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Introdução 

A observação de fenômenos recorrentes na natureza pode levar ao reconhecimento de padrões 

que permitem o levantamento de hipóteses. Em biologia evolutiva entender os processos 

biológicos e históricos que originam e mantêm a biodiversidade é um dos principais objetivos e, 

para tal fim, a biogeografia, que estuda a distribuição das espécies e dos ecossistemas, tem sido 

uma ferramenta muito valiosa permitindo detectar alguns padrões e levantar algumas hipóteses 

sobre a diversificação da biota (Kattan et al. 2016). Especificamente, nas últimas décadas e com 

o grande avanço da biologia molecular, a filogeografia, um ramo da biogeografia que estuda a 

distribuição geográfica de linhagens no espaço e no tempo, tem permitido testar e até delinear 

algumas hipóteses (Avise 2009). A contribuição dos estudos filogeográficos em regiões 

megabiodiversas e vulneráveis como a Mata Atlântica é muito valiosa já que não só ajuda a 

compreender a história de unidades biogeográficas e o surgimento e manutenção da 

biodiversidade mas também contribui com os esforços de conservação.  

 

I. Filogeografia  

A filogeografia procura entender os processos biogeográficos e evolutivos que têm configurado 

a distribuição das linhagens genéticas no espaço e no tempo (Avise et al. 1987). Combina a 

genética de populações e a filogenética de modo a analisar fenômenos micro e macroevolutivos 

de populações geralmente da mesma espécie ou de espécies estreitamente relacionadas (Avise 

2009) com base na estimativa sob a teoria coalescente de parâmetros estreitamente relacionados 

com a evolução das espécies (Hickerson et al. 2010). A análise filogeográfica revela a estrutura 

populacional das espécies (Beheregaray 2008) que pode ser resultado do efeito de barreiras 

fisográficas (Wallace 1852, Chapman 1910, Harvey & Brumfield 2015), ecológicas (Haffer 

1969, Colvinaux 1998, Martins 2011) ou comportamentais (Avise 2009). Além disso, também 

permite estimar parâmetros populacionais e demográficos que descrevem a evolução do 

isolamento e que podem levar a inferências sobre mudanças temporais no ambiente físico e 

biótico das populações (Beheregaray 2008, Carstens et al. 2009) e a propor hipóteses de eventos 

históricos do planeta que possam ter influenciado processos evolutivos e a origem e manutenção 

da biodiversidade (Beheregaray 2008, Hickerson et al. 2010). Os estudos filogeograficos podem 

ser utilizados para inferir processos evolutivos e levantar hipóteses ou podem ser usados para 

testar hipóteses a priori. Segundo Carstens et al. (2009), o levantamento de  hipóteses pode ser 

mais propenso a interpretações erradas do que o teste de hipóteses, pois no primeiro caso as 

inferências podem estar sujeitas a um viés de interpretação devido a idéias preconcebidas do 

autor. De qualquer forma, análises filogeográficos podem ser úteis em diversas áreas, como em 

estudos relacionados com especiação, zonas híbridas, conservação, biogeografia, modelagem de 
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nicho, diversificação, etc. (Hickerson et al. 2010) e ainda, podem aportar dados para apoiar 

outras áreas como a paleoclimatologia e a orogenia (Beheregaray 2008). 

 

Marcadores moleculares em Filogeografia  

Desde seu início e até alguns anos atrás a filogeografia de animais foi baseada quase 

exclusivamente na análise de DNA mitocondrial (mitDNA; Beheregaray 2008) devido a 

características que o tornam um excelente marcador para realizar reconstruções filogeográficas 

(Avise 2009). O mitDNA possui geralmente altas taxas de mutação e tamanho efetivo 

populacional (Ne) pequeno devido à sua natureza haplóide, características ideais para analisar se 

há estrutura populacional, um dos objetivos da filogeografia. Em contraposição, o DNA nuclear 

(nuDNA) apresenta geralmente taxas menores de mutação, recombinação (sendo necessário 

identificar segmentos não recombinantes), Ne maior do que o mitDNA e adicionalmente, como 

o nuDNA é diplóide, é necessário determinar a fase gamética (Hare 2001).  

Contudo, à medida que a biologia molecular e a bioinformática foram avançando foi possível 

lidar com algumas das problemáticas de analisar o nuDNA e os estudos utilizando esses 

marcadores foram aumentando (Brito & Edwards 2008). Com isso, foram observadas 

discrepâncias entre reconstruções utilizando diferentes tipos de marcadores (i.e nucleares e 

mitocondriais) e se evidenciaram os problemas relacionados com o uso exclusivo de marcadores 

mitocondriais (Toewl & Brelsford 2012). Ou seja, relações estimadas usando um ou mais genes 

mitocondriais poderiam não representar a real história das populações (Garrick et al. 2015). E a 

estimativa de parâmetros populacionais, sobretudo demográficos (Brito & Edwards 2008, 

Hickerson et al. 2010), podem ser pouco precisas. Assim, começaram a se tornar populares os 

estudos multilocos que utilizam marcadores nucleares independentes em conjunto com 

marcadores mitocondriais (Beheregaray 2008).  

Atualmente, devido aos avanços tecnológicos, que permitiram ter acesso a mais informação do 

genoma, e ao avanço de métodos analíticos coalescentes, que permitiram a integração de dados 

de vários locos nas análises, tornou-se possível analisar grandes conjuntos de dados -inclusive 

de marcadores com padrões de herança diferentes (i.e biparental, materno, ligados a 

cromossomos sexuais)-, obter maior resolução filogenética e melhores estimativas dos 

parâmetros populacionais. Com isso, foi possível realizar a reconstrução de histórias que 

incluem vários eventos, como a separação das linhagens, o crescimento ou declínio das 

populações e o fluxo gênico contínuo ou recorrente e assim, abordar questões e cenários mais 

complexos (Beheregaray 2008). E ainda, tem-se tornado possível distinguir a importância dos 

processos neutros versus os seletivos (Garrick et al. 2015). No entanto, os marcadores 

mitocondriais são ainda altamente valorizados, em especial porque permitem estimar tempos de 

divergência baseados em taxas de substituição que tem sido melhor estudadas e aceitas.  
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É importante ressaltar que reconstruções filogeográficas robustas devem incluir múltiplos 

marcadores e uma amostragem populacional representativa para poder caracterizar com 

precisão os níveis de diversidade, a estrutura genética, os parâmetros populacionais e a história 

demográfica das espécies (Garrick et al. 2015). 

 

Marcadores com diferentes padrões de herança 

Em relação à estrutura populacional, é esperado que marcadores mitocondriais apresentem 

maior estrutura quando comparados com os marcadores nucleares dado que o mitDNA tem um 

Ne menor do que o nuDNA. Com relação ao nuDNA, foi observado que em aves (que possuem 

machos homogaméticos- ZZ e  fêmeas heterogaméticas -ZW), genes ligados ao cromossomo Z 

são menos suscetíveis à introgressão do que genes autossômicos, portanto, espera-se que esses 

últimos apresentem menos estrutura populacional e a maioria dos polimorfismos 

compartilhados (Borge et al. 2005).  Devido às diferenças entre os marcadores com padrões de 

herança diferentes (mitocondrial, nuclear e ligado ao cromossomo Z) o análise em conjunto 

deles permite realizar uma abordagem mais abrangente sobre a ação dos fenômenos evolutivos 

atuando sobre os organismos (Zhang & Hewitt 2003).  

 

Filogeografia na região neotropical 

Apesar do número de estudos filogeográficos ter aumentado exponencialmente ao longo dos 

anos (Garrick et al. 2015), táxons de regiões com alta biodiversidade no hemisfério sul seguem 

pouco estudados (Beheregaray 2008). Especificamente, a Mata Atlântica, um dos domínios 

mais biodiversos e degradados do mundo, possui menos estudos filogeográficos do que outras 

regiões neotropicais. É importante ressaltar que em biomas vulneráveis estudos filogeográficos 

podem auxiliar na identificação e delimitação de áreas que deveriam ser prioritárias para a 

conservação biológica (Hickerson et al. 2010). Também, análises em regiões pouco estudadas 

podem revelar novos modelos históricos potencialmente difíceis de compreender comparados 

com outros mais estudados e melhor caracterizados (Beheregaray 2008) e originar novas 

hipóteses biológicas. Apesar disso, cabe ressaltar que em sistemas complexos (ex. muito 

heterogêneos ou cujos habitats modificam de forma imprevisível) e com poucos dados 

adicionais, como modelos de nicho paleoambiental, distribuição temporal de espécies ou 

registros fósseis, pode ser bastante difícil desenvolver novas hipóteses (Carstens et al. 2009). 

 

II. A Mata Atlântica  

 

A Mata Atlântica (MA) é um dos domínios mais biodiversos e ameaçados do mundo, 

considerado como hot spot de biodiversidade (Myers et al. 2000). Cerca de 95% da MA se 

estende do Nordeste do Brasil ao longo do litoral até a fronteira com o Uruguai e uma pequena 
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porcenetagem cobre parte da Argentina e do Paraguai (Silva et al. 2004). Ocupa atualmente 

cerca de 1.400.000 km2 em gradientes relativamente amplos de altitude (0 - 1700 msnm) e 

latitude (29º), o que lhe outorga grande heterogeneidade (Ribeiro et al. 2009). A MA se 

encontra isolada de outros domínios de vegetação úmida da América do Sul (i.e. florestas 

Amazônica e dos Andes) por um cinturão de vegetação xeromórfica (Oliveira-Filho & Ratter 

1995) formado pelas áreas abertas secas e semi-secas de Caatinga, Cerrado e Chaco (Ab’Saber 

1977). Essa área mais aberta parece ter se formado no Eoceno médio (Roig-Juñent et al. 2006) e 

atua como barreira para o intercâmbio de organismos restritos às florestas úmidas (Costa 2003). 

A heterogeneidade e o isolamento podem ter influenciado no fato de a MA abrigar um grande 

número de espécies endêmicas (Myers et al. 2000, Silva et al. 2004), entre elas cerca de 200 

espécies de aves (Goerck 1997). Entretanto, muitas espécies estão atualmente ameaçadas, pois 

apesar de ser fonte de biodiversidade e dos serviços ecossistêmicos que fornece, a área atual da 

MA é de apenas 12 - 16% do que já foi a segunda maior eco-região da América, uma vez que o 

desmatamento nos últimos 500 anos, principalmente para pecuária e agricultura, atingiu 

praticamente toda a floresta (Ribeiro et al. 2009). Assim, preservar o que resta da MA é 

altamente prioritário para organizações voltadas à conservação da biodiversidade (McNeely et 

al. 1990). 

Relevo  

Na MA há 4 cadeias montanhosas principais: A Serra do Espinhaço, a Serra da Mantiqueira, a 

Serra do Mar e a Serra dos Órgãos. A Serra do Espinhaço é a mais antiga e extensa , sua origem 

remonta do Pré-Cambriano como consequência do magnetismo no Proterozoico, há cerca de 

1750 milhão de anos atrás (Myr) aproximadamente (Almeida-Abreu & Renger 2002). Ela 

ocorre do centro-sul de Minas Gerais em direção norte até o centro de Bahia, é a cadeia de 

montanhas da MA mais afastada do litoral e se situa entre a MA e o cerrado (Lara et al. 2005). 

A Serra do Espinhaço separa a bacia do rio São Francisco das bacias dos rios Paraguaçu, de 

Contas, Pardo, Jequitinhonha, Mucuri e Doce (Leite et al. 2008). A origem das Serras do Mar e 

da Mantiqueira remonta do Paleoceno como consequência de eventos tectônicos iniciados nesse 

período (de Almeida & Carneiro 1998). A Serra da Mantiqueira possui a maior elevação na 

MA, se estende em direção sudeste-nordeste definindo o caminho do rio Paraíba do Sul nos 

estados de São Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro (Lara et al. 2005). A Serra do Mar se 

estende na direção norte-sul pelo litoral desde o Rio de Janeiro até o norte de Santa Catarina, 

possui composição orográfica complexa e muitas das suas montanhas drenam diretamente para 

o mar (de Almeida & Carneiro 1998). A Serra dos Órgãos está restrita ao estado de Rio de 

Janeiro e pode ser considerada como uma extensão da Serra do Mar. Por estarem localizadas 

paralelamente ao litoral, as Serras da Mantiqueira, do Mar e dos Órgãos são muito úmidas na 



 

5 

 

face leste e abrigam floresta ombrófila, enquanto que na face oeste mais seca, possui floresta 

semidecidual (Lara et al. 2005).  

Vegetação 

Atualmente a MA é composta de diversos tipos de floresta: ombrófila, estacional semidecidual, 

estacional decidual, e ainda, vegetação agregada como campos sulinos e áreas de clímax edáfico 

como restingas e manguezais (Rizzini 1997). Sendo que a composição florística dessa vegetação 

depende da disponibilidade de água proveniente da precipitação e /ou da umidade do solo, dos 

gradientes de temperatura, da variação na fertilidade do solo e da frequência de fogo (Oliveira-

Filho et al. 2006). Assim, parece que a variação temporal de fatores abióticos pode ter 

promovido mudanças na composição florística da MA. Segundo Ledru et al. (2009), a MA 

parece ter reagido notavelmente a dois fatores: a radiação solar e a umidade, fatores que podem 

ser controlados pelos ciclos de precessão do planeta (Cruz et al. 2005). O estudo 

paleopalinológico de Ledru et al. (2009) na região sul da MA correlaciona episódios de 

contração e expansão da floresta com períodos de baixa e alta radiação solar e umidade, 

respectivamente. Ele ainda indica que nos últimos 134 mil anos a MA passou por vários eventos 

de contração e de expansão de área e que sua composição florística mudou ao longo desse 

tempo em resposta às características climáticas específicas de certos períodos, mostrando uma 

relação positiva entre umidade e biodiversidade.  

Clima 

Os estudos palinológicos de Ledru et al. (1996, 2009) têm inferido condições climáticas na MA 

no passado baseados na variação da composição do pólen ao longo do tempo. Esses estudos 

sugerem que durante o último período glacial a temperatura se manteve baixa durante a maior 

parte do tempo até o início do Holoceno, com exceção de um curto período com temperaturas 

mais quentes ao redor de 58 mil anos atrás. Também indicam que no último máximo glacial a 

umidade variou possivelmente devido à variação da precipitação entre as estações do ano, com 

períodos com regimes de precipitação no inverno ou verão e inclusive períodos de chuva 

constante sem estação seca, mas também períodos muito secos, como há aproximadamente 20 

mil anos (último máximo glacial). As condições climáticas inferidas para o último máximo 

glacial foram atribuídas a um forte sinal de precessão da Terra. 

Atualmente na MA são reconhecidas duas principais estações climáticas anuais que são 

controladas pela posição da zona de convergência intertropical (ZCIT). Uma estação seca 

durante o inverno austral, onde a ZCIT está localizada ao norte do paralelo do Equador, e uma 

estação chuvosa durante o verão austral, onde a ZCIT está localizado ao sul do Equador (Cruz et 

al. 2005). Em latitudes maiores a umidade também é controlada pela posição da zona de 

convergência do Atlântico Sul (ZCAS). No verão austral, os ventos alísios carregados de 

umidade viajam desde o Atlântico equatorial à bacia amazônica (monção Sul-Americana de 

verão) de onde são direcionados para o sudeste dos Andes e canalizados para a ZCAS. No 
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inverno, a ZCAS pode receber ventos polares que geram grandes precipitações mitigando a seca 

sazonal (Garreaud 2000).  

Áreas de endemismo 

As áreas de endemismo são regiões que se caracterizam por conter duas ou mais espécies com 

distribuição restrita a ela (Cracraft 1985). São úteis para testar hipóteses de parentesco entre 

unidades geográficas, bem como no estudo da evolução das biotas (Cracraft 1985, Cabanne et 

al. 2008). Devem ser consideradas focos de conservação, pois são áreas únicas onde espécies 

únicas se originaram e foram mantidas (Silva et al. 2004). Devido à sua história e às suas 

características particulares, essas áreas podem ter sido centros de diversificação de múltiplos 

táxons, inclusive não estreitamente relacionados (Cabanne et al. 2008). 

Áreas de endemismo na MA têm sido identificadas ao longo dos anos por meio de diversas 

metodologias, mas não há consenso entre os autores. Alguns têm considerado a MA como uma 

única área de endemismo (Müller 1973, Haffer 1985). Outros estudos sobre a distribuição 

geográfica de aves endêmicas da MA (Cracraft 1985, Stattersfield et al. 1998, Silva et al. 2004) 

concordam que as regiões dos estados de Pernambuco e da Bahia e a Serra do Mar, devem ser 

três áreas de endemismo diferentes. Já Cracraft (1985) considera duas áreas de endemismo: o 

contínuo de litoral desde o Pernambuco até Santa Catarina (Serra do Mar de Cracraft [1985]) e 

o centro do Paraná. Já Silva et al. (2004) considera quatro áreas de endemismo: um continuo 

desde o litoral do centro de Espírito Santo até Santa Catarina (Serra do Mar de Silva et al. 

[2004]), o litoral da Bahia (“Bahia litoral”), o interior da Bahia (“Bahia interior”) e o 

Pernambuco. Finalmente Stattersfield et al. (1998) consideram cinco áreas de endemismo: uma 

área denominada Floresta Atlântica de baixada (que inclui a Serra do Mar e a Bahia litoral de 

Silva et al. [2004]), Bahia interior (mas com área menor do que a Bahia interior de Silva et al. 

[2004]), Pernambuco, a floresta decídua de Minas Gerais-Goiás e as montanhas da Mata 

Atlântica no estado de Paraná.  

Origem da biodiversidade na Mata Atlântica 

Em geral, as hipóteses de diversificação na região tropical enfatizam o contexto geográfico e 

focam nos modelos alopátricos que sugerem que o isolamento geográfico evita ou minimiza a 

homogeneização, enquanto a seleção e a deriva genética podem resultar em divergência das 

populações; porém há hipóteses alternativas que não implicam em alopatria (Lara et al. 2005). 

Estudos filogeográficos, paleoclimáticos e paleogeográficos têm buscado inferir como também 

testar algumas hipóteses (descritas brevemente a seguir) de processos geográficos e biológicos 

que possam explicar a origem e manutenção da grande biodiversidade da MA. Contudo, a 

biodiversidade da MA parece estar envolta numa história complexa que não pode ser explicada 

por apenas uma hipótese de diversificação (e.g. Pellegrino et al. 2005, Cabanne et al. 2007, 

2008, Carnaval et al. 2009 Thomé et al. 2010,  D´Horta et al. 2011, Amaral et al. 2013) e por 



 

7 

 

isso, é necessário ter análises robustas para testar as diferentes hipóteses e assim distinguir entre 

processos de especiação alternativos (Lara et al. 2005). 

Barreiras Fisiográficas: rios e morfoestruturas 

A distribuição de algumas espécies tem levado a sugerir que alguns rios (Wallace 1852; 

Cracraft & Pum 1988) e morfoestruturas (i.e. cadeias montanhosas; Chapman 1917, Kattan et 

al. 2016) podem ter atuado como barreiras geográficas primárias impedindo o fluxo gênico 

entre populações, permitindo sua diferenciação e eventualmente a diversificação dos táxons. No 

entanto, essas estruturas fisiográficas também podem atuar como barreiras geográficas 

secundárias que separam e impedem total ou parcialmente o fluxo gênico entre linhagens que 

divergiram por motivos alheios a elas, apenas sendo o ponto de encontro dessas linhagens 

(Patton et al. 1994, Cabanne et al. 2008).  

