habitat, conferem caracteristicas Unicas as
espécies. Compreender a interagdo desses fatores ao longo do tempo e suas
consequéncias na diversificacdo dos organismos € um grande desafio. Sugerimos que
novas investigacbes multidisciplinares, como a associacdo entre dados genémicos e
ambientais, incluindo modelagem de nicho ecolégico, podem proporcionar uma melhor
compreensdo de como a distribuicdo da diversidade genética observada se moldou.

Observamos para as trés espécies, fluxo génico em curtas distancias suficiente para
impedir a diferenciagdo genética local. Esse resultado ndo havia sido detectado em
estudos prévios baseados em poucos marcadores. Assim, possivelmente a deteccédo de
isolamento por distancia parece ser consequéncia do aumento substancial no nimero de

marcadores. Isso reforca a importancia da andlise de grandes quantidades de dados
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cujos resultados permitem identificar melhor mecanismos de dispersdo e padrdes de
conectividade entre individuos, além de serem excelentes ferramentas para inferir como
a heterogeneidade ecoldgica e ambiental molda a distribui¢do da variagdo genética na
natureza (WANG; BRADBURD 2014).

Estudos filogeograficos tém amostrado progressivo uso de maior quantidade de
locos, em parte motivado por trabalhos tedricos que mostraram que as estimativas dos
principais pardmetros demograficos melhoram & medida que o numero de locos
aumenta (GARRICK et al. 2015). Isso aumenta a resolucdo e a precisdo das
investigacbes demogréaficas historicas e essa estratégia esta apenas comecando a ser
aplicada aos organismos da FA. Assim, nosso trabalho é um dos primeiros estudos
aplicando metodologia de sequenciamento de nova geracdo utilizando aves desse
dominio como modelo, e podemos concluir que esta de acordo com outros estudos que
mostram que reandlises da historia demografica de organismos usando mais marcadores

genéticos resultam em resultados mais robustos (MCCORMACK et al. 2012).
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