A inferência das relações filogenéticas entre populações no contexto geográfico junto com a 

estimativa de parâmetros populacionais (como tempo de divergência) pode ajudar a inferir o 

cenário no qual os organismos evoluiram. Espera-se encontrar nos lados opostos de uma 

estrutura que atuou como uma barreira geográfica primária linhagens irmãs com tempo de 

divergência posterior, mas próximo da origem da estrutura. Por outro lado, uma estrutura pode 

ser reconhecida como barreira secundária se sua origem for mais antiga do que a data de 

divergência entre as linhagens, ainda mais se for inferido que a população ancestral ocorria na 

área onde a barreira se localiza.  

Na região neotropical o rio Amazonas (Aleixo 2004, Hayes & Sewlal 2004, Fernandes et al. 

2014) e as cadeias montanhosas do Andes (Cracraft 1985, Weir & Price 2011, Benham et al. 

2015) foram apontados como possíveis barreiras primárias que promoveram especiação 

alopátrica. Já na MA a diversificação de alguns organismos já estudados não descarta os rios 

como possível barreira ao fluxo gênico. Por exemplo, há evidências que indicam os rios São 

Francisco (Silva & Straube 1996, Cabanne et al. 2008), Doce (Martins 2011) Jequitinhonha 

(Batalha-Filho 2012) e Paranapanema como barreiras importantes entre linhagens 

geneticamente diferenciadas (Pires et al. 2011). No entanto, esses rios não necessariamente 

atuaram como barreiras primárias, pois a origem deles (Ribeiro 2006) é em geral mais antiga do 

que as divergências encontradas. O rio Doce tem atraído grande atenção e é um marco bastante 

recorrente de quebra genética observada em diferentes tipos de organismos. Assim, a 

distribuição de alguns táxons irmãos diferenciados de anfíbios (Fouquet et al. 2012, Thomé et 

al. 2010), lagartos (Pellegrino et al. 2005) e mamíferos (Costa 2003) ocorrem ao norte e ao sul 

de suas margens. No entanto, para algumas aves o rio Doce parece ser uma barreira geográfica 

secundária que separa linhagens (Cabanne et al. 2008) e sublinhagens (D´Horta et al. 2011). 

Também as regiões ao norte e ao sul do rio Doce diferem drasticamente em sua composição 

florística com táxons de plantas restritos a cada uma delas (Oliveira-Filho & Fontes 2000, 

Carnaval et al. 2014, Zamborlini et al. 2016). 
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Por outro lado, algumas morfoestruturas geológicas como a descontinuidade estrutural (dykes) 

entre a parte superior do rio São Francisco e o rio Grande da bacia do Paraíba (para peixes, 

Ribeiro 2006) e o lineamento de Guapiara (para anfibios, Amaro et al. 2012; planárias, Alvarez-

Presas et al. 2014) também foram identificadas como sendo barreiras geográficas importantes 

entre populações. O vale do rio Paraíba do Sul (VRPS) tem atraído grande atenção, dado que 

muitas quebras genéticas em aves parecem estar associadas com essa morfoestrutura. O trabalho 

de Silva & Straube (1996), baseado na análise de caracteres morfológicos, propõe o VRPS 

como uma barreira geográfica primária que conduziu à diversificação de duas espécies do 

gênero de ave Lepidocolaptes bem diferenciadas fenotipicamente. Segundo a proposta a 

formação do vale pelo levantamento das serras da Mantiqueira e do Mar no Plio-Pleistoceno 

mudou a composição florística na depressão, sendo a floresta substituída por vegetação aberta. 

A mudança na paisagem teria evitado o fluxo gênico entre as populações ao sul e norte do 

VRPS e promovido a diferenciação. Como Silva & Straube (1996) não puderam estimar o 

tempo de divergência entre as espécies, suas conclusões devem ser consideradas com cuidado. 

Além disso, a análise filogeográfica de D´Horta et al. (2011) descarta o VRPS como barreira 

primária na diferenciação das linhagens de Sclerurus scansor e sugere que seja um local de 

contato secundário, já que a formação do VRPS teria ocorrido há muito mais tempo do que a 

divergência das linhagens. Assim, ao contrário de outras morfoestruturas, parece que o VRPS 

pode não ter sido per se uma barreira geográfica, mas um local onde se estabeleceu uma barreira 

ecológica. 

Muitas vezes não é possível distinguir claramente potenciais barreiras primárias de um evento 

vicariante. Por exemplo, o rio São Francisco poderia ser responsável pela diferenciação das 

linhagens que ocorrem na região norte e central da MA, porém, como esse rio corre 

majoritariamente através de Caatinga não é possível distinguir claramente se o rio ou a Caatinga 

influenciaram a diferenciação das linhagens que são separadas por eles (Cabanne et al. 2008).  

Hipótese dos refúgios  

A hipótese de refúgios (RH, Haffer 1969, Vanzolini e Williams 1970) propõe que durante os 

períodos glaciais e interglaciais a floresta Amazônica úmida teria contraído e expandido, 

respectivamente. Em essência, segundo a RH, a floresta se contraiu em resposta à mudança 

climática no período glacial ficando reduzida a fragmentos isolados (refúgios) ocasionando a 

redução e fragmentação da distribuição de espécies associadas à essa vegetação. Como 

consequência do isolamento dessas populações devido à presença de áreas abertas que 

limitaram ou impediram o fluxo gênico entre elas, pode ter ocorrido diferenciação dessas 

populações. Também, segundo a RH, durante o período interglacial a floresta úmida se 

expandiu e com isso ocorreu o contato secundário de populações. Se esses grupos se 

diferenciaram suficientemente mesmo entrando em contato, elas podem ter atingido algum nível 
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de isolamento reprodutivo e não haveria fluxo gênico, ou seja, poderiam constituir espécies 

diferentes. 

Na MA também foi proposta a existência de refúgios florestais durante o último período glacial 

no Pleistoceno. O modelo de Carnaval e Moritz (MCM, 2008) reconhece três regiões na Mata 

Atlântica: a região Norte (NMA) ao norte do Rio São Francisco, a região Central entre os rios 

São Francisco e Doce (CMA) e a região Sul (SMA) ao sul do rio Doce. Segundo esse modelo, 

as regiões norte e centro mantiveram a floresta úmida estável ao longo dos últimos 21.000 anos 

e constituíram refúgios florestais durante o último máximo glacial (LMG), enquanto na região 

sul a floresta foi substituída por vegetação mais seca. O refúgio na CFA no atual estado da 

Bahia, também identificado como refúgio florestal pelo estudo paleopalinológico de Ledru et al. 

(1996), teria sido mais estável do que o refúgio na NMA no atual estado de Pernambuco devido 

a condições abióticas locais que permitiram que a floresta permanecesse com maior área. 

Adicionalmente, a mudança climática teria permitido a expansão e contração assincrônica dos 

fragmentos florestais levando ao isolamento ou contato entre as suas populações em momentos 

distintos (Cabanne et al. 2008, d`Horta et al. 2011,). 

Ainda, a HR prediz que deve haver maior diversidade nas populações localizadas nas áreas que 

teriam sido refúgios em relação às populações que ocorrem nas áreas externas, pois o tamanho 

efetivo (Ne) seria maior nas regiões mais estáveis e/ou as regiões menos estáveis poderiam 

mostrar perda de diversidade devido ao efeito de gargalo populacional (Templeton 2006) ou 

devido ao processo de expansão populacional (Ibrahim et. al 1996). Assim, no contexto do 

MCM espera-se maior diversidade nas regiões NMA e CMA do que na SMA. Ainda, é esperado 

encontrar maior biodiversidade na região CMA por ter sido mais estável já que alguns estudos 

filogeográficos sugerem a contração de populações de aves na NMA durante o Holoceno, 

possivelmente relacionada a uma contração florestal (Cabanne et al. 2008, d`Horta et al. 2011) 

devido a um regime pluviométrico particular nessa região (Wang et al. 2004). Também, é 

esperado que as populações que ocorrem fora das áreas de refúgio apresentem sinal de expansão 

populacional recente como consequência da expansão da floresta e a colonização de novas áreas 

no período interglacial (Hewitt 1996). Assim, na MA se espera encontrar sinal de expansão nas 

populações no SFA.  

Estudos filogeográficos de algumas espécies da MA parecem estar em conformidade com os 

padrões esperados pela HR e o MCM. As linhagens dessas espécies mostram uma forte 

congruência com as regiões geográficas (NFA, CFA, SFA), apresentam características genéticas 

e demográficas esperadas conforme a região de ocorrência e indicam que as divergências das 

linhagens ocorreram no Pleistoceno Médio e Tardio (Cabanne et al 2008, d`Horta et al. 2011, 

Amaral et al. 2011). No entanto, tem sido questionado se os ciclos climáticos do passado 

fragmentaram a floresta de modo significativo (Colinvaux et al. 2000) como predito pelo MCM. 
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Nesse sentido, alguns estudos identificaram grupos (Maldonado-Coelho 2012), linhagens 

(Cabanne et al. 2008, Amaral et al. 2013) e táxons endêmicos restritos à região sul (Silva et al. 

2004) que não seriam congruentes com a ausência de uma floresta estável no tempo no SFA. 

Ainda, há algumas espécies distribuídas ao longo ou em grande parte da MA que não 

apresentam estruturação populacional nem estão em conformidade com as previsões do MCM 

(Batalha-Filho et al. 2012, Cabanne et al. 2016,). 

Cabe mencionar que atualmente a NMA está reduzida a pequenos fragmentos (brejos de 

altitude) que atuam como refúgios contemporâneos e abrigam linhagens geneticamente bem 

diferenciadas (Cabanne et al. 2008, d`Horta et al. 2011). Por outro lado, atualmente a região 

SMA é a que abriga a maior área de floresta, sendo menos fragmentada e mais preservada do 

que a floresta na região central. 

Hipóteses dos isolados de montanha 

A hipótese dos isolados de montanha (HIM, Moreau 1966) foi inicialmente proposta para 

explicar a distribuição de alguns táxons irmãos de aves na África. Assim como a HR propõe que 

a diversificação foi promovida pelo isolamento dos indivíduos em diferentes remanescentes 

florestais devido à contração da floresta durante os períodos secos do período glacial no 

Pleistoceno, mas a HIM sugere que populações teriam ficado isoladas nas áreas montanhosas 

onde florestas úmidas teriam permanecido mesmo durante o período glacial devido ao nível 

pluviométrico ser maior graças à precipitação orográfica. Em seguida, essas populações isoladas 

poderiam ter expandido a sua distribuição a altitudes menores com a expansão da floresta 

durante o período interglacial. A HIM prediz que grupos irmãos devem ocupar áreas adjacentes. 

Na MA a HIM tem sido examinada com menos frequência do que outras hipóteses, apesar de a 

topografia montanhosa da MA poder ser congruente com esse cenário de diversificação (Geise 

et al. 2004, Lara et al. 2005). Porém alguns estudos de organismos da MA não descartam essa 

hipótese (mamífero, Lara & Patton 2000; ave, d`Horta et al. 2011).  

Hipótese dos gradientes ecológicos   

A hipótese dos gradientes ecológicos (HGE, Endler 1977; Smith et al. 1997) propõe que a 

diversificação pode ocorrer sem vicariância, mas pode ocorrer devido às mudanças ambientais 

em um gradiente ecológico que promove seleção divergente, inclusive na presença de fluxo 

gênico (Schneider et al. 1999). Segundo a HGE áreas de transição ecológica seriam pontos de 

encontro entre táxons irmãos ou outros grupos genéticos. Alguns estudos têm mostrado que 

ambientes de transição são comuns nas paisagens da floresta tropical (Lara et al. 2005). Na MA 

têm sido reportados casos de divergência genética em presença de fluxo gênico (ave, Cabanne et 

al. 2011). Assim, organismos nos biomas tropicais também poderiam se diversificar segundo a 

HGE (García-Moreno & Fjeldså 2000). Se a divergência genética, reprodutiva ou morfológica 
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for maior entre populações que ocupam diferentes ambientes do que entre populações ocupando 

ambientes similares, a seleção pode estar levando à diversificação e a HGE não pode ser 

descartada. Mas se a divergência entre populações que ocupam ambientes similares e entre 

aquelas que ocupam ambientes diferentes for similar, então, fatores outros que não os 

ambientais, como a deriva, podem estar gerando diversificação e a HGE pode ser refutada 

(Coyne & Orr 2004, Lara et al. 2005, Benham & Witt 2016). 

  

III. Modelos de estudo  

A ordem Passeriformes é a maior das aves, compreendendo cerca de 6000 espécies chamadas 

comumente de aves canoras (Chatterjje 2015). Estas aves são na sua maioria relativamente 

pequenas e encontram-se em todas as áreas do planeta, exceto na Antártida (Austin 1961, 

Ridgely & Brown 1994). São caracterizadas por possuírem siringe bem desenvolvida para o 

canto (Chatterjje 2015), disposição dos dígitos anisodáctila, redução das vértebras cervicais e 

palato com estrutura peculiar (Austin 1961). Esta ordem compõe um grupo monofilético bem 

suportado (Chatterjje 2015) composto por três subordens: Acanthisittidae, Tyranni (Suboscine) 

e Passeri (Oscine) (Barker et al. 2004), sendo Acanthisittidae grupo irmão das outras duas 

subordens (Chatterjje 2015). 

Na subordem Tyranni se encontra a família Thamnophilidae (Chatterjje 2015), separada da 

família Formicariidae baseada em estudos filogenéticos com bom suporte, e é  composta de aves 

chamadas comumente de formigueiros (Ridgely & Brown, 1994). Thamnophilidae possui cerca 

de 200 espécies distribuídas nas áreas tropicais e subtropicais das Américas do Sul e Central 

(Sfectu 2014), de porte pequeno a médio e com dimorfismo sexual na plumagem (Ridgely & 

Brown, 1994). São arborícolas, mas se alimentam geralmente de artrópodes no solo e algumas 

espécies seguem correições de formigas para capturar pequenos invertebrados que fogem da 

correição (Sfectu 2014). Thamnophilidae inclui o gênero Pyriglena, que compreende três 

espécies exclusivas da América do Sul: P. leuconota, P. atra e P. leucoptera, conhecidas 

comumente como olhos-de-fogo devido à cor vermelha dos seus olhos, com marcado 

dimorfismo sexual na plumagem e seguidoras de correções de formigas (del Hoyo et al. 2003). 

P. leuconota é o grupo irmão de P. atra e P. leucoptera, duas espécies muito próximas que 

formam um clado bem suportado e que divergiram-se aparentemente há pouco tempo na MA 

(Maldonado-Coelho 2010). 

Pyriglena atra (Swainson, 1825) (BirdLife International 2016, Figura S1) também conhecida 

como papa-taoca-da-Bahia é endêmica de uma pequena área no nordeste do Brasil (Collar et al. 

1992) ao norte do rio Paraguaçu (King 1879; Figura 1). Possui aproximadamente 17,5 

centímetros de comprimento (BirdLife International 2016). Os machos são pretos e têm no 

dorso uma região com penas com base e franjas brancas (Ridgely & Brown 1994). Enquanto as 

fêmeas são marrom avermelhado no dorso e marrom no ventre; tem olhos vermelhos, cauda 
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preta e pescoço esbranquiçado (USWFS 2010). A espécie ocorre em sub-bosque ou vegetação 

secundária onde pode ser encontrada em casais ou pequenos grupos, perto do solo evitando o 

interior da floresta e áreas muito descobertas (Willis & Oniki 1982). Enfrenta a contínua 

degradação de seu hábitat (Collar et al. 1992) devido ao desmatamento e ao desenvolvimento 

agrícola na Bahia (Willis & Oniki 1982), o que tem causado a redução da sua população 

(BirdLife International 2016). É considerada uma espécie ameaçada nacionalmente (Silva & 

Straube 2008, MMA 2014) e categorizada como ameaça de extinção (endangered) pela 

“International Union for Conservation of Nature”  (IUCN, BirdLife International 2016). 

Pyriglena leucoptera (Vieillot, 1818) (Birdlife Internacional 2016, Figura S1) também 

conhecida como papa-formiga ou papa-taoca-do-sul (WWF-Brasil 2010) se distribui 

amplamente na Mata Atlantica. Tem distribuição no Brasil desde o sul da Bahia até o norte do 

Rio Grande do Sul e ao sul de Mato Grosso. Já no Paraguai ocorre desde o sul de Canindeyú até 

Itapúa e na Argentina, na província de Misiones (Ridgely & Brown 1994; Figura 1). Possui 

aproximadamente 18 cm de comprimento e olhos vermelhos brilhantes. Os machos são preto 

brilhante, têm no dorso uma pequena área de penas brancas que fica pouco exposta e uma barra 

branca na curvatura das asas. Enquanto as fêmeas são indistinguíveis das fêmeas de P. atra 

(Ridgely & Brown, 1994). É geralmente vista em pares na floresta úmida de dossel baixo com 

vegetação densa (Ridgely & Brown 1994, WWF-Brasil 2010). A espécie é considerada comum 

(Stotz et al. 1996) e está categorizada como de menor preocupação (least concern) pela IUCN 

(Bird Life International 2016). No entanto, a população parece estar diminuindo (Bird Life 

International 2016) devido à destruição do seu habitat (del Hoyo et al. 2003). 

P. atra e P. leucoptera têm distribuição parapátrica próximo ao médio curso da margem norte 

do rio Paraguaçu onde ocorre uma zona de hibridação entre as duas espécies (Maldonado-

Coelho 2012). Devido à provável recente divergência entre P. atra e P. leucoptera, elas são 

bons modelos para estudar processos evolutivos envolvidos em diversificação. Além disso, 

como essas duas espécies formam um clado bem suportado, provavelmente se divergiram na 

MA e pela sua ampla distribuição conjunta nesse domínio, são bons modelos para estudar a 

biogeografia da MA. 
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Figura 1. Localidades amostradas. Cada ponto representa uma localidade e está colorido de acordo com a linhagem 

encontrada. Rosa: P. atra - A; verde: P. leucoptera norte da região central - LCN; amarelo: P. leucoptera sul da 

região central - LCS; azul: P. leucoptera região sul - LS. As linhas marrons representam sistemas montanhosos: A: 

Serra do Espinhaço; B: Serra da Mantiqueira; C: Serra dos Órgãos; D: Serra do Mar. Os individuos híbridos 

morfológicos foram amostrados nas localidades 7 (um individuo) e 9 (sete individuos). 

  

C 

Área de distribuição aproximada de Pyriglena leucoptera. 

Área de distribuição aproximada de Pyriglena atra 
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O presente estudo teve como objetivo compreender a história evolutiva de duas espécies de aves 

da Mata Atlântica, P. atra e P. leucoptera, bem como os processos biogeográficos envolvidos. 

Assim, foi realizada uma análise filogeográfica baseada em marcadores com diferentes tipos de 

herança (materna, biparental e ligado ao cromossomo Z), com a intenção de contribuir para a 

compreensão dos processos evolutivos e biogeográficos que originaram e têm mantido a grande 

biodiversidade na MA. Nesse contexto, buscamos responder duas questões principais: (i) Qual 

hipótese de diversificação se ajusta melhor à história das espécies selecionadas no presente 

estudo? (ii) Os padrões filogeográficos de marcadores com diferentes tipos de herança são 

congruentes? Para responder a primeira questão foram testadas algumas das predições de cada 

uma das hipóteses de origem da biodiversidade para verificar se o padrão encontrado no modelo 

de estudo foi congruente. 
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Objetivos 

 

Objetivo geral 

Reconstruir a história evolutiva de Pyriglena leucoptera e Pyriglena atra, bem como os 

processos biogeográficos que configuraram a distribuição das linhagens identificadas. 

Objetivos específicos 

 Realizar análises de estrutura filogeográfica de Pyriglena atra e Pyriglena leucoptera 

ao longo da Mata Atlântica usando marcadores mitocondriais, nucleares anônimos e 

ligados ao cromossomo Z. 

 Estimar o tempo de divergência entre as linhagens encontradas. 

 Caracterizar e datar eventuais alterações demográficas ao longo da história das 

linhagens encontradas. 

 Inferir os possíveis processos históricos e biológicos que influenciaram a diferenciação, 

distribuição e história demográfica das linhagens genéticas observadas. 

 Avaliar se existe congruência na estrutura populacional obtida pelos diferentes tipos de 

marcadores e propor os possíveis cenários responsáveis pela congruência. 
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Material e Métodos 

Amostras e marcadores 

Foram utilizadas amostras de 434 indivíduos de P. leucoptera, 120 de P. atra e oito de híbridos 

morfológicos de P. atra/P. leucoptera (Tabelas S1 a S3) coletados em 69 localidades ao longo 

da Mata Atlântica que cobrem amplamente a distribuição geográfica das espécies (Figura 1). 

Foram sequenciados e analisados marcadores moleculares com diferentes tipos de herança 

(biparental, ligada ao cromossomo Z e materna mitocondrial). Os marcadores analisados 

incluíram três regiões anônimas (identificadas após o sequenciamento parcial do genoma de 

Pyriglena leucoptera denominadas 55JZ [298 pb], GK439 [330 pb] e VIDY [352 pb]; 

Maldonado-Coelho com. pess.), três regiões intrônicas de genes ligados ao cromossomo Z 

(íntron 18 da helicase com cromo-domínio de ligação ao DNA, CHDZ-18 [314 pb]; íntron 15 da 

helicase Brahma dependente de ATP, BRM15 [349 pb] [Borge et al. 2005]; e íntron 1 da 

fosfolipase A2, PLAA1 [608 pb] [Backström et al. 2010]) e parte de um gene mitocondrial 

(subunidade II da NADH desidrogenase, ND2 [996 pb]). Dentre as sequências de ND2 

utilizadas no presente estudo, 266 foram obtidas de Maldonado-Coelho (2012). As amostras 

usadas estão depositadas na coleção do Laboratório de Genética e Evolução Molecular de Aves 

do Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo (LGEMA).  

As extrações de DNA total dos indivíduos foram feitas seguindo um protocolo com proteinase k 

e fenol-clorofórmio (Bruford et al. 1992) ou com kit (DNeasy kit, Qiagen).  

Amplificação e sequenciamento do DNA  

A amplificação dos marcadores foi realizada pela reação em cadeia da polimerase (PCR) em 

termociclador Applied Biosystems Veriti 9902. Foi utilizada uma mistura com 4 µL da amostra 

de DNA (25 ng), 13,5 µL de água miliQ, 2,5 µL de tampão 10x (15 mM de MgCl2), 1 µL de 

BSA (5 mg/ml), 2 µL de dNTPs (2 mM de cada), 1 µL de cada primer (forward e reverse; 5 µM 

de cada) e 0,1 µL de Taq polimerase (GE Healthcare, 5 U/µl). Todas as reações incluíram um 

controle negativo para monitorar potencial contaminação. 

Os primers utilizados para os marcadores anônimos 55JZ, GK439 e VIDY (Maldonado-Coelho 

com. pess.) foram, respectivamente: G3X7VJT02F55J7 (5´-CTCTGATCACCCCTGGAGTC-

3´) e G3X7VJT02F55J7 (5´-TGTTCAGGCACTCTGTCTGC-3´); G3X7VJT02GK439 (5´-

AGAGGGAAGAGGAGAACTGC-3´) e G3X7VJT02GK439 (5´-

GGGCACAGTAGGAGCAGAAC-3´); G3X7VJT02GVIDY (5´-

CAGCTCTTCTTCCCACCTG-3´) e G3X7VJT02GVIDY (5´-

AAACAGGAGGCCAGAGTGC-3’). Os primers utilizados para os íntrons de genes do 

cromossomo Z CHD-Z, PLAA e BRM15 foram, respectivamente: CHDZ18 (5-

´TACATACAGGCTCTACTCCT-3´) e CHDZ18 (5´-CCCCTTCAGGTTCTTTAAAA- 3’, 

Borge et al. 2005); PLAA1 (5´-CCTGTATCTCCTCGGCACTT-3´) e PLAA1 (5´-
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GTTCAAACAATCAGACTCCC-3’, Backström et al. 2010); BRM15 (5´-

AGCACCTTTGAACAGTGGTT-3´) e BRM15 (5´-TACTTTATGGAGACGACGGA-3’, 

Borge et al. 2005). Os primers utilizados para o marcador mitocondrial foram  L5219 5´-

CCCATACCCCGAAAATGATG-3´ e H6313 5´-CTCTTATTTAAGGCTTTGAAGGC-3´ 

(Johnson & Sorenson 1998). 

As condições de PCR foram: 1 ciclo de desnaturação a 95 °C por 5 minutos, 10 ciclos de: 95 °C 

por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72 °C por 40 segundos, 30 ciclos de: 95 °C por 30 

segundos, 50 °C por 30 segundos e 72 °C por 40 segundos, e uma extensão final a 72 °C 

durante 10 minutos. 

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1% e aqueles com tamanho 

esperado foram purificados pela adição de 2,5 µL de EXO-FAP (exonuclease I + FastAP 

Alkaline Phosphatase) a cada 10 µl de produto e incubação a 37 ºC por 30 minutos e 80 ºC por 

15 minutos. 

A reação de sequenciamento foi realizada com o Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit 

(Applied Biosystems). Para cada reação foram adicionados 1 µL de solução Big Dye, 1 µL de 

primer (10 µM, o mesmo da PCR inicial), 1,5 µL de tampão do Big Dye, 1 µL de produto 

amplificado e 5,5 µL de água MilliQ. O protocolo de reação foi: desnaturação inicial a 96 ºC 

por 1 minuto, 30 ciclos de: 96 ºC por 10 segundos, 50 ºC durante10 segundos e 60 ºC por 4 

minutos. 

Para a precipitação dos produtos, foram adicionados 80 µL de isopropanol e a mistura foi 

mantida por 20 minutos no escuro à temperatura ambiente, depois centrifugados durante 40 

minutos a 4000 rpm e em seguida o sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 200 µL de 

etanol 70%, seguido de centrifugação a 4000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante foi 

descartado. Finalmente, as amostras foram mantidas a 37 ºC até secarem e foram enviadas para 

leitura em sequenciador automático ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems). 

Identificação dos haplótipos, testes de recombinação e neutralidade. 

As sequências forward e reverse de cada marcador de cada amostra foram editadas visualmente, 

combinadas e alinhadas no programa Geneious versão R9 (http://www.geneious.com, Kearse et 

al. 2012). O alinhamento foi realizado pelo método MUSCLE (Edgar 2004) e foi verificado 

visualmente. Os indivíduos heterozigotos foram identificados pela presença de picos duplos no 

eletroferograma e esses sítios foram codificadas de acordo com o código da International Union 

of Pure and Apllied Chemistry (IUPAC). Os haplótipos foram inferidos mediante análise 

bayesiana implementada no programa PHASE 2.1 (Stephens et al. 2001; Stephens & Donnelly 

2003) considerando o limite padrão de p e q = 0,9. Foram realizadas 10 corridas independentes 

com diferentes pontos de partida. Cada corrida teve 500 iterações e burn-in de 100; ainda, a 

última corrida foi 10 vezes mais longa do que as outras (i.e. burn-in de 1000 e 5000 iterações). 

Só foram consideradas para as análises subsequentes as sequências com fases gaméticas com 
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probabilidade maior do que 0,7 (Harrigan et al. 2008). Para avaliar a existência de sinal de 

recombinação foi aplicado para cada marcador o teste phi (Bruen et al. 2006) implementado no 

programa SplitsTree 4.14.4 (Huson & Bryant 2006). Os marcadores com sinal de recombinação 

(P < 0.05) foram reduzidos ao maior bloco não recombinante seguindo o teste dos quatro 

gametas (Hudson & Kaplan 1985) implementado no programa DNAsp 5.1 (Librado & Rozas 

2009). Os haplótipos foram identificados no Network 5.0 (Fluxus Technology Ltd). 

Sexagem de indivíduos  

Dado que os machos apresentam dois cromossomos Z e as fêmeas só um, é esperado que os 

indivíduos heterozigotos para marcadores ligados ao cromossomo Z sejam machos. Porém não é 

possível distinguir se um indivíduo é macho ou fêmea quando não há presença de picos duplos 

no eletroferograma. Isso ocorre porque uma sequência sem picos duplos pode ser de um macho 

homozigoto (com duas cópias idênticas) ou de uma fêmea (com uma única cópia). Como a 

informação sobre o sexo de 163 indivíduos não estava disponível e era necessário saber o sexo 

dos indivíduos cujas sequências não apresentaram picos duplos para duplicar (machos 

homozigotos) ou não (fêmeas) as sequências ligadas ao cromossomo Z nas análises, foi 

realizada a sexagem molecular  dos indivíduos com sexo desconhecido.  

 A PCR foi realizada em termociclador Veriti 9902 (Applied Biosystems). Foi utilizada uma 

mistura com 1 µL da amostra de DNA (≥ 25ng/ µL), 4,7 µL de água miliQ, 1 µL de tampão 

10x), 1 µL de dNTPs (2 mM), 1 µL de cada primer (forward e reverse; 5 µM cada), 0,2 µL de 

MgCl2 (25mM) e 0,1 µL de Taq polimerase (GE Healthcare, 5 U/µl). Foram usados os primers 

P2 (5’-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3´) e P8 (5´-CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3´; 

Griffiths et al. 1998). As condições de PCR foram: 1 ciclo de desnaturação a 95 °C por 5 

minutos, 40 ciclos de: 95 °C por 1 minuto, 51 °C por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos, e 

uma extensão final a 72 °C durante 7 minutos. Os produtos foram visualizados em gel de 

agarose 2% depois da eletroforese durante 1,5 horas a 50V e 80 MA. As fêmeas foram 

identificadas pela presença de duas bandas e os machos pela presença de uma banda única. 

Estrutura populacional 

As relações entre os haplotípos foram inferidas baseadas em cada marcador independentemente 

por meio de median joining network (MJ, Bandelt et al. 1999) no Network 5.0 (Fluxus 

Technology Ltd) com o critério de frequência >1 inativo e usando a opção MP (Polzin & 

Daneshmand 2003). Para analisar se havia estrutura populacional e identificar o número mais 

provável de populações (K) utilizando o marcador mitocondrial ND2 foi usado o BAPS 6.0 

(Corander & Tang 2007; Corander et al. 2008). O modelo adotado foi o Codon linkage que 

permite inserir sequências completas (não alelos codificados como números), no modo Not fixed 

K e foi fornecido o vetor de valores máximos de populações [1 1 1 2 2 2 3 3 3 4 4 4 5 5 5 10 10 

15 15]. Esses números máximos foram repetidos visando ter réplicas da mesma análise. E os 

números de 1 a 5 foram repetidos mais vezes do que o 10 e 15 porque as análises exploratórias 
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indicaram no máximo K=4. O STRUCTURE 2.3 (Pritchard et al. 2000) também foi usado para 

analisar se havia estrutura populacional e se havia sinal de introgressão e fluxo gênico entre as 

populações usando o admixture model. Inicialmente foi feita uma análise usando só os 

marcadores nucleares e só os machos para evitar qualquer possível violação ao incluir fêmeas 

não diplóides. Em seguida foi feito um segundo conjunto de análises incluindo as fêmeas, 

primeiro utilizando só os marcadores nucleares e depois todos os marcadores (incluindo o 

mitocondrial). Todas as análises foram feitas considerando e não considerando a informação da 

localidade de coleta das amostras como prior (LOCPRIOR). Os haplótipos de cada marcador 

(loco) foram codificados como alelos únicos atribuindo-lhes um único valor inteiro. O segundo 

alelo (inexistente) do marcador mitocondrial e dos marcadores ligados ao Z de fêmeas foi 

codificado como dado ausente. Em cada uma das análises foram realizadas 20 execuções 

independentes para cada K variando de 1 a 10 com burn-in de 100.000 e um run length de 

100.000. Para identificar o número de populações mais provável foi seguido o método de 

Evanno et al. (2005) que considera que o melhor K é o que apresenta maior ∆K. As réplicas das 

execuções com as K com maior ∆K foram alinhadas no CLUMPP 1.1.2b usando o algoritmo 

FullSearch (Jakobsson & Rosenberg 2007) para K=2 e o algoritmo Greedy  (Jakobsson & 

Rosenberg 2007) na opção 2 e com 55 mil repetições para K=4. Os gráficos dos dados do 

STRUCRURE alinheados no CLUMPP foram gerados no DISTRUCT 1.1 (Rosenberg 2004). 

 Os grupos genéticos detectados no STRUCTURE foram testados em uma análise de variância 

molecular (AMOVA) para cada marcador no ARLEQUIN 3.5.2.2 (Excoffier et al. 2005) 

usando uma matriz de distância genética pairwise difference (ФST) e 16.000 permutações. 

Ainda, o teste de Mantel (Sokal & Rolf 1995) também implementado no ARLEQUIN 3.5.2.2, 

foi executado para cada marcador para testar se havia correlação entre as distâncias genética e 

geográfica em P. leucoptera usando 100.000 permutações aleatórias. Para isso foi calculada a 

distância genética ФST entre localidades no mesmo programa enquanto que a distância 

ortodrômica entre as localidades foi calculada utilizado o pacote geosphere v1.5-5 com a função 

distVincentyEllipsoid (Hijmans 2016) implementado no programa R (R Development Core 

Team 2008). 

Parâmetros populacionais  

Para cada par de populações encontradas foram estimados os seguintes parâmetros 

populacionais: tamanho efetivo de cada população (1 e 2) e da população ancestral no 

momento da divergência (a), taxas de fluxo gênico entre as populações (m1 e m2) e tempo de 

divergência (t) no programa IMa (Hey & Nielsen 2007) utilizando todos os marcadores. Para 

isso, foram executadas análises exploratórias para identificar os melhores priors para os 

parâmetros. Depois foram feitas duas análises finais que diferiram só no seed para verificar a 

convergência das estimativas dos parâmetros. Essas corridas finais foram feitas por 11 milhões 
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de gerações usando o modelo de aquecimento geométrico com 40 cadeias e burn-in de 1 

milhão, utilizando θ1 e θ2 = 10, m1 e m2 =10 e t= 2 (linha de comando: -b1000000 -d100 -fg -g1 

0.99 -g2 0.92 -l 100000 –m1 10 –m2 10 –q1 10 –t 10 –u 2.33). Verificou-se que os valores de 

tamanho efetivo da amostra (ESS) foram superiores a 50. Os picos das distribuições posteriores 

foram assumidos como valores estimados dos parâmetros. Foi adotado o modelo de substituição 

HKY (Hasegawa et al. 1985) para todos os marcadores. Para considerar a diferença de tamanho 

efetivo populacional de acordo com o tipo de marcador foram usadas valores escalares de 

herança de 0,25 para o loco mitocondrial, 0,75 para os locos ligados ao Z e de 1,0 para os 

anônimos. Assumimos taxas de mutação de 3.6E-9 e de 3.9E-9 por sítio por ano para os 

marcadores nucleares anônimos e ligados ao cromossomo Z, respectivamente (Axelsson et al. 

2004) e de 1.05E-8 por sítio por ano para o marcador mitocondrial ND2 (Wier & Schluter 2007) 

e tempo de geração de 2,33 anos (Maldonado-Coelho 2012).  

Também, foi calculado o tempo médio (utilizando todos os marcadores) dos eventos de 

migração para cada par de populações adjacentes para compreender melhor os cenários 

históricos. Espera-se que eventos de migração concentrados perto do presente sejam 

congruentes com um cenário de contato secundário com fluxo gênico posterior a uma 

divergência alopátrica, enquanto que eventos de migração distribuídos amplamente no tempo 

seriam congruentes com um cenário de fluxo gênico acontecendo desde a separação da 

população ancestral (Won & Hey 2005). 

Cálculo das estatísticas sumárias e história demográfica 

Para cada população encontrada e cada marcador foram calculados: número de haplotipos (H), 

número de sítios segregantes (S), diversidade haplotípica (Hd) e diversidade nucleotídica (π, 

Nei 1987). Foram realizados o teste D de Tajima (Tajima 1989) para testar a hipótese nula de 

neutralidade dos marcadores e os testes Fs de Fu (Fu 1997) e R2 (Ramos-Onsins & Rozas 2002) 

para testar a hipótese nula de tamanho populacional constante. Todos as estimativas e 

estatísticas sumárias foram calculadas no programa DNAsp5 (Librado & Rozas 2009). A 

significância dos índices foi inferida no mesmo programa baseada em 1000 simulações 

coalescentes.  

A história demográfica de cada uma das populações encontradas foi reconstruída 

independentemente utilizado o método Bayesiano coalescente Extended Bayesian Skyline Plot 

(EBSP, Heled & Drummond 2008) no programa BEAST.v2.4.6 (Bouckaert et al. 2014) usando 

só os marcadores nucleares, só o marcador mitocondrial e todos os marcadores. Os indivíduos 

das localidades 27, 28 e 29 não foram incluídos porque nessa região parece haver uma clina 

entre duas das populações encontradas (LCN e LCS), ou seja, não é possível determinar a qual 

linhagem esses indivíduos pertencem. Foi adotado o modelo de substituição HKY (Hasegawa et 

al. 1985) e relógio molecular estrito para todos os marcadores. Na análise utilizando só o 

marcador mitocondrial foi adotada a taxa de mutação de 0,021 substituições por milhão de anos 
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(Wier & Schluter 2007). Na análise utilizando só marcadores nucleares a taxa de 0,0072 de 

substituições por milhão de anos  foi adotada para o marcador PLAA1 (Axelsson et al. 2004) e 

o programa estimou as taxas dos outros marcadores. Na análise usando todos os marcadores, foi 

adotada a taxa acima para o ND2 e as taxas dos outros marcadores foram estimadas. Nessas 

últimas duas análises, foram adotados priors uniformes (0 a 1 % de substituição por milhão de 

anos) para as taxas de mutação que foram estimadas visando diminuir a chance de inferência de 

valores não palusíveis. Nas análises usando só o marcador mitocondrial foi feita uma corrida de 

50 milhões de passos com amostragem cada 5 mil passos. Para as outras análises foram feitas 

corridas de 500 milhões de passos com amostragem cada 25.000 passos. Os 10 % de passos 

iniciais foram descartados como burn-in. O tamanho efetivo amostral posterior (ESS) foi 

verificado usando TRACER v1.6. Somente foram aceitas corridas com ESS igual ou maior do 

que 200. Quando um valor de ESS inferior foi obtido, foi realizada nova corrida independente e 

os resultados das duas corridas foram combinados no LogCombiner até conseguir o ESS 

desejado. A plotagem foi feita no R (R Development Core Team 2008). 
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Resultados 

 

Variabilidade dos marcadores e teste de recombinação  

Para o ND2 foi obtida uma matriz com 996 caracteres para 469 indivíduos das duas espécies e 

dos híbridos morfológicos. Para o PLAA1 a matriz continha 608 caracteres de 320 indivíduos. 

A matriz de BRM15 continha 349 caracteres de 419 indivíduos. Para CHDZ-18 foi obtida uma 

com 314 caracteres para 453 indivíduos. Para VIDY a matriz apresentou 352 caracteres para 

452 indivíduos. Para GK439 foram obtidos 330 caracteres para 386 indivíduos. Para 55J7 a 

continha 298 caracteres de 468 individuos (Tabelas S1 a S3).  

Como é esperado para marcadores ligados ao cromossomo Z, não foram encontrados sítios 

heterozigotos em fêmeas (Tabelas S1 a S3). O resultado do teste phi foi não significante para os 

marcadores ND2, PLAA1, BRM15, VIDY e 55J7 (P > 0.005). Porém, a hipóteses nula de 

ausência de recombinação não foi aceita para os marcadores CHD-Z (P = 1.7E-3) e GK439 (P = 

1.8 E-5), seja analisando todos os indivíduos do gênero como por espécie. Depois de efetuar o 

teste dos quatro gametas se detectaram no marcador CHD-Z quatro blocos não recombinantes, 

sendo o maior deles entre os sítios 285 e 314 (30 pb). No marcador GK439 se detectaram cinco 

blocos não recombinantes e o maior deles compreendeu o segmento entre os sítios 150 e 172 

(23 pb). Assim, para as análises subsequentes do CHD-Z a matriz continha 30 caracteres e 453 

indivíduos e para o GK439, 23 caracteres e 386 indivíduos.  

No ND2 se identificaram 86 sítios polimórficos (S) sendo 33 informativos para parcimônia (PI).  

No PLAA haviam 45 S e 34 PI. No BRM15 foram observados 11 S e 5 PI. No VIDY, 34 S e 20 

PI. No 55J7 foram identificados 8 S e 2 PI. No CHD-Z foram encontrados 33 S e 32 PI; mas em 

seu maior bloco não recombinante (30 pb) só se identificaram 3 S e 2 PI. Finalmente, no GK439 

foram observados 45 S e 43 PI; enquanto no seu maior bloco não recombinante (23 pb) só se 

identificaram 4 S, sendo todos PI.  

Estrutura populacional e geográfica  

Baseado em todos os marcadores nucleares (ligados ao Z e anônimos) foram encontrados dois 

ou quatro  grupos geneticamente diferenciados com correspondência geográfica, mas que 

apresentam mistura (Figuras 1 e 2). Quando não foi utilizado o LOCPRIOR no STRUCTURE o 

∆K apresentou valores mais altos para K=2 e K=4.  
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Figura 2. Análise de estrutura populacional de P. atra e P. leucoptera na Mata Atlântica utilizando os marcadores 

nucleares. Nos gráficos de A a C cada barra vertical representa um indivíduo e sua cor indica a proporção de sua 

composição genética considerando os grupos geneticamente diferenciados que foram encontrados. Os indivíduos 

estão apresentados segundo a latitude de amostragem (menor à esquerda a maior à direita). Nos casos de K=4, A: P. 

atra, LCN: P. leucoptera do norte da região central, LCS: P. leucoptera do sul da região central e LS: P. leucoptera 

da região sul. (A) K=2 e K=4 baseados em sete marcadores nucleares (PLAA - 608 pb, BRM15 – 349 pb, CHDZ18 – 

30 pb, VIDY – 352 pb, 55J7 – 298 pb e GK439 – 23 pb), somente 356 machos e sem o uso do LOCPRIOR. (B) Idem 

a A, mas com LOCPRIOR. (C) K=4 baseado nos setes marcadores nucleares em A e B mais o marcador mitocondrial 

(ND2 – 996 pb) de563 individuos (machos e fêmeas) 1: sem LOCPRIOR, 2: com LOCPRIOR. (D) Distribuição do 

∆K baseado na análise de sete marcadores nucleares (PLAA – 608 pb, BRM15 – 349 pb, CHDZ18 – 30 pb, VIDY – 

352 pb, 55J7 – 298 pb e GK439 – 23 pb) de 563 machos e fêmeas  sem o LOCPRIOR. ■: indica os indivíduos 

híbridos:                     : indica os indivíduos na clina. 
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Se assumirmos K=2, P. atra é recuperada como um grupo genético diferente de P. leucoptera e 

os híbridos são atribuídos a P.atra. Já considerando K=4, os grupos encontrados ocorrem ao 

longo do eixo latitudinal na MA. Esses grupos, da menor para a maior latitude, foram 

denominados: Atra (A, P. atra, que inclui os hibridos), Leucoptera Centro Norte (LCN, P. 

leucoptera do norte da região central), Leucoptera Centro Sul (LCS, P. leucoptera do sul da 

região central) e Leucoptera Sul (LS, P. leucoptera da região sul). A única linhagem de P. atra 

(A) ocupa a distribuição da espécie desde o nordeste do estado de Sergipe até aproximadamente 

o curso médio da margem norte do rio Paraguaçu, onde ela encontra a LCN. A linhagem LCN 

se distribui desde o limite norte da distribuição de P. leucoptera na zona de contato com P. atra 

até aproximadamente a margem norte do rio de Contas. Já a LCS se distribui aproximadamente 

entre os rios de Contas e Doce. Finalmente, a LS ocorre aproximadamente desde a margem sul 

do rio Doce até a o limite sul da distribuição da espécie. Cabe ressaltar que é possível observar 

uma transição entre LCN e LCS ocorrendo entre os rios de Contas e Pardo, onde há 

aparentemente maior introgressão entre os indivíduos. Quando utilizado o LOCPRIOR, ∆K 

apresentou picos em K=2 e K=3. Assumindo K=2, se verifica a separação de P. atra e P. 

leucoptera. Já K=3 recupera P. atra, LS e um grupo de P. leucoptera do centro (LC, com 

indivíduos de LCN e LCS; Figura S2).  

Em geral, os resultados obtidos das análises no STRUCTURE são congruentes entre si. A 

análise utilizando só os indivíduos machos recupera o mesmo padrão de estrutura de análises 

utilizando todos os indivíduos, tanto quando utilizando apenas os marcadores nucleares (Figura 

2) como quando usando o conjunto total de marcadores (Figura S3). Da mesma forma, o uso ou 

não do LOCPRIOR não altera a estrutura populacional, mas o grau de mistura de ancestralidade 

dos indivíduos é maior sem considerar o LOCPRIOR. 

Nas redes de haplótipos pode-se observar que, em geral, cada uma das quatro populações 

recuperadas no STRUCRTURE é composta de um conjunto de haplótipos exclusivos e outros 

compartilhados (Figuras 3 a 5). É evidente que alguns haplotipos compartilhados entre 

populações são muito mais frequentes em uma determinada população e raros em outras.  

Porém, também existem haplótipos compartilhados em alta frequência em todas as populações. 

Não foi possível identificar claramente em nenhuma das redes de haplótipos as quatro 

populações identificadas no STRUCTURE. Assim, os diferentes marcadores apresentam níveis 

variados de estruturação geográfica e apresentam algum sinal da estrutura indicada pelo 

STRUCTURE. 

A rede de haplótipos do PLAA1 (Figura 3) mostra o maior nível de diferenciação entre as duas 

espécies em comparação com os demais marcadores. Assim, P. atra possui quatro haplótipos de 

PLAA1, dois deles exclusivos da espécie, o de maior frequência também encontrado em quatro 

indivíduos de P. leucoptera do norte da região central (LCN) e um haplótipo que ocorre em seis 
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indivíduos de P. atra mas é compartilhado com indivíduos de P. leucoptera das linhagens da 

região central (LCN e LCS). Ainda, nessa rede de haplótipos se observa que P. atra não 

compartilha haplótipos com P. leucoptera do sul (LS) enquanto LCN e LCS parecem ter uma 

tendência a ter relação mais estreita entre elas do que cada uma com LS. As três populações de 

P. leucoptera possuem haplótipos exclusivos e outros compartilhados; sendo a maioria de 

haplótipos compartilhados mais frequente em uma determinada população. LS tem o maior 

número de haplótipos exclusivos e apresenta um indício de subestrutura por conter alguns 

haplótipos (um deles com alta frequência- 27 cópias, topo da Figura 3A) que ocorrem 

exclusivamente do limite sul da distribuição de LS até a margem sul do rio Tietê e em algumas 

localidades perto da cabeceira desse rio.  

Na rede de haplótipos do BRM15 (Figura 3B) o haplótipo mais frequente está distribuído em 

frequência similar em todas as linhagens. No entanto, há outros haplótipos que, a despeito de 

serem compartilhados, apresentam uma distribuição geográfica que não é tão homogênea, mas 

com pelo menos um haplótipo mais frequente em uma das linhagens A, LCS ou LS que é raro 

nas outras. A exceção é LCN que não possui haplótipo de frequência particularmente mais 

elevada. 

A rede de haplótipos baseada no segmento não recombinante do CHD-Z18 (Figura 3C) não 

apresentou sinal de estruturação geográfica. Porém, há haplótipos exclusivos de A e uma 

relação próxima entre LCS e LS, pois possuem haplótipos ausentes em A e LCN e haplótipos 

que, embora presentes nas outras linhagens, tem frequência maior neles. 

A rede de haplótipos e a estrutura genética inferida no BAPS baseado no marcador ND2 não 

separam A e LCN como grupos distintos, mas mostram diferenciação entre LCS e LS (Figura 

4). A rede de haplótipos (Figura 4A) mostra as linhagens A e LCN intimamente associadas 

formando um único cluster, com o haplótipo mais frequente presente nos dois grupos em 

proporções similares e vários haplótipos exclusivos de cada linhagem. Em termos gerais com 

relação a LCN, há um maior número de haplótipos e de maior frequência na margem sul do rio 

Paraguaçu do que na margem norte. Também a maioria de haplótipos distribuídos na margem 

sul desse rio não foram encontrados na margem norte. Isso pode sugerir que a presença desse 

marco fisiográfico pode diminuir a homogeneização entre A e LCN na margem sul. Já na 

margem norte essas linhagens estão em contato. Também pode se observar que o cluster 

A+LCN é mais próximo de LCS do que de LS. Ainda, LCS e LS compartilham vários 

haplótipos. Assim como para o PLAA1, a linhagem LS apresenta o maior número de haplótipos 

exclusivos. A análise bayesiana (Figura 4B) também não separa P. atra (A) da população de P. 

leucoptera adjacente (LCN), mas os agrupa (cor cinza). No entanto, os resultados indicam a 

presença de duas populações que são congruentes com LCS (amarelo) e LS (azul) e 

adicionalmente uma pequena população (vermelho) que ocorre ao longo de toda a MA. 
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Figura 3. Redes de haplótipos dos marcadores ligados ao cromossomo Z: PLAA1 (608 pb, A), BRM15 (349 pb, B) e 

CHDZ-18 (30 pb, C). Cada haplótipo está representado por um círculo cujo tamanho é proporcional à sua frequência 

e está colorido proporcionalmente à sua distribuição nas linhagens encontradas no presente estudo, sendo A: rosa, 

LCN: verde, LCS: amarelo e LS: azul. Os números associados à cada haplótipo indicam as localidades onde ocorre. 

Cada ponto preto representa um passo mutacional e losangos cinza representam haplótipos intermediários 

(hipotéticos) que não foram amostrados. N- número de indivíduos; n- número de sequências. 
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Figura 4. Estrutura populacional de P. atra e P. leucoptera na Mata Atlântica baseada em 996 pb do marcador 

mitocondrial ND2. (A) Rede de haplótipos. Cada haplótipo está representado por um círculo cujo tamanho é 

proporcional à sua frequência e está colorido proporcionalmente à sua distribuição nas linhagens encontradas no 

presente estudo, sendo A: rosa, LCN: verde, LCS: amarelo e LS: azul.  Os números associados à cada haplótipo 

indicam as localidades onde ocorre. Cada ponto preto representa um passo mutacional e losangos cinza representam 

haplótipos intermediários (hipotéticos) que não foram amostrados. N= número de indivíduos e de sequências. (B) 

Resultado da análise no BAPS. Cada barra vertical representa um indivíduo e está colorida de acordo com a 

linhagem. 

A 
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A rede de haplótipos do VIDY (Figura 5A), assim como os resultados do marcador 

mitocondrial, exibiu uma forte associação entre A e LCN com diversos haplótipos 

compartilhados. Ainda, indica algum indício de diferenciação de LS com haplótipos exclusivos 

de alta, média e baixa frequências. De modo semelhante ao PLAA1, o haplótipo exclusivo de 

maior frequência em LS ocorre só desde o limite sul da distribuição desse grupo até a margem 

sul do rio Tietê e em algumas localidades perto da cabeceira desse rio. De modo parecido com 

os resultados do ND2, as linhagens LCS e LS aparecem próximos e compartilham vários 

haplótipos. A parte mais à esquerda dessa rede de haplótipos mostra um padrão típico de 

indicativo de expansão populacional. 

As redes obtidas com o marcador 55J7 (Figura 5B) e com o fragmento não recombinante do 

GK439 (Figura 5C) não possuem sinal de estrutura populacional. O 55J7 possui um haplótipo 

de alta frequência distribuído ao longo da MA e um segundo haplótipo de frequência 

relativamente alta característico de A, mas presente em alguns indivíduos da LCN (Figura 5B). 

No GK439 (Figura 5C) há haplótipos exclusivos de A e relação próxima entre LCS e LS (que 

possuem haplótipos ausentes em A e LCN e haplótipos que, embora presentes nas outras 

linhagens, tem frequência maior neles). 

 Os dois grandes grupos genéticos encontrados no STRUCTURE (K=2), que correspondem às 

duas espécies atualmente reconhecidas como P. atra e P. leucoptera, foram corroborados pelos 

resultados da AMOVA (P ˂ 0.001) dos marcadores PLAA1 e VIDY, mas não foram 

significativamente diferentes (P ˃ 0.001) baseado nos outros marcadores (Tabela 1). Entretanto, 

as quatro populações (K=4) foram corroboradas por todos os marcadores excetuando CHDZ-18 

e 55J7. Quando consideramos que LCN e LCS formam a linhagem única LC (K=3), as três 

populações são corroboradas pelos resultados baseados nos marcadores ND2, PLAA1 e VIDY. 
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Figura 5. Redes de haplótipos dos marcadores anônimos: VIDY (352 pb, A), 55J7 (298 pb, B) e GK439 (330 pb, 

C). Cada haplótipo está representado por um círculo cujo tamanho é proporcional à sua frequência e está colorido 

proporcionalmente à sua distribuição nas linhagens encontradas no presente estudo, sendo A: rosa, LCN: verde, LCS: 

amarelo e LS: azul.  Os números associados à cada haplótipo indicam as localidades onde ocorre. Cada ponto preto 

representa um passo mutacional e losangos cinza representam haplótipos intermediários (hipotéticos) que não foram 

amostrados. N= Número de indivíduos, sendo o número de sequências = 2N. 
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Tabela 1. Análise de variância molecular (AMOVA) de P. atra e P. leucoptera e suas linhagens para 

cada marcador (ND2 [996 pb], PLAA1 [608 pb], BRM15 [349 pb], CHDZ-18 [314 pb], VIDY [352 pb], 

55J7 [298 pb] e GK439 [330 pb]). gl: graus de liberdade; % var: porcentagem da variância total explicada 

por fonte de variação; Фi.f : Índices de fixação, *: valor significativo para probabilidade P ˂ 0.001. 

 

Grupos 

definidos 
Fonte de variação 

Marcador 

ND2 (mitocondrial) 

g.l %var Ф i.f valor-p 

P. atra/ P. 

leucoptera  

Entre grupos (ФCT) 1 16.89 0.16886 0.00169±0.00033 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

68 32.91 0.39596* 0.00000±0.00000 

Entre localidades (ФST) 401 50.20 0.49796* 0.00000±0.00000 

A/LC/LS Entre grupos (ФCT) 2 28.47 0.28470* 0.00000±0.00000 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

67 20.47 0.28611* 0.00000±0.00000 

Entre localidades (ФST) 401 51.06 0.48935* 0.00000±0.00000 

A/LCN/LCS/LS Entre grupos (ФCT) 3 39.50 0.39540* 0.00000±0.00000 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

66 9.25 0.15287* 0.00000±0.00000 

Entre localidades (ФST) 401 51.25 0.48752* 0.00000±0.00000 

  PLAA1 (ligado ao Z) 

P. atra/ P. 

leucoptera 

Entre grupos (ФCT) 1 48.98 0.48983* 0.00000±0.00000 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

59 11.10 0.21755* 0.00000±0.00000 

Entre localidades (ФST) 442 39.92 0.60082* 0.00000±0.00000 

A/LC/LS Entre grupos (ФCT) 2 42.76 0.42758* 0.00000±0.00000 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

58 9.82 0.17160* 0.00000±0.00000 

Entre localidades (ФST) 442 47.42 0.52581* 0.00000±0.00000 

A/LCN/LCS/LS Entre grupos (ФCT) 3 40.00 0.40000* 0.00000±0.00000 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

57 10.01 0.16676* 0.00000±0.00000 

Entre localidades (ФST) 442 49.99 0.5006* 0.00000±0.00000 

  BRM15  (ligado ao Z) 

P. atra/ P. 

leucoptera 

Entre grupos (ФCT) 1 8.86 0.08865 0.00637±0.00063 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

69 9.39 0.10301* 0.00000±0.00000 

Entre localidades (ФST) 619 81.75 0.18252 0.00000±0.00000 

A/LC/LS Entre grupos (ФCT) 2 5.35 0.05353 0.00144±0.00027 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

68 9.22 0.09741* 0.00000±0.00000 

Entre localidades (ФST) 619 85.43 0.14573* 0.00000±0.00000 

A/LCN/LCS/LS Entre grupos (ФCT) 3 8.96 0.08958* 0.00000±0.00000 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 
66 5.96  0.06546* 0.00037±0.00015 

Entre localidades (ФST) 616 85.08 0.14918* 0.00000±0.00000 
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Continuação da Tabela 1  

Grupos 

definidos 
Fonte de variação 

Marcador 

  CHDZ-18  (ligado ao Z) 

  g.l %var Ф i.f valor-p 

P. atra/ P. 

leucoptera 

Entre grupos (ФCT) 1 3.49 0.03487 0.02093±0.00109 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

68 9.30 0.09641* 0.00000±0.00000 

Entre localidades (ФST) 673 87.21 0.12791* 0.00000±0.00000 

A/LC/LS Entre grupos (ФCT) 2 1.51 0.01507 0.05037±0.00188 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 
67 9.76 0.09906* 0.00000±0.00000 

Entre localidades (ФST) 673 88.74 0.11264* 0.00000±0.00000 

A/LCN/LCS/LS Entre grupos (ФCT) 3 1.85 0.01852 0.03487±0.00142 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

66 9.36 0.09537* 0.00000±0.00000 

Entre localidades (ФST) 673 88.79 0.11212* 0.00000±0.00000 

  VIDY (anônimo) 

P. atra/ P. 

leucoptera 

Entre grupos (ФCT) 1 17.9 0.17975* 0.00000±0.00000 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

68 10.86 0.13234* 0.00000±0.00000 

Entre localidades (ФST) 834 71.17 0.28831* 0.00000±0.00000 

A/LC/LS Entre grupos (ФCT) 2 12.09 0.12088* 0.00000±0.00000 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 
67 10.11 0.11503* 0.00000±0.00000 

Entre localidades (ФST) 834 77.80 0.22200* 0.00000±0.00000 

A/LCN/LCS/LS Entre grupos (ФCT) 3 11.09 0.11087* 0.00000±0.00000 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

65 9.63 0.10826* 0.00000±0.00000 

Entre localidades (ФST) 831 79.29 0.20712* 0.00000±0.00000 

  55J7 (anônimo) 

P. atra/ P. 

leucoptera 

Entre grupos (ФCT) 1 29.88 0.29878 0.00481±0.00052 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

70 12.61 0.17988* 0.00000±0.00000 

Entre localidades (ФST) 883 57.51 0.42492* 0.00000±0.00000 

A/LC/LS Entre grupos (ФCT) 2 18.73 0.18734 0.00181±0.00032 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

69 14.93 0.18373* 0.00000±0.00000 

Entre localidades (ФST) 883 66.33 0.33665* 0.00000±0.00000 

A/LCN/LCS/LS Entre grupos (ФCT) 3 16.40 0.16396 0.00275±0.00039 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

67 15.74 0.18821* 0.00000±0.00000 

Entre localidades (ФST) 880 67.87 0.32131* 0.00000±0.00000 

  GK439 (anônimo) 

P. atra/ P. 

leucoptera 

Entre grupos (ФCT) 1 9.09 0.09087 0.00331±0.00043 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

65 7.36 0.08094* 0.00006±0.00006 

Entre localidades (ФST) 699 83.55 0.16445* 0.00000±0.00000 

A/LC/LS Entre grupos (ФCT) 2 7.47 0.07474 0.00006±0.00006 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

65 6.25 0.06752 0.00206±0.00032 

Entre localidades (ФST) 700 86.28 0.13721* 0.00000±0.00000 

A/LCN/LCS/LS Entre grupos (ФCT) 3 8.26 0.08256* 0.00006±0.00014 

Entre localidades dentro 

de cada grupo (ФSC) 

63 5.11 0.05565 0.00600±0.00064 

Entre localidades (ФST) 699 86.64 0.13361* 0.00000±0.00000 
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Teste de Mantel  

Foi encontrada correlação entre as distâncias genética e geográfica em P. leucoptera  (P ˂ 

0.001) nos marcadores ND2 e PLAA1 (Tabela 2), porém o R2 indica que a relação é muito 

baixa, sendo de 9% e 4%, respectivamente. Desta forma, a distribuição da variabilidade genética 

de P. leucoptera encontrada ao longo da Mata Atlântica não é explicada em grande medida pela 

distância geográfica.  

Tabela 2. Teste de Mantel entre as distâncias geográfica e genética (ФST) de P. leucoptera. 

 

 

 

 

Diversidade genética  

O número de haplótipos (H) e as diversidade e haplotídica (Hd) e nucleotídica (π) de cada 

linhagem se encontram na Tabela 3. Em geral, os valores de H, Hd e π foram maiores nas 

linhagens de P. leucoptera do que em P. atra. Somente os marcadores VIDY e 55J7 

apresentaram Hd e π maior em P. atra. Entre os marcadores sem sinal de recombinação, PLAA 

apresentou maior diversidade, seguido em ordem decrescente por ND2, VIDY, BRM15 e 55J7.  

Quando considerado K=4 e o conjunto total de locos, LS apresentou maior número de 

haplótipos (115), seguido por LCS (99), LCN (84) e A (55; Tabela 3). LS possuiu o maior 

número de haplótipos exclusivos (72) seguido por LCS (37), LCN (34) e A (20; Figuras 3 a 5). 

LS também apresentou o maior número de sítios segregantes (113) seguido de LCS (93), LCN 

(79) e A (60). Com relação a Hd e π, LCS mostrou a maior diversidade (Hd: 358.3; π: 5.12), 

seguido por LS (Hd: 320.3; π: 4.4), LCN (Hd: 268.3; π: 2.9) e A (Hd: 237.5; π: 2.7).  

Quando considerado K=3 e o conjunto total de locos, LC apresentou maiores números totais de 

haplótipos (146), de haplótipos exclusivos (83) e de sítios segregantes (125) do que LS. Porém, 

diferentemente de quando se considera K=4 e com relação a Hd e π, LS apresentou um pouco  

mais de diversidade do que LC (Hd: 319.6; π: 4.3).  

Parâmetros populacionais 

Como era esperado, as datas estimadas de divergência entre as linhagens interespecíficas e 

intraespecíficas foi muito recente, no Pleistoceno tardio e começo do Holoceno. Entre A e LCN 

o tempo de divergência estimado foi de aproximadamente 200 mil anos atrás (kyr) (90% de 

densidade posterior [HPD]: 500-50 kyr; Figura 6). O número efetivo populacional estimado de 

LCN (1.48, 90% HPD: 0.87-2.20) foi mais do que o dobro do que o estimado para A (0.57, 90% 

Marcador Coeficiente de 

correlação r 

Coeficiente de 

determinação R2 

valor-p 

ND2 0.301205 0.090725* 0.000000 

PLAA1 0.206002 0.042437* 0.000150 

BRM15 0.003725 0.000014 0.450060 

CHDZ-18 -0.027177 0.000739 0.678870 

VIDY 0.202788 0.041123 0.001840 

55J7 -0.004686 0.000022 0.539340 

GK439 0.038413 0.001476 0.194570 
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HPD: 0.31-0.96; Figura 7A). A distribuição do intervalo de 90% HPD do número efetivo 

populacional da população ancestral (0.01-1.02) se sobrepôs bastante à distribuição do intervalo 

de 90% HPD de A, mas se sobrepôs pouco à de LCN. Há sinal de migração de alelos em ambas 

direções, sendo a taxa maior de LCN para A (3.45, 90% HPD: 0.57-10.59) do que de A para 

LCN (2.65, 90% HPD: 0.67-7.69; Figura 8A). O tempo dessa migração parece ser recente, ou 

seja, após a separação das linhagens (Figura 9A).  

Tabela 3. Estatísticas sumárias para cada marcador e cada linhagem genética encontrada no 

STRUCTURE.  N: número de sequências; S: número de sítios segregantes; H: número de haplótipos: h: 

número de haplótipos exclusivos; Hd: diversidade haplotípica; π: diversidade nucleotídica; D: D de 

Tajima; Fs: Fs de Fu; R2: R2 de Ramos-Onzins & Rozas. NS: não significante (P ˃ 0.05); * Significante (P 

˂ 0.05); ** Significante (P ˂0.01). 

Marcador  Linhagem  N S H h Hd%  π%  D Fs R2 

ND2 Todas 469 86 86 - 83.2  0.371  - - - 

 A 118 25  20  14 58.6 0.199 -1.7729* -11.101* 0.0364* 

 LC 210 40 35  23 79.6 0.335 -1.7436* -18.891** 0.0318* 

 LCN 106 28 24 14 62.9 0.153 -2.1109* -15.878** 0.0268* 

 LCS 104 22 17 6 77.9 0.329 -0.7664NS -4.221NS 0.0691NS 

 LS 141 62 47  32 75.1 0.30 -2.3175** -39.749** 0.0247* 

PLAA Todas 515 45 78 - 91.5 1.087 - - - 

 A 153 18 4    2 41.7 0.279 -1.2613NS 1.141NS 0.0472NS 

 LC 205 37 48  36 94.0 0.928 -0.4622NS -7.695NS 0.0700NS 

 LCN 105 28 26 11 91.0 0.923 -0.0187NS -0.944NS 0.0929NS 

 LCS 100 30 36 18 92.4 0.871 -0.5425NS -9.250* 0.0783NS 

 LS 157 25 36  28 87.6 0.738 0.1054NS -4.285NS 0.0916NS 

BRM15 Todas 687 11 12 - 32.5  0.124  - - - 

 A 130 3 4    0 29.6 0.091 -0.7396NS -1.349NS 0.0582NS 

 LC 304 10 11  4 33.5 0.155 -1.3729NS -6.122NS 0.0315NS 

 LCN 145 5  6 1 16.8 0.061 -1.5302NS -3.356NS 0.0258NS 

 LCS 159 9 10 3 48.6 0.229 -1.0156NS -3.515NS 0.0518NS 

 LS 253 4 5    1 29.7 0.09 -0.8976NS -2.205NS 0.0432NS 

CHDZ Todas 729 3 4 - 6.1 1.043 - - - 

 A 175 2 3  1 13.1 0.914 -0.2592NS 0.086NS 0.0656NS 

 LC 304 2 3  0 29.4 0.996 -0.0727NS 0.133NS 0.0747NS 

 LCN 140 1 2 0 18.2 0.608 0.01788NS 0.528NS 0.0911NS 

 LCS 164 2 3 0 37.6 1.296 0.13375NS 0.418NS 0.1145NS 

 LS 250 2 3  0 33.4 1.143 0.06449NS 0.351NS 0.0972NS 

VIDY Todas 904 34 49 - 45.8 0.338 - - - 

 A 170 8 18  7 58.5 0.506 -0.6883NS -2.916NS 0.0714NS 

 LC 406 29 34  17 44.8 0.308 -2.1353** -28.062** 0.0136* 

 LCN 190 14 21 7 54.8 0.309 -1.4619NS -12.123** 0.0347NS 

 LCS 216 26 27 9 54.9 0.285 -2.2025** -24.383** 0.0176* 

 LS 328 13 15  7 47.1 0.217 -1.4677NS -7.200NS 0.0296NS 

55J7 Todas 936 8 9  7.8 0.027 - - - 

 A 214 2 3  1 21.9 0.074 -0.4713NS -0.6110NS 0.0629NS 

 LC 394 3 4  2 3.5 0.012 -1.3486NS -6.4978NS 0.0239NS 

 LCN 202 2 3 1 5.7 0.019 -1.1293NS -3.095NS 0.0367NS 

 LCS 192 1 2 1 1.1 0.004 -0.9587 -2.754 0.0727 

 LS 328 4 5  4 3.0 0.001 -1.5840* -10.146* 0.0237* 

GK439 Todas 772 4 5  34.3 1.526 - - - 

 A 204 2 3  1 14.1 0.622 -0.7894NS -1.426NS 0.0358NS 

 LC 320 3 4  0 34.8 1.557 -0.3639NS -0.613NS 0.0597NS 

 LCN 152 1 2 0 19.7 0.855 0.1100NS 0.658NS 0.0983NS 

 LCS 168 3 4 0 45.8 2.106 -0.1383NS -0.199NS 0.0807NS 

 LS 248 3 4  0 44.4 1.95 -0.1377NS -0.178NS 0.0781NS 
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Entre LCN e LCS a data de divergência estimada foi de 260 kyr (90% HPD: 480-140 kyr). O 

número efetivo populacional estimado de LCN (1.26, 90 % HPD: 0.77-1.92) foi congruente 

com o calculado quando analisado o par A-LCN, mas menor do que o número efetivo 

populacional estimado de LCS (1.68, 90 % HPD: 1.06-2.52; Figura 7B). A distribuição do 

intervalo do 90% HPD do número efetivo populacional da população ancestral (0.01-0.83) se 

sobrepôs parcialmente ao intervalo 90% HPD de LCN, mas foi menor e não se sobrepôs à do 

intervalo de 90% HPD estimado para LCN. Houve sinal de migração de alelos em ambas as 

direções, sendo levemente maior de LCS para LCN (5.19, % HPD: 2.21-10.55) do que de LCN 

para LCS (4.35, % HPD: 1.05-9.39; Figura 8B). Essa migração parece ser recente e não parece 

ter ocorrido desde a separação das linhagens (Figura 9B).  

Entre LCS e LS o tempo de divergência estimado foi de aproximadamente 130 kyr (90% HPD: 

470-70 kyrs; Figura 6C). O número efetivo populacional estimado de LS (2.5, 90% HPD: 1.76-

3.59) foi quase o dobro do estimado para LCS (1.5, 90% HPD: 1.06-2.40). A distribuição do 

intervalo de 90% HPD do número efetivo populacional da população ancestral (0.09-1.31) se 

sobrepôs à do 90% HPD de LCS, mas foi menor e não se sobrepôs à do intervalo 90% HPD 

estimado para LS (Figura 7C). Houve sinal de fluxo gênico em ambas direções, mas de LS para 

LCS (12.97, % HPD: 7.22-14.99) foi seis vezes maior do que de LCS para LS (1.98, % HPD: 

0.02-6.07; Figura 8C). Essa migração parece ser recente e não parece ter ocorrido desde a 

separação das linhagens (Figura 9C).  

 

 

 

Figura 6. Estimativas de datas de divergência (em milhão de anos, Myr) entre pares de linhagens 

adjacentes de Pyriglena, A: P. atra, LCN: P. leucoptera do norte da região central, LCS: P. leucoptera do sul da 

região central e LS: P. leucoptera da região sul, baseado em sete marcadores nucleares (PLAA- 608 pb, BRM15- 349 

pb, CHDZ18- 30 pb, VIDY- 352 pb, 55J7- 298 pb e GK439- 23 pb) e um marcador mitocondrial (ND2- 996 pb). 
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Figura 7. Gráficos IMa do tamanho efetivo 

populacional entre pares de linhagens adjacentes 

de Pyriglena, A: P. atra, LCN: P. leucoptera do 

norte da região central, LCS: P. leucoptera do sul 

da região central e LS: P. leucoptera da região sul, 

baseado em sete marcadores nucleares (PLAA- 

608 pb, BRM15- 349 pb, CHDZ18- 30 pb, VIDY- 

352 pb, 55J7- 298 pb e GK439- 23 pb) e um 

marcador mitocondrial (ND2- 996 pb). 

Figura 8. Gráficos IMa das taxas de migração entre 

pares de linhagens adjacentes de Pyriglena, A: P. 

atra, LCN: P. leucoptera do norte da região central, 

LCS: P. leucoptera do sul da região central e LS: P. 

leucoptera da região sul, baseado em sete 

marcadores nucleares (PLAA- 608 pb, BRM15- 

349 pb, CHDZ18- 30 pb, VIDY- 352 pb, 55J7- 298 

pb e GK439- 23 pb) e um marcador mitocondrial 

(ND2- 996 pb). (A) m1 e m2: fluxo de LCN para A 

e vice-versa. (B) m1 e m2: fluxo de LCS para LCN 

e vice-versa. (C) m1 e m2: fluxo de LS para LCS e 

vice-versa. 
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História demográfica 

Os resultados dos testes de neutralidade e de mudanças no tamanho efetivo populacional estão 

na Tabela 3. O teste D de Tajima do marcador mitocondrial foi significante em A, LCN e LS. 

Assim, a hipótese nula de neutralidade do ND2 nessas linhagens foi rejeitada. Por outro lado, 

esse teste não foi significante para a maioria dos marcadores nucleares na maioria das linhagens, 

com exceção do marcador VIDY na LCS e do marcador 55J7 na LS. De maneira semelhante, os 

testes Fs de Fu e R2 tiveram valores negativos e significantes no ND2 para todas as linhagens, 

menos na LCS, sugerindo presença de sinal de expansão demográfica em A, LCN e LS. Ainda, 

os testes Fs de Fu e R2 não foram significantes para a maioria de marcadores nucleares na 

maioria das linhagens, com exceções do marcador VIDY que indica expansão demográfica em 

LCN e LCS, do marcador 55J7 que indica expansão em LS e de PLAA que sugere expansão em 

LCS.  

Os resultados dos Extended Bayesian Skyline Plots (EBSPs) foram parcialmente concordantes 

com os resultados anteriores. As análises utilizando só o marcador mitocondrial ND2  

assinalaram expansão demográfica de todas as linhagens, iniciando-se há aproximadamente 20 

mil anos atrás em A, LCN e LCS e há 30 mil anos em LS (Figura 10). Esse sinal foi mais 

facilmente observado nos histogramas de distribuição dos eventos demográficos (Figura 11). 

Interessantemente, LS também apresentou sinal de declínio populacional há cerca de 15 mil 

anos atrás e uma segunda expansão mais recente. Os EBSPs utilizando os marcadores nucleares 

B 

Figura 9. Gráficos IMa de eventos de migração ao 

longo do tempo  (em milhão de anos, Myr) entre pares 

de linhagens adjacentes de Pyriglena, A: P. atra, 

LCN: P. leucoptera do norte da região central, LCS: 

P. leucoptera do sul da região central e LS: P. 

leucoptera da região sul, baseado em sete marcadores 

nucleares (PLAA- 608 pb, BRM15- 349 pb, CHDZ18- 

30 pb, VIDY- 352 pb, 55J7- 298 pb e GK439- 23 pb) 

e um marcador mitocondrial (ND2- 996 pb).  (A) m1 e 

m2: Tempo do fluxo de LCN para A e vice-versa. (B) 

m1 e m2: Tempo do fluxo de LCS para LCN e vice-

versa. (C) m1 e m2: Tempo do fluxo de LS para LCS 

e vice-versa. 
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apresentam intervalos de credibilidade amplos mas apresentam sinal de expansão populacional 

recente (Figura 12) que é mais facilmente observado nos histogramas de distribuição dos 

eventos demográficos (Figura 13). Esse resultado foi congruente com os resultados com o ND2 

(Figuras 10 e 11). Os resultados do EBSP e de distribuição dos eventos demográficos baseados 

no conjunto total de marcadores, mitocondrial e nucleares (Figuras 14 e 15), indicam expansão 

populacional em todas as linhagens, também congruente com os outros resultados. Aqui é 

importante explicar que o sinal de estabilidade há mais de 50 kyr nos EBSPs baseado somente 

marcadores nucleares (Figura 12) ou no conjunto total de marcadores (Figura 14) deve ser 

interpretado com cuidado. Como de 50 kyr para trás a estimativa se baseia somente nos priors e 

não nos dados observados, essa estabilidade pode não ser real. Assim, consideramos que há 

sinal de expansão recente em A, LCN e LCS e um pouco mais antiga em LS (Figuras 10, 12 e 

14). Ainda, a análise mais detalhada da distribuiçãoo posterior dos EBSPs (Figuras S4 a S6) 

indica que o intervalo de confiança de 95% dos valores representa bem as histórias 

demográficas das linhagens. 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 10. Extended Bayesian Skyline Plots representando a história demográfica das linhagens encontradas, Pyriglena atra - A 

(A), P. leucoptera do norte da região central - LCN (B), P. leucoptera do sul da região central - LCS (C) e P. leucoptera da região 

sul - LS (D) baseado no marcador mitocondrial ND2. O eixo do tempo está em milhão de anos, o zero representa o presente. A linha 

pontilhada indica a trajetória da medianda do log do tamanho efetivo populacional ao longo do tempo. A área cinza representa o 

intervalo de credibilidade de 95%. 
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Figura 11. Histogramas da distribuição dos eventos demográficos linhagens encontradas de Pyriglena atra - A (A), P. leucoptera 

do norte da região central - LCN (B), P. leucoptera do sul da região central - LCS (C) e P. leucoptera da região sul - LS (D) 

baseado no marcador mitocondrial ND2. O eixo do tempo está em milhão de anos, o zero representa o presente. O eixo de 

densidade apresenta os valores do log do tamanho efetivo populacional. 
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Figura 12. Extended Bayesian Skyline Plots representando a história demográfica das linhagens encontradas, Pyriglena atra - A 

(A), P. leucoptera do norte da região central - LCN (B), P. leucoptera do sul da região central - LCS (C) e P. leucoptera da região 

sul - LS (D) baseado em sete marcadores nucleares: PLAA1, BRM15, CHDZ-18, VIDY,55J7 e GK439. O eixo do tempo está em 

milhão de anos, o zero representa o presente. A linha pontilhada indica a trajetória da mediana do log do tamanho efetivo 

populacional ao longo do tempo. A área cinza representa o intervalo de credibilidade de 95%. 
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Figura 13. Histogramas da distribuição dos eventos demográficos das linhagens encontradas de Pyriglena atra - A (A), P. 

leucoptera do norte da região central - LCN (B), P. leucoptera do sul da região central - LCS (C) e P. leucoptera da região sul - LS 

(D) baseado nos marcadores nucleares: PLAA1, BRM15, CHDZ-18, VIDY, 55J7 e GK439. O eixo do tempo está em milhão de 

anos, o zero representa o presente. O eixo de densidade apresenta os valores do log do tamanho efetivo populacional. 

  

A B 

C D Tempo Tempo 

Tempo Tempo 

D
en

si
d

ad
e 

D
en

si
d

ad
e 

D
en

si
d

ad
e 

D
en

si
d

ad
e 



 

41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Extended Bayesian Skyline Plots representando a história demográfica das populações das linhagens encontradas, 

Pyriglena atra - A (A), P. leucoptera do norte da região central - LCN (B), P. leucoptera do sul da região central - LCS (C) e P. 

leucoptera da região sul - LS (D) baseado no marcador mitocondrial ND2 e nos marcadores nucleares: PLAA1, BRM15, CHDZ-18, 

VIDY,55J7 e GK439. O eixo do tempo está em milhão de anos, o zero representa o presente. A linha pontilhada indica a trajetória 

da mediana do log do tamanho efetivo populacional ao longo do tempo. A área cinza representa o intervalo de credibilidade de 95%. 
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Figura 15. Histogramas da distribuição dos eventos demográficos linhagens encontradas de Pyriglena atra - A (A), P. leucoptera 

do norte da região central - LCN (B), P. leucoptera do sul da região central - LCS (C) e P. leucoptera da região sul - LS (D) 

baseado no marcador mitocondrial ND2 e nos marcadores nucleares: PLAA1, BRM15, CHDZ-18, VIDY, 55J7 e GK439. O eixo do 

tempo está em milhão de anos, o zero representa o presente. O eixo de densidade apresenta os valores do log do tamanho efetivo 

populacional. 

  

A B 

C D 

Tempo Tempo 

Tempo Tempo 

D
en

si
d

ad
e 

D
en

si
d

ad
e 

D
en

si
d

ad
e 

D
en

si
d

ad
e 



 

43 

 

Discussão 

Estrutura Populacional 

Foram encontradas quatro linhagens (A, LCN, LCS e LS; Figura 2) que compartilham 

haplótipos (Figura 3 a 5) e que apresentam sinal de fluxo gênico (Figura 8). Embora a análise no 

IMa indica fluxo gênico entre linhagens (Figura 8), é importante alertar aqui que a mistura de 

ancestralidade encontrada em alguns indivíduos segundo a análise do STRUCTURE (Figura 2) 

não necessariamente seja resultado de fluxo gênico, pois também pode ser devido à retenção de 

polimorfismo ancestrais. Ainda, essa mistura de ancestralidade pode ser consequência de 

ausência de sequências de determinados marcadores para todos os indivíduos (Tabelas S1, S2 e 

S3). Por exemplo, na Figura 2A (K=4) o indivíduo LGEMA11661 que se encontra na posição 

24 da esquerda para a direita foi encontrado como pertencente à linhagem de P. atra (“A”, 

vermelho) e possui grande porcentagem de amarelo que caracteriza a linhagem LCS de P. 

leucoptera. Isso poderia levar a concluir que essa alta quantidade de ancestralidade LCS poderia 

ser resultado de fluxo gênico entre as linhagens. No entanto, esse resultado pode ter sido 

influenciado pela falta de sequência do marcador PLAA desse indivíduo (Tabela S1). Como 

ressaltado anteriormente, o PLAA é muito informativo para distinguir as duas espécies. O 

mesmo acontece com vários outros indivíduos e com outros marcadores (Tabelas S1 a S3). 

Infelizmente, não foram realizadas análises somente com indivíduos contendo sequências de 

todos os marcadores, pois o tamanho amostral seria reduzido para 89 indivíduos 

maioritariamente da LS 

Barreiras fisiográficas 

Nenhuma cadeia montanhosa parece constituir barreira geográfica entre as linhagens 

encontradas.  No entanto, a região de encontro das duas possíveis sub-linhagens de LS parece 

coincidir com o Vale do rio Paraiba do Sul (VRPS). Como essas sub-linhagens são pouco 

divergentes (i.e. evento muito recente) e a origem do VRPS é muito antiga (Mioceno-Plioceno, 

Petro & Fúlfaro 1983), é pouco plausível aceitar que a sub-estrutura em LS possa ter surgido 

devido às mudanças ecológicas associadas à formação do VRPS.  

Por outro lado, a distribuição geográfica das quatro linhagens encontradas e das possíveis sub-

linhagens de LS indica alguma coincidência geográfica com alguns grandes rios na MA. Porém, 

os rios não podem ser aceitos como barreiras geográficas primárias, uma vez que a divergência 

entre todas as linhagens é muito recente (Pleistoceno e Holoceno; Figura 6) e as drenagens 

costeiras na MA se estabeleceram antes do Pleistoceno (Ribeiro 2006). Além disso, o sinal de 

fluxo gênico entre linhagens (Figura 7) indica que há alguma dispersão através desses rios. 

Contudo, esses rios podem ser barreiras secundárias que impedem parcialmente o fluxo gênico 

entre margens e ajudam manter as frequências alélicas características de cada linhagem ou no 

caso da possível sublinhagem de LS, pode reforçar a diferenciação. Considerando que em outros 
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Thamnophilidae é reportada baixa capacidade de dispersão (Moore et al. 2008) e que o rio 

Tocantins foi proposto como barreira primária entre linhagens de Pyriglena leuconota 

(Maldonado-Coelho et al. 2013), rios podem ser e ter sido barreiras fisiográficas importantes na 

história do gênero Pyriglena.  

O rio Paraguaçu (Figura 1) parece ser uma barreira que evita parcialmente o fluxo gênico entre 

as margens, pois poucos dos haplótipos de ND2 de LCN localizados na margem sul do rio 

ocorrem na margem norte. Assim, possivelmente o haplótipo de ND2 mais frequente em A e 

LCN que ocorre por toda a área de distribuição das duas linhagens parece ser um polimorfismo 

ancestral. Por outro lado, como a margem sul apresentou maior número de haplótipos e com 

maior frequência com relação aos da margem norte sugere que o rio impede a livre 

homogeneização entre A e LCN, sendo esse efeito mais forte na margem norte onde ocorre o 

contato entre as espécies. 

O rio de Contas marca a separação de LCN e LCS (Figura 1). No entanto, nas Figuras 2B (K=4) 

e 2C (2) pode-se observar uma clina ao longo das localidades 27, 28 e 29 entre os rios de Contas 

e Pardo, onde os indivíduos apresentam mais mistura. Quando considerados somente os 

marcadores nucleares, esses indivíduos apresentam porcentagens aproximadamente similares de 

cada uma das duas linhagens (Figura 2), mas quando o marcador mitocondrial é adicionado à 

análise, uma percentagem mais elevada de LCS é atribuída aos indivíduos na clina (Figura S1). 

Esse resultado é congruente com a análise do BAPS (Figura 4B) que indica que os indivíduos 

dessas localidades são atribuídos ao grupo genético congruente com LCS. E também é 

congruente com a rede de haplótipos do ND2 (Figura 4A) na qual observa-se que os indivíduos 

dessas localidades possuem o haplotipo mais frequente e característico de LCS. Além disso, 

haplótipos de frequência relativamente alta ocorrem só nas localidades dessa clina. A transição 

entre LCN e LCS entre esses rios poderia sugerir a presença de isolamento por distância. Porém, 

o teste de Mantel não foi significante para a maioria dos marcadores e para aqueles que foi 

significante, a correlação foi muito baixa, então não foi possível aceitar a distância geográfica 

como fator para explicar a clina entre essas linhagens. É possível que os rios de Contas e Pardo 

sejam barreiras parciais para o fluxo gênico e então, que as populações localizados entre eles 

recebam alelos tanto da margem norte do rio de Contas como da margem sul do rio Pardo, 

fazendo com que seja difícil atribuir esses indivíduos a uma das duas linhagens identificadas. 

Enquanto indivíduos na margem norte do rio de Contas (LCN) e ao sul do rio Pardo (LCS) 

intercambiam menos alelos entre eles e se mantêm com suas identidades. Contudo, as análises 

utilizando ND2 (Figura S3) indicam que os indivíduos nas localidades na clina estão mais 

relacionados com aqueles na margem sul do rio Pardo.   

O rio Doce marca a separação da distribuição de LCN e LS (Figura 1). Presença de quebra 

genética congruente com a presença do rio Doce é um padrão identificado em muitas espécies 

da MA, incluindo aves (Cabanne et al. 2008, d`Horta et al. 2011). Também, o indicio de 
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subestrutura encontrado em LS é congruente geograficamente com quebras genéticas 

encontradas no centro do estado de São Paulo em outras aves (Cabanne et al. 2008, d`Horta et 

al. 2011). Neste caso o rio Tietê parece ser o ponto de encontro das possíveis sub-linhagens, um 

padrão concordante com outros estudos na MA que assinalam as proximidades desse rio como 

ponto de contato secundário entre unidades evolutivas diferentes (Amaro et al. 2012). Então, é 

possível que os rios Doce e Tietê tenham ou estejam favorecendo a diferenciação de LS pois a 

observação recorrente de zonas de contato em diferentes espécies pode indicar a presença de 

fatores comuns promovendo a divergência.  

Em todos os casos mencionados, o efeito desses grandes rios como de barreiras ao fluxo gênico 

pode não ser tão forte devido à presença de olhos-de-fogo nas suas cabeceiras, onde sua 

eficiência como barreira seria mais fraca. 

Hipóteses dos Refúgios (HR) e o Modelo Carnaval-Moritz (MCM) 

Os padrões genéticos e geográficos encontrados para Pyriglena atra e P. leucoptera não são 

compatíveis com a HR no contexto do MCM. Depois de testar duas grandes predições esperadas 

sob esse cenário, nenhuma delas foi apoiada. Primero, não foram encontrados sinais de histórias 

demográficas diferentes ao longo da MA, a saber, estabilidade nas linhagens no centro da MA 

(onde o MCM previu a presença de um refúgio florestal no último máximo glacial) e sinal de 

expansão unicamente na linhagem no sul da MA (onde o MCM previu ausência de refúgio). Ou 

seja, baseados nos resultados dos histogramas demográficos (Figuras 11 a 15) e Extended 

Bayeia Skyline Plot (EBSPs; Figuras 10 a 14) não há evidências de que as linhagens de P. atra e 

P. leucoptera apresentaram histórias demográficas muito diferentes. Segundo, a linhagem do sul 

(LS) não apresentou menor diversidade genética do que as demais (Tabela 3). Pelo contrário, é a 

linhagem que exibiu maior diversidade quanto a números de haplótipos, de haplótipos 

exclusivos e de sítios segregantes. Embora no tocante às diversidades nucleotídica e haplotípica 

seja superada pela LCS, seus valores foram maiores do que os da LCN. Ainda, mesmo 

considerando somente uma linhagem na região central, LC (se considerar K=3), os valores de 

diversidades de LS foram similares e não notoriamente inferiores aos dessa única linhagem no 

centro da MA. A menor diversidade genética no sul da MA devido à instabilidade da floresta 

nessa região é uma das principais predições do MCM e que não foi cumprida no presente 

estudo. Além disso, a identificação de uma linhagem própria do sul da MA também não seria 

esperada segundo o MCM, pois não seria esperado haver uma linhagem em uma região onde a 

floresta não foi estável suficiente para manter as populações. No entanto, foi encontrado sinal de 

expansão populacional nessa linhagem do sul (Figuras 14 e15), como prevista pelo MCM.  

A presença de uma linhagem restrita ao sul poderia até poderia ser explicada num contexto de 

genetic surfing (Peischl et al. 2016), o que permitiria a rápida diferenciação de grupos genéticos 

durante sua expansão populacional a partir da região central da MA (ao norte do rio Doce) para 

o sul. No entanto, além dessa linhagem de Pyriglena no sul da MA, há táxons (Fouquet et al. 
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2012) e linhagens (Cabanne et al. 2008, d`Horta et al. 2011) endêmicos do sul da MA com 

origem estimada no Pleistoceno ou antes deles. Assim, a presença de vários táxons endêmicos 

seria mais compatível com um cenário no qual a floresta se manteve estável abrigando esse 

táxons.  

Hipótese de isolados de montanha (HIM) 

A distribuição das linhagens encontradas não permite refutar a HIM. A divergência entre 

linhagens foi estimada em ter ocorrido no Pleistoceno tardio, um período onde os eventos 

climáticos podem ter ocasionado a contração da MA em refúgios florestais associados a cadeias 

montanhosas. A localização de LCN ao norte do rio de Contas e de LCS ao sul do rio Pardo 

(excluindo a zona de clina) é congruente com a distribuição geográfica de outros organismos 

cujos táxons irmãos ocorrem segregados na porção norte (Chapada Diamantina) ou na porção 

sul (zona centro-sul do estado de Minas Gerais) da Serra do Espinhaço (aves: Vasconcelos et al. 

2012, Vasconcelos et al. 2008; plantas: Harley 1995; anfíbios: Leite 2008). A disjunção de 

táxons na Serra do Espinhaço poderia estar associado a eventos vicariantes ocasionados pela 

separação das populações das porções norte e sul por uma barreira ecológica de vegetação seca 

nos vales dos rios de Contas, Pardo e Jequitinhonha, impedindo o fluxo gênico entre essas 

regiões (Ribeiro et al. 2008, Lugli & Haddad 2006, Leite 2008). Se as mudanças climáticas 

durante o Pleistoceno conseguiram reduzir a floresta úmida e esta só foi mantida nas áreas 

montanhosas, a população ancestral de LCN e LCS pôde ter ficado refugiada na Serra do 

Espinhaço e se diferenciado devido à barreira ecológica imposta pela vegetação seca dos vales 

dos rios de Contas e Pardo. Ainda, a linhagem LCS ao sul do rio Doce pode ter ficado refugiada 

nas florestas associadas às serras da Mantiqueira, dos Órgãos e do Mar.  

O sinal de expansão populacional recente encontrado em todas as linhagens de Pyriglena 

(Figuras 10 a 15) sugere que suas histórias demográficas foram similares ao longo da MA e 

pode estar relacionado com a expansão dos fragmentos florestais confinados nessas serras 

depois do último máximo glacial (LGM) do Pleistoceno, há aproximadamente 20 mil anos atrás 

(kyr). Com exceção do sinal de expansão em LS que parece indicar uma expansão mais antiga, 

há 30 kyr, possivelmente relacionado com uma expansão florestal no sul que precedeu o LGM 

(Ledru et al. 2009). O fato de a diversidade genética não ter sido evidentemente maior em 

nenhuma linhagem é congruente com esse cenário e pode sugerir a presença de remanecentes 

florestais nas serras ao longo de toda MA sob condições similares e não, como sugerido pelo 

MCM, condições menos favoráveis no sul. Esses refúgios associados às montanhas teriam 

mantido populações sem sinal de gargalo de garrafa (Figuras 11, 13 e 15), excetuando o declínio 

populacional em LS detectado pelo marcador mitocondrial há 15 kyr. Por outro lado, o fluxo 

gênico entre as linhagens parece ser recente (Figura 9) e congruente com um cenário de fluxo 

posterior à divergência. Isso não refuta a HIM e poderia indicar que as linhagens se 

diferenciaram em alopatria nos diferentes refúgios florestais associados às serras e, depois que 
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as condições climáticas permitiram a expansão dessas florestas, entraram em contato secundário 

com fluxo gênico. Também segundo o observado nas redes de haplótipos (Figuras 3 a 5), a LCN 

é mais próxima da linhagem adjacente LCS do que da linhagem mais distante LS, segundo o 

que esperado pela HIM. Em relação à P. atra, é possível que alguns indivíduos da população do 

ancestral de P. atra e P. leucoptera ficaram isolados nas serras no nordeste do Brasil, na atual 

área de distribuição de P. atra e, com isso teria-se permitido ocorrer a diferenciação 

interespecífica. Embora não muitos autores discutem seus resultados à luz da HIM, alguns 

outros resultados de estudos de organismos da MA são congruentes com essa hipótese (d`Horta 

et al. 2011). 

Hipótese dos gradientes ecológicos (HGE) 

A variação genética entre as linhagens de Pyriglena encontradas não é conforme o esperado sob 

a HGE. Os fatores abióticos e bióticos não são uniformes na MA, ou seja, temperatura, umidade 

e composição florística e faunística muda ao longo dos gradientes latitudinal e atitudinal 

(Ribeiro 2009,  Carnaval et al. 2014). Por exemplo, é bem documentado que ao sul do rio Doce, 

a composição da MA muda consideravelmente com relação à margem norte (Zamborlini et al. 

2016). Essas mudanças ao longo do domínio podem ser o cenário para a diversificação 

conforme a HGE, mas não se sabe se podem ser consideradas de fato ambientes diferentes para 

Pyriglena. Contudo, ainda se assumíssemos que cada uma das linhagens encontradas ocorre em 

ambiente diferente, a análise de AMOVA hierárquica (Tabela 1) indica em todos os marcadores 

que a variação genética entre indivíduos da mesma localidade é maior do que a variação entre 

localidades da mesma linhagem e ainda mais, é maior do que a variação entre linhagens 

(excetuando PLAA quando considerado K=2). Assim, seleção natural não parece ser a principal 

força que levou à diversificação das linhagens aqui analisadas, mas permanece em aberto a 

possibilidade de a deriva ter sido importante. 

Hipótese da Floresta Atlantis 

Recentemente foi proposto por Leite et al. (2016) que, ao contrário das predições da HR na MA, 

a floresta úmida e suas populações expandiram sua distribuição durante os períodos glaciais 

(inclusive no LGM) em direção à plataforma continental que então estaria exposta devido à 

regressão marinha; enquanto durante os períodos interglaciais essa floresta estaria fragmentada. 

Assim, segundo essa hipótese denominada como Hipótese da Floresta Atlantis (HFA) espera-se 

encontrar sinal de expansão tantos nos períodos glacias como nos interglaciais. Ainda, a HFA 

prevê expansão populacional em direção ao norte durante o LGM devido às baixas temperaturas 

nas latitudes maiores e expansão para o sul durante o período interglacial. O padrão 

filogeográfico encontrado no presente estudo não é congruente com a HFA. Ao comtrário dos 

resultados de Leite et al. (2016) não foi encontrada uma única população panmítica, mas 

linhagens diferenciadas (apesar de não reciprocamente monofiléticas). As linhagens A, LCN e 

LCS apresentaram sinal de expansão populacional só no final do LGM, mas não durante o 
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período glacial. Com exceção de LS que apresentou sinal de expansão antes do começo do 

LGM concordante com uma possível expansão florestal há aproximadamente 30 mil anos atrás 

(Ledru et al. 2009). Por outro lado, os resultados das análises no IMa sugeriram que as 

divergências entre linhagens parecem ter ocorrido no Pleistoceno tardio (Figura 6) 

possivelmente em alopatria (Figura 9). Se a MA não tivesse se contraído durante o LGM, as 

espécies dependentes de floresta como P. atra e P. leucoptera teriam tido uma área de 

distribuição contínua e a divergência observada teria ocorrido em simpatria (ou parapatria) ou 

devido à presença de alguma barreira geográfica ou ecológica não evidente. O primeiro caso é 

muito pouco provável dado que diversificação simpátrica é rara; enquanto diversificação 

alopátrica é o modo de diversificação dominante em aves (Phillimore et al. 2008). Ademais, em 

um cenário de simpatria seria esperado que encontrar forte sinal de seleção natural e os 

resultados observados no presente estudo não indicam isso (Tabela 1). Finalmente, no presente 

estudo foi encontrado sinal de gargalo de garrafa na linhagem mais ao sul (LS) durante o 

Holoceno, o que não é esperado segundo as predições da HFA, ainda mais quando a hipótese 

propõe expansão dos organismos em direção ao sul durante os interglaciais.  

Diversificação de Pyriglena na MA 

Embora existam quebras genéticas que se associam recorrentemente com certas regiões 

geográficas na MA, os padrões populacionais são idiossincráticos entre as espécies sugerindo 

que os fatores ambientais e geográficos na história da MA não afetam todas as espécies da 

mesma maneira. O padrão filogeográfico de Pyriglena leucoptera encontrado no presente 

estudo parece ser congruente com as predições da HIM. 1) A distribuição geográfica das 

linhagens encontradas é congruente com a presença de cadeias montanhosas importantes na MA 

(Figura 1). 2) O tempo de divergência estimado entre linhagens situa-se no Pleistoceno tardio 

(Figura 6), quando a floresta pode ter ficado reduzida a fragmentos estáveis nas serras durante 

períodos secos. 3) O fato de a diversidade genética não ser notoriamente maior em nenhuma 

linhagem (Tabela 3) é congruente com esse cenário, mas não com a HR no contexto do MCM. 

4) O sinal demográfico similar em todas as linhagens (Figuras 11, 13 e 15) é compatível com 

um cenário onde as populações refugiadas nos remanecentes florestais associados às serras 

expandiram sua distribuição quando os fatores climáticos foram apropriados. 5) As linhagens 

adjacentes são aparentemente mais próximas entre si do que linhagens não adjacentes (Figuras 3 

a 5). Por outro lado, os rios de Contas, Pardo e Doce (Figura 1) parecem ter atuado como 

barreiras geográficas secundárias, ou seja, nesses marcos as linhagens que se divergiram nas 

serras se encontraram após sua expansão e eles podem ter um papel importante de manter a 

identidade dos grupos genéticos diferenciados. Finalmente, a divergência entre as linhagens 

encontradas não parece ser resultado de seleção (Tabela 1).   

Em geral, o foco de muitos estudos filogeográficos de organismos da MA tem sido testar a HR e 

o MCM, enquanto outras hipóteses (como a HIM) têm recebido menos atenção. Não obstante, 
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além do presente trabalho, os resultados de vários estudos rejeitam as predições principais do 

MCM. Primeiro, a presença de muitos táxons endêmicos do sul e associados à Serra do Mar 

(Silva et al. 2004) não podem ser explicados na ausência de grandes áreas florestais estáveis 

nessa região. Ainda, outros resultados como sinal de expansão de populações na região central 

(Amaral et al. 2011, Cabanne et al. 2008, d`Horta et al. 2011) não são congruentes com a 

estabilidade dessa região predita pelo MCM. Assim, como os resultados obtidos para Pyriglena 

e outros organismos da MA não refutam a HIM, essa hipótese poderia estar associada à 

diversificação desses diferentes organismos na MA e deveria ser testada mais detalhadamente.  

Análises prévias de Pyriglena na MA  

Os resultados do estudo filogeográfico realizado por Maldonado-Coelho (2012) utilizando o 

marcador ND2 e as mesmas espécies do presente estudo sugere, ao contrário do presente 

trabalho, que o padrão filogeográfico de Pyriglena concorda parcialmente com a HR e o MCM. 

Seus resultados não coincidem em muitos aspectos com o presente estudo.  

1) Nos dois estudos a estrutura genética de ND2 recuperou três clusters na rede de haplótipos, 

porém as relações entre os clusters foi diferente. Na rede de haplótipos obtida por Maldonado-

Coelho (2012) o cluster associado à região sul da MA (que aqui foi denominada como linhagem 

LS) está relacionado intimamente com o cluster associado à região mais ao norte. Enquanto no 

presente trabalho o cluster do sul não apresentou relação mais próxima com o cluster mais ao 

norte (linhagens A e LCN), mas com o cluster associado à região central (linhagem LCS) que, 

por sua vez, se relaciona com o cluster mais ao norte. Esses resultados diferentes podem ser 

produto da utilização de diferentes métodos na construção das relações entre haplótipos, isto é, 

os programas Network (no presente estudo) e TCS (utilizado por Maldonado-Coelho 2012). 

2) De acordo com Maldonado-Coelho (2012) não foram identificadas quebras filogeográficas 

concordantes com a presença de grandes rios na MA, como encontrado no presente estudo. O 

resultado de Maldonado-Coelho (2012) pode ser consequência de dois fatores: (a) seu estudo 

não identificou as duas linhagens de P. leucoptera que ocorrem ao norte do rio Doce (só 

reconheceu um grupo genético na região central da MA) que permitiram no presente estudo 

sugerir o rio de Contas ou o rio Pardo como barreira. (b) com a intenção de testar a HR 

Maldonado-Coelho (2012) agrupou as localidades amostradas como pertencentes a dois grupos, 

“dentro do refúgio” (P. leucoptera central do presente estudo) e “fora do refúgio” (P. 

leucoptera do sul do presente estudo). E como uma única localidade “dentro do refúgio” está ao 

sul do rio Doce, esse rio não foi considerado como barreira entre os grupos. Se esses grupos 

artificiais não tivessem sido adotados, seria observado que o cluster no sul estaria restrito à 

margem sul do rio Doce, como encontrado no presente estudo.  

3) Segundo Maldonado-Coelho (2012) na região central da MA não houve sinal de expansão, 

porém, os índices D de Tajima, Fs de Fu e R2 foram estimados por localidade amostrada e não 

por linhagem encontrada. Dssa maneira, o número de sequências por localidade ( =10) pode ter 
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sido baixo demais para realizar estimativas confiáveis. Ainda, o bayesian skyline plot que indica 

tendência de estabilidade populacional foi realizado utilizando as sequências da maioria das 

localidades na região central da MA (situadas no grupo “dentro do refúgio”). Ou seja, a análise 

utilizou indivíduos de linhagens diferentes (i.e. LCN e LCS) que não pertencem a uma única 

população panmítica, por tanto esses resultados deveriam ser interpretados com cuidado. Já o 

bayesian skyline plot utilizando as sequências das localidades no sul da MA, ou seja, ao sul do 

rio Doce (grupo “fora do refúgio”) que é a região onde a linhagem LS do presente estudo 

ocorre, indica expansão que teria começado há 30 mil anos, o que também foi encontrada no 

presente trabalho.  

4) Maldonado-Coelho (2012) encontrou maior diversidade nucleotídica na região central da MA 

do que na região sul, porém deve ser considerado que sua análise da região central reúne 

indivíduos de duas linhagens. Enquanto o presente estudo estimou a diversidade de cada 

linhagem.  

Em termos gerais as discrepâncias entre o trabalho de Maldonado-Coelho (2012) e o presente 

estudo decorrem principalmente porque: (1) As unidades analisadas são diferentes. No trabalho 

de Maldonado-Coelho (2012) as unidades foram identificadas exclusivamente utilizando o 

marcador ND2 que não permite distinguir as duas linhagens de P. leucoptera presentes na 

região central da MA. Ademais, com o objetivo de testar a HR, o único grupo genético 

reconhecido por Maldonado-Coelho (2012) na região central da MA incluiu uma localidade ao 

sul do rio Doce. Indivíduos dessa localidade analisados no presente trabalho multilocos foram 

recuperados como integrantes da linhagem do sul (LS). (2) As análises no presente estudo foram 

feitas considerando as unidades genéticas (linhagens) encontradas e não considerando as 

localidades (exceto no teste de Mantel) ou grupos a priori (i.e. dentro de uma região modelada 

como sendo refúgio segundo o MCM vs fora dessa região) como unidades independentes.  

Tempo de divergência entre linhagens 

Segundo os resultados aqui obtidos o ancestral comum mais recente entre P. atra e P. 

leucoptera foi pleistocênico. Os resultados indicam que em P. leucoptera houve um primero 

evento de divergência há aproximadamente 260 mil anos atrás (kyr) que originou LCN e LCS e 

um segundo evento há 130 kyr que originou LS a partir da linhagem adjacente (LCS). Esse 

resultado é congruente com o resultado observado nas redes de haplótipos (Figuras 3 a 5), nas 

quais LS tem uma relação mais estreita com LCS do que com LCN. Inesperadamente o tempo 

de divergência obtido entre as linhagens interespecíficas A e LCN (200 kyr 90% HPD: 500-50 

kyr) foi menor do que o tempo de divergência mais antigo entre linhagens intraespecíficas em 

P. leucoptera (260 kyr 90% HPD: 480-140 kyr). Em outras palavras, segundo esses resultados, 

LCN e LCS teriam divergido antes do que a divergência entre P. atra (A) e a linhagem de P. 

leucoptera mais próxima (LCN). Contudo, os intervalos de confiança se sobrepõem, sendo 

possível que os dados indiquem divergências simultâneas. Embora o IMa pode distinguir entre 
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fluxo gênico e retenção de polimorfismos ancestrais (Maldonado-Coelho et al. 2013) o 

resultado obtido pode ser consequência da introgressao entre essas linhagens ou devido ao baixo 

número de marcadores utilizado na presente análise. Desse modo, é importante incluir mais 

marcadores para estimar a data de divergência entre as linhagens, sobretudo considerando que 

as duas espécies tem caracteres fenotípicos diferenciadores como o canto (inato) e a plumagem 

dos machos (Winger & Bates 2015).  

Estrutura filogeográfica e marcadores com diferentes tipos de herança   

O marcador mitocondrial revelou estrutura populacional mais profunda do que a maioria dos 

marcadores nucleares (Figuras 3 a 5). Esse resultado era esperado, pois, devido à sua maior taxa 

de mutação e menor Ne, os marcadores mitocondriais apresentam tempos de coalescência 

menores e revelam estrutura populacional mais marcada do que os marcadores nucleares (Hare 

2001). Por isso, em linhagens com divergência recente é esperado que marcadores 

mitocondriais apresentem maior estrutura. Linhagens com tempo de divergência no Pleistoceno 

ou mais recente geralmente não apresentam estrutura no genoma nuclear (Hare 2001). 

Interessantemente, o marcador ligado ao cromossomo Z, PLAA1, apresentou sinal 

filogeográfico (Figura 3) maior do que o marcador mitocondrial ND2. Ou seja, o PLAA1 foi o 

único a isoladamente separar indivíduos de P. atra dos de P. leucoptera, diferenciando as 

linhagens interespecíficas A e LCN. É descrito que marcadores ligados a cromossomas sexuais 

(como o PLAA1) podem apresentar maior estrutura do que outros marcadores nucleares devido 

a um menor Ne, mas também parecem ser menos suscetíveis à introgressão, por possuírem 

regiões importantes para manter o isolamento reprodutivo, causando incompatibilidades 

genéticas ou apresentando forte seleção (Ellegren 2009, Payseur 2010, Dean et al. 2015).  
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Conclusões 

O presente estudo apresenta evidências de que mudanças climáticas no Pleistoceno tardio 

podem ter sido importantes na estruturação filogeográfica de Pyriglena atra e Pyriglena 

leucoptera na Mata Atlântica (MA). O padrão filogeográfico encontrado foi congruente com a 

hipótese dos isolados de montanha, mas não, aparentemente, com outras hipóteses alternativas 

propostas para a MA, como a hipótese de refúgios florestais no contexto do modelo 

paleoclimático de Carnaval & Moritz (2008), a hipótese de estruturas fisiográficas como 

barreiras ou a hipótese dos gradientes ecológicos. Assim, as quatro linhagens de Pyriglena aqui 

encontradas parece poder terem se originado em alopatria possivelmente devido às mudanças 

climáticas do Pleistoceno tardio que podem ter restringido parte da floresta úmida (e as 

populações de Pyriglena) em diferentes cadeias montanhosas da MA. Ainda, os rios de Contas, 

Pardo e Doce parecem ser barreiras secundariás limitando o livre fluxo gênico entre margens o 

que ajudaria a manter a identidade das linhagens encontradas.  

Se faz necessário realizar uma análise com mais marcadores que permita confirmar ou refutar a 

estimativa de data de divergência entre a única linhagem de P. atra e a linhagem de P. 

leucoptera geograficamente mais próxima (LCN), bem como as linhagens encontradas em P. 

leucoptera. Isso é importante, pois o tempo estimado no presente estudo parece ser recente 

demais para que as duas espécies pudessem ter desenvolvido algumas características fenotípicas 

diferenciadoras e porque essa data foi mais recente do que o tempo de divergência entre 

linhagens intraespecíficas de P. leucoptera.  

Como observado no presente estudo, apesar de os marcadores mitocondriais serem bastante 

informativos para reconstruções filogeográficas é importante utilizar diversos tipos de 

marcadores de modo a recuperar de forma mais robusta a história dos processos evolutivos dos 

organismos e dos possíveis fatores geradores dessa biodiversidade. 

  



 

53 

 

Resumo 

Visando contribuir para a compreensão dos processos que originaram e mantiveram a 

biodiversidade na Mata Atlântica (MA), o presente estudo teve como objetivo inferir a história 

evolutiva - bem como os processos biogeográficos envolvidos - de duas espécies de aves da 

MA, P. atra (120 indivíduols) e P. leucoptera (434 indivíduos). Realizamos uma análise 

filogeográfica envolvendo marcadores com diferentes tipos de herança: materna (gene 

mitocondrial da subunidade II da NADH desidrogenase), biparental (três marcadores anônimos 

VIDY, GK439 e 55J7) e ligada ao cromossomo Z (íntron 18 da helicase com cromo-domínio de 

ligação ao DNA, íntron 15 da helicase Brahma dependente de ATP e íntron 1 da fosfolipase 

A2). Duas questões principais foram abordadas: (i) Qual hipótese de diversificação é mais 

congruente com os resultados do presente estudo? (ii) Os resultados baseados em marcadores 

com diferentes tipos de herança são congruentes? Para responder a primeira questão, algumas 

das previsões de cada hipótese foram testadas. Foi encontrada evidência de que as mudanças 

climáticas no final do Pleistoceno parecem ter sido importantes na estrutura filogeográfica de 

Pyriglena atra e Pyriglena leucoptera na MA. Os resultados encontrados foram congruentes 

com a Hipótese dos Isolados de Montanha, mas aparentemente refutam outras hipóteses, tais 

como: a Hipótese dos Refúgios do Pleistoceno no contexto do modelo paleoclimático proposto 

por Carnaval & Moritz (2008), Hipótese de estruturas fisiográficas (rios ou montanhas) como 

barreiras, e a Hipótese de Gradientes Ecológicos. Além disso, os rios Doce e Contas parecem 

ser barreiras secundárias interrompendo parcialmente o gênico. Finalmente, os marcadores 

revelaram diferentes níveis de estrutura geográfica e sinais nem sempre totalmente congruentes. 

Assim, embora os marcadores mitocondriais sejam muito informativos em reconstruções 

filogeográficas, é importante usar vários tipos de marcadores para recuperar de forma mais 

completa a história dos processos evolutivos dos organismos e os possíveis fatores que geraram 

essa biodiversidade. 
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Abstract 

 

To contribute to the understanding of the processes that originated and maintained biodiversity 

in the Atlantic Forest (AF), the present study aimed to infer the evolutionary history - as well as 

the biogeographic processes involved - of two AF bird species, P. atra (120 individuals) and P. 

leucoptera (434 individuals). We performed a phylogeographic analysis based on markers with 

different types of inheritance: maternal (mitochondrial gene of the NADH dehydrogenase 

subunit II), biparental (three annonymous markers: VIDY, GK439, 55J7) and Z-linked (intron 

18 of the chromo-DNA-binding domain helicase, intron 15 of the ATP-dependent Brahma 

helicase and intron 1 of the Phospholipase A2). Two major questions were addressed: (i) Which 

diversification hypothesis best fits the results of the present study? (ii) Are the results based on 

markers with different types of inheritance congruent? In order to answer the first question, 

some of the predictions of each hypothesis were tested. We found evidence that climate changes 

in the late Pleistocene seem to have been important for shaping the phylogeographic structure of 

Pyriglena atra and Pyriglena leucoptera in the AF. The results are congruent with the Montane 

Isolation Hypothesis but apparently refute other hypotheses, such as: The Pleistocene Refuge 

Hypothesis in the context of the paleoclimatic model proposed by Carnaval & Moritz (2008), 

Hypothesis  of physiographic structures (i.e. rivers or mountains) as barriers, and the Ecological 

Gradients Hypothesis. Additionaly, the Doce and Contas rivers seem to act as secondary 

barriers partially disrupting gene flow. Finally, the markers revealed varying levels of 

geographical structure that were not totally congruent. Thus, although mitochondrial markers 

are very informative for phylogeographic reconstructions, it is important to use several types of 

markers in order to recover the history of the evolutionary processes of organisms and the 

possible factors that generate this biodiversity. 
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Figura S1. Fotos dos machos de Pyriglena. A: P. atra. B: P. leucoptera. C. Híbrido 

morfológico de P. atra-P. leucoptera . Fotos de Sidnei Sampaio. 
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Figura S2. Análise de estrutura populacional de P. atra e P. leucoptera na Mata Atlântica baseada em sete 

marcadores nucleares (PLAA- 608 pb, BRM15- 349 pb, CHDZ18- 30 pb, VIDY- 352 pb, 55J7- 298 pb e GK439- 23 

pb) de 563 individuos (machos e fêmeas). Cada barra vertical representa um indivíduo e sua cor indica a proporção 

de sua composição genética considerando K=3. A: P. atra, LC: P. leucoptera  central, e LS: P. leucoptera da região 

sul. Os indivíduos estão apresentados segundo a latitude de amostragem (menor à esquerda a maior à direita). (a) 

Sem LOCPRIOR. (b) Com LOCPRIOR. (c) Distribuição do ∆K da análise com o LOCPRIOR. ■: indica os 

indivíduos híbridos morfológicos.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figra S3. Análise de estrutura populacional de P. atra e P. leucoptera na Mata Atlântica baseada em sete 

marcadores nucleares (PLAA- 608 pb, BRM15- 349 pb, CHDZ18- 30 pb, VIDY- 352 pb, 55J7- 298 pb e GK439- 23 

pb) e um marcador mitocondrial (ND2- 996 pb) de 563 individuos (machos e fêmeas). Cada barra vertical representa 

um indivíduo e sua cor indica a proporção de sua composição genética considerando K=4. A: P. atra, LCN: P. 

leucoptera do norte da região central, LCS: P. leucoptera do sul da região central e LS: P. leucoptera da região sul. 

Os indivíduos estão apresentados segundo a latitude de amostragem (menor à esquerda a maior à direita). (a) Sem 

LOCPRIOR. (b) Com LOCPRIOR. ■: indica os indivíduos híbridos morfológicos.                  : indica os indivíduos 

na clina. 
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 Figura S4. Extended Bayesian Skyline Plots representando a história demográfica das linhagens encontradas: 

Pyriglena atra - A (A), P. leucoptera do norte da região central - LCN (B), P. leucoptera do sul da região central - 

LCS (C) e P. leucoptera da região sul - LS (D) baseada no marcador mitocondrial ND2 (996 pb). O eixo do tempo 

está em milhão de anos, o zero representa o presente. A linha pontilhada indica a trajetória da mediana do log do 

tamanho efetivo populacional ao longo do tempo. A área entre as linhas contínuas representa o intervalo de 95 % de 

credibilidade.  
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Figura S5. Extended Bayesian Skyline Plots representando a história demográfica das linhagens encontradas: 

Pyriglena atra - A (A), P. leucoptera do norte da região central - LCN (B), P. leucoptera do sul da região central - 

LCS (C) e P. leucoptera da região sul - LS (D) baseada em sete marcadores nucleares: PLAA- 608 pb, BRM15- 349 

pb, CHDZ18- 30 pb, VIDY- 352 pb, 55J7- 298 pb e GK439- 23 pb. O eixo do tempo está em milhão de anos, o zero 

representa o presente. A linha pontilhada indica a trajetória da mediana do log do tamanho efetivo populacional ao 

longo do tempo. A área entre as linhas contínuas representa o intervalo de 95 % de credibilidade 
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Figura S6. Extended Bayesian Skyline Plots representando a história demográfica das linhagens encontradas: 

Pyriglena atra - A (A), P. leucoptera do norte da região central - LCN (B), P. leucoptera do sul da região central - 

LCS (C) e P. leucoptera da região sul - LS (D) baseada na análise conjunta dos marcadores mitocondrial ND2 (996 

pb) e nucleares PLAA (608 pb), BRM15 (349 pb), CHDZ18 (30 pb), VIDY (352 pb), 55J7 (298 pb) e GK439 (23 

pb). O eixo do tempo está em milhão de anos, o zero representa o presente. A linha pontilhada indica a trajetória da 

mediana do log do tamanho efetivo populacional ao longo do tempo. A área entre as linhas contínuas representa o 

intervalo de 95 % de credibilidade.  
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Tabela S1. Números de amostras (N) e de sequências obtidas () de Pyriglena atra por 

localidade e marcador. Nº: Número da localidade na Figura 1. A: ND2; B: PLAA1; C: 

BRM15; D: CHDZ-18; E: VIDY; F: 55J7; G: GK439.  

 

 

N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra Sexo A B C D E F G 

1 

Mata do 

Junco, 

Capela 

SE -10,531 -37,057 3 

LGEMA15341 M 
     

 LGEMA15342 M 
    

  LGEMA15343 F 
     

 

2 
Itaporanga 

D'ajuda 
SE -10,991 

 

 

 

-37,303 

 

 

 

12 

LGEMA15362 M 
 

 


 
 

LGEMA15363 F 
  

  
 

LGEMA16545 M 
   

 
 

LGEMA16546 F 

 
     

LGEMA16547 F 

 
    

 
LGEMA16548 M 

 
  

 


 
LGEMA16549 M 

   

 


 
LGEMA16550 M 

   

 
 

LGEMA16551 M 
   

 


 
LGEMA16552 F 

 
  

 


 
LGEMA16553 F 

   

 
 

LGEMA16554 F 
 

 
  

 
 

LGEMA16555 M 
      

LGEMA16556 M 
       

3 
Mata do 

Crasto   
SE -11,373 -37,428 18 

LGEMA15344 M 
    

 


LGEMA15345 F 
   

 


 LGEMA15346 F 
     

 LGEMA15347 M 
   

 


 LGEMA15348 F 
     

 LGEMA15349 M       

LGEMA15350 M 
    

 


LGEMA15351 M 
 

 


 
 

LGEMA15352 F 
 

 


  


LGEMA15353 M 
     

 LGEMA15354 M 
      

LGEMA15355 M       

LGEMA15356 F 
 

 


 


 LGEMA15357 M 
 

 


 
 

LGEMA15358 F 
 

 


 
 

LGEMA15359 F 


 


  
 

LGEMA15360 M 
 

 
   

LGEMA15361 M 
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Continuação da Tabela S1 

 

 

 

N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra Sexo A B C D E F G

4 Jandaira   BA -11,559 -37,785 20 

LGEMA11655 M 
 

 
   

LGEMA11656 M 
 

 
   

LGEMA11657 F       

LGEMA11658 M 
 

 
   

LGEMA11659 M 
 

 
   

LGEMA11660 F 
 

 


 
 

LGEMA11661 M 


 
    

LGEMA11662 M 
 

 
  

 
LGEMA11663 M 

 


 


 
 

LGEMA11664 M 
   

 
 

LGEMAG67499 F 

  


 
  

LGEMAG67496 M 
  

 
  

LGEMAG67493 M 


      
LGEMAG67491 F 

 

  
  

LGEMAG67490 M 
      

LGEMAG67489 M 
 

 
   

LGEMAG67488 M 
    

 


LGEMAG53285 F 

 


 


 
 

LGEMAG53282 F 

 
 

 
  

LGEMAG53281 M 

 


 
   

8 

Município 

de Serra 

Preta   

BA -12,15 -39,332 3 

LGEMA17112 M 
  

  
 

LGEMA17113 M 
  

 
 

 
LGEMA17114 F 

      

9 

Serra da 

Caboronga, 

Ipirá   

BA -12,15 -39,705 13 

LGEMA17115 M 
  

 
  

LGEMA17116 F 
  

 
  

LGEMA17923 M 


 
    

LGEMA17924 F 


 


 
 

 
LGEMA17925 M 

      

LGEMA17927 M 


  
   

LGEMA17928 F 


 
  

 


LGEMA17929 M 


 
    

LGEMA17930 M 


 
    

LGEMA17935 M 


  
   

LGEMA17936 F 


  
   

LGEMA18036 M 


  
 

 


LGEMA18037 F 
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Continuação da Tabela S1 

 

N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra Sexo A B C D E F G

 

 

 

 

 

 

 

 

10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lontra 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-12,25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10 

LGEMAPL9E F       

LGEMAPL8DE F 


 
  

 


LGEMAPL7D M 


 
    

LGEMAPL5DE M 
    

 


LGEMAPL3E M 
      

LGEMAPL2D M 
    

 


LGEMAPL1D F 
  

 


 


LGEMAPL4D M 


  


  


LGEMAPL6FDE F 
   

 


 
LGEMAPL3D M 



   


  

11 Campina BA -12,3 -38,29 20 

atra 1 Campina M 


 


 
  

atra 2 F Campina F 

    
  

atra 3 Campina M 

 
 

 
  

atra 4 Campina M 


     


atra 7 Campina M 


  


 
 

atra 8 Campina M 
  

 
  

LGEMAP11 M 
      

LGEMAP14D M 
      

LGEMAP13E M 


 
    

LGEMAP12D F 
    

 


LGEMAP10D M 

 
     

LGEMAP9D F 
    

 


LGEMAP7E M 
      

LGEMAP5D F 
      

LGEMAP4D F 
    

  
LGEMAP2D M 

  

 
  

LGEMAP6D F 
      

LGEMAP8D F 
 

 
   

LGEMAP3E M 
    

  
LGEMAP1D M 

 

  


  

14 Cachoeira BA -12,355 -37,926 8 

atra 1 Cachoeira M 


  
   

atra 2 Cachoeira M 


  
   

atra 3 M 

Cachoeira 
M 

      

atra 4 Cachoeira M 


 
 

 
 

atra 5 Cachoeira M 
 

 
   

atra 8 M 
   

 
 

atra 6 M 

Cachoeira 
M 

 

   
 

atra 7 F 

Cachoeira 
F 
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Continuação da Tabela S1 

 

  

N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra Sexo A B C D E F G

15 
Santo 

Amaro 
BA -12,547 -38,696 13 

LGEMAST13 F 
 

 


 
 

LGEMAST12 M 
 

 


 
 

LGEMAST11 F 
 

 


 
 

LGEMAST10 F 
 

 


 
 

LGEMAST09 M 
 

   
 

LGEMAST08 F 
 

 


 
 

LGEMAST07 F 
 

 


 
 

LGEMAST06 M 
 

 


 


 
LGEMAST05 F 

 

 


 
 

LGEMAST04 M 


  


 
 

LGEMAST03 M 
 

 


 


 
LGEMAST02 F 



  


 
 

LGEMAST01 M 
 

 


 
 

TOTAL  
120   

 

 

110 

(110) 

92 

(149) 

71 

(116) 

97 

(159) 

78 

(156) 

101 

(202) 

95 

(190) 
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Tabela S2. Números de amostras (N) e de sequências obtidas () de Pyriglena leucoptera por 

localidade e marcador. Nº: Número da localidade na Figura 1.  A: ND2; B: PLAA1; C: 

BRM15; D: CHDZ-18; E: VIDY; F: 55J7; G: GK439. 
 

 

 

 

 

 

 

 

N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra Sexo A B C D E F G 

5 
Fazenda Viração - 

Mundo Novo 
BA -11,958 -40,397 10 

LGEMA17938 M 
 

   
 

LGEMA18005 M 
  

 
  

LGEMA18006 M 
  

 
 



LGEMA18007 M 
  

 
 



LGEMA18008 M 
  

 
  

LGEMA18009 M 
  

 
 



LGEMA18010 M 
  

 
 



LGEMA18011 M 
   


  

LGEMA18012 M 
  


  



LGEMA18013 F 
  

 
 



6 Bonito BA -11,966 -41,298 2 
LGEMA2662 F       

LGEMA2664 M 
  

    

7 
Fazenda Serra Azul,  

Baixa Grande 
BA -11,977 -40,186 6 

LGEMA17932 F 
 

    

LGEMA17933 M 
 

    

LGEMA18001 M 
  

 
 



LGEMA18002 M 
 


 


 



LGEMA18003 M 
  

 
 



LGEMA18004 F 
  

 
  

12 Lençois BA -12,334 -41,234 10 

LGEMA2630 M 
 

    

LGEMA2631 M 
 

  
  

LGEMA2632 F     
 



LGEMA2633 F 
 

   
 

LGEMA2634 F 
 

    

LGEMA2635 M 
 

   
 

LGEMA2636 M 
 


 

 
 

LGEMA2639 F 
 

   
 

LGEMA2656 M 
 

   
 

LGEMA2657 F 
 

   
 



 

73 

 

 

Continuação da Tabela S2 

N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra Sexo A B C D E F G 

13 
Serra do Orobó, 

Itaberaba 
BA -12,35 -40,533 19 

LGEMA16807 F 
 

  
 


 

LGEMA16808 M 
  

   
 

LGEMA16814 M    
 

 

LGEMA16815 F 
 

     

LGEMA16816 M      
 

LGEMA16817 M 
 

  
 


 

LGEMA16818 M 
 

  
 

 

LGEMA16819 F 
   


 

 

LGEMA16820 M 
 

     

LGEMA16821 F 
  


 

  

LGEMA16822 F    
 

 

LGEMA16830 M 
 

    

LGEMA16831 M  
 


 


 

LGEMA16832 M  
 


 


 

LGEMA16833 M  
 

 
  

LGEMA16834 F 
  


 


 

LGEMA16835 M  
 


  



LGEMA16836 M  
 


 

 

LGEMA16837 F  
 


 


 

16 

Fazenda Cana 

Brava, margem 

norte do rio 

Paraguaçu, Boa 

Vista do Tupim 

BA -12,649 -40,587 2 

LGEMA11355 F 
 

 
 

 

LGEMA11356 M 
 

    

17 

Margem norte do 

rio Paraguaçu, 

Chapada 

Diamantina, 

Andaraí 

BA -12,847 -41,331 5 

LGEMA11357 M       

LGEMA11358 M 
 

   
 

LGEMA11359 M       

LGEMA11360 M 
 


 

  

MMC 160 
 


    

 

18 

Margem sul do rio 

Paraguaçu, Chapada 

Diamantina, 

Andaraí 

BA -12,851 -41,329 2 
LGEMA 11361 M    

  


MMC 166 M 
 

     

19 

Serra da Jiboia, 

Santa Terezinha e 

Elisio Medrado 

BA -12,853 -39,475 8 

LGEMA14967 M 
 

   
 

LGEMA14981 F  
 

  
 

LGEMA14990 M 
  

  
 

LGEMA14991 F  
 

  
 

LGEMA14996 F  
 

  
 

LGEMA15001 F  
 

  
 

LGEMABA763 F       

LGEMABA764 M 
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Continuação da Tabela S2 

 

N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra Sexo A B C D E F G

 

 

 

20 

 

Margem sul do rio 

Paraguaçu, São 

Roque do Paraguaçu 

 

 

 

BA 

 

 

 

-12,854 

 

 

 

-38,848 

 

 

 

20 

LGEMA11348 M  
 

   

LGEMA11349 F     
 



LGEMA11350 F 
  

 
 



LGEMA11351 F 
 

  
  

LGEMA11352 M 
  

  
 

LGEMA11353 M   
 

  

LGEMA16840 M 
 


 

 
 

LGEMA16845 M 
 

   
 

LGEMA16846 M 
 


 

 
 

LGEMA16853 
 

 
 

 
  

LGEMA16854 M 
  

 
  

LGEMA16862 
 

 
  


  

LGEMA16864 M    
 


 

LGEMA16865 M   
 


  

LGEMA16872 M   
 

 
 

LGEMA16877 M    
 


 

LGEMA16878 M   
 

 
 

LGEMA16879 M  
  

 
 

LGEMA16880 
 

 
  

 
 

MMC 149 F       

21 

Fazenda Nova 

Floresta, margem 

norte do rio 

Paraguaçu,  Boa 

Vista do Tupim 

BA -12,864 -40,551 1 

 

 

 

 

LGEMA 11354 

 

 

 

 

F 


 

    

22 
Ecoparque de UNA, 

Ilhéus 
BA -13,016 -40,016 1 LGEMA70727 F    

 
 

23 Iramaia BA -13,17 -40,57 2 
MNRJ2056 M 

 


 
 

 
MNRJ1674 M   

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

24 

Fazenda Terra  

Mater, Ibicoara 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-13,41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-41,28 

12 

MNRJ2105 M   
 

  

MNRJ2107 M 
 


 

 
 

MNRJ2106 M 
 


 

  

MNRJ2104 M 
 

 
 

  

MNRJ2103 F 
    


 



MNRJ2102 F   
 

  

MNRJ2101 F   
 

  

MNRJ2100 F 
 


  

 

MNRJ2099 F 
 


 

 
 

MNRJ2098 F   
 

  

MNRJ2066 F 
   

  

MNRJ2043 M   
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Continuação da Tabela S2 

N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra Sexo A B C D E F G 

25 
Mata do Pacange-

Michelin, Itubera 
BA -13,733 -39,15 16 

LGEMA14780 F 
 

   
 

LGEMA14781 F    
 


 

LGEMA14787 M 
 

     

LGEMA14793 F       

LGEMA14817 M       

LGEMA14825 F       

LGEMA14827 F       

LGEMA14841 M 
 

    

LGEMA14842 M 
    

 

LGEMA14852 M  
 


 

 

LGEMA14861 F  
 

  
 

LGEMA16120 
 

     
 

LGEMABA723 M 
    

  

MACHO 02 

ITUBERA 
M   

 


  
MACHO 01 

ITUBERA 
M   

 
  

FEMEA 01 - 

ITUBERA 
F       

26 
Serra do Timbó, 

Amargosa 
BA -13,769 -39,654 14 

LGEMA16725 M 
 

    

LGEMA16726 M       

LGEMA16727 M 
 

  
 

 

LGEMA16751 M   
  

 

LGEMA16752 M 
 

     

LGEMA16753 M 
 

     

LGEMA16754 M    
 

 

LGEMA16776 M   
 

  

LGEMA16777 M 
 


  

 

LGEMA16779 F    
 

 

LGEMA16781 M   
  

 

LGEMA16782 F 
 

  
 

 

LGEMA16783 F 
 

  
 

 

LGEMA16784 F    
 


 

27 
RPPN Rio Capitão, 

Itacaré 
BA -14,339 -38,989 11 

LGEMA16685 M      
 

LGEMA16702 M      
 

LGEMA16703 F      
 

LGEMA16704 M   
 

 
 

LGEMA16705 F  
 

  
 

LGEMA16706 F 
 

  
 



LGEMA16707 M 
    

  

LGEMA16708 M      
 

LGEMA16709 M       
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Continuação da Tabela S2 

 

 

N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra Sexo A B C D E F G 

27 
RPPN Rio Capitão, 

Itacaré 
BA -14,339 -38,989 11 

LGEMA16710 M        

LGEMA16711 F       

28 
Serra Ouricana, Boa 

Nova 
BA -14,362 -40,207 8 

LGEMA11340 M 
   

  
 

LGEMA11341 F  
 

   

LGEMA11342 M  
 

   

LGEMA11343 M  
 

   

LGEMA11344 M 
  

   

LGEMA11345 F 
 

  
 



LGEMA11346 F 
   

   

LGEMA11347 M 
   

  

29 
Serra Bonita, 

Camacan 
BA -15,427 -39,504 23 

LGEMA16226 
  

 
  


 

LGEMA16228 
  

  
 


 

LGEMA16557 M   
 

 
 

LGEMA16560 M 
 

   
 

LGEMA16575 M 
 

   
 

LGEMA16596 M      
 

LGEMA16604 M 
  

   
 

LGEMA16619 M 
 


 

 
 

LGEMA16620 F 
  

  
 

LGEMA16621 M 
 


 


  

LGEMA16622 M   
 

 
 

LGEMA16623 M   
 

 
 

LGEMA16624 M      
 

LGEMA16662 M      
 

LGEMA16663 F   
 

 
 

LGEMA16664 M    
 


 

LGEMA71865 F       

LGEMA71866 M   
  

 

LGEMA90997 F 
 

    

LGEMA90998 F 
 

    

LGEMA90999 F       

LGEMA91000 M 
 


 


 



LGEMA91001 M       

30 

Fazenda Palmeiras, 

Itapebi, margem 

norte do rio 

Jequitinhonha 

MG -16,156 -39,872 3 

LGEMA11337 M       

LGEMA11338 M       

LGEMA11339 M       
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Continuação da Tabela S2 

 

N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra Sexo A B C D E F G

31 
Fazenda Santana, 

Salto da Divisa 
MG -16,045 -40,041 8 

JM1511 F  
 

   

JM 1716/1502 M 
 


  

 

JM 1717/1503 M  
 

   

JM 1725/1511 
        

JM 1718/1504 F  
 

   

JM 1724/1510 F 
  

  
 

JM 1482/1268 M 
 

 
    

JM 1484/1270 M 
       

32 

Fazenda Duas 

Barras, Vale do 

Jequitinhonha, 

Santa Maria do 

Salto 

MG -16,206 -40,703 15 

LGEMA15445 M 
 

    

LGEMA15500 M      
 

LGEMA15501 M       

LGEMA15510 F 
  


 


 

LGEMA15511 M   
  


 

LGEMA15516 F   
 

  

LGEMA15533 F  
 

  
 

LGEMA15535 F  
 

  
 

LGEMA15536 M      
 

LGEMA1699 M 
 


 


 



LGEMA1679 M 
 

    

LGEMA1647 M       

LGEMA1678 M 
  

   
 

LGEMA1697 M      
 

LGEMA1698 M 
 

    

33 
Fazenda Limoeiro, 

Almenara 
MG -16,421 -40,069 11 

LGEMA11303 M 
 

    

LGEMA11304 F 
  

    

LGEMA11305 M 
  

 
 

 

LGEMA11306 M       

LGEMA11307 F 
 

    

LGEMA11308 M 
  

 
  



LGEMA11309 F 
  

 
 

 

LGEMA1710 M     
  

MMC02 M 
 

    

LGEMA1709 F 
 

    

LGEMA1708 M 
 

    

34 
Mata Escura,  

Jequitinhonha 
MG -16,434 -41,003 5 

MMC 17 M 
 

     

MMC 18 M 
 

    

MMC 14 M 
   

   

MMC 11 M 
 

    

MMC 13 M 
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Continuação da Tabela S2 

 

 

N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra Sexo A B C D E F G

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

35 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PARNA Pau Brasil, 

Porto Seguro 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-16,487 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-39,154 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

29 

LGEMA11329 F  
 


 

 

LGEMA11330 M 
  

   

LGEMA11331 M   
  


 

LGEMA11332 F  
 


 

 

LGEMA11333 M  
 

   

LGEMA11334 F 
 

 
 

 

LGEMA11335 M       

LGEMA11336 F    
 

 

MMC 113 F 
  


 

 

LGEMA18014 M 
  

  
 



LGEMA18015 F 
  

 
 



LGEMA18016 M 
  


 


 



LGEMA18017 F 
 

  
  

LGEMA18018 M 
  

 
 



LGEMA18019 F 
 


 


 



LGEMA18020 F 
 

  
 



LGEMA18021 F 
  

 
 



LGEMA18022 M 
 

  
 



LGEMA18023 M 
 

 
  



LGEMA18024 M 
  

  
 



LGEMA18025 F 
  


  



LGEMA18026 M 
 


 


 



LGEMA18027 M 
  


 


  

LGEMA18028 F 
  


 


 



LGEMA18029 M 
  

  
 



LGEMA18030 M 
 

  
 



LGEMA18031 M 
 

  
 



LGEMA18032 F 
  

  
 



LGEMA18033 M 
 


 


 



36 
PARNA Monte 

Pascoal, Itamaraju 
BA -16,998 -39,556 5 

LGEMA11326 F 
 


 


  

LGEMA11327 M 
 

  
 



LGEMA11328 M 
   

  

MMC 105 F 
  

   

MMC 102 M 
 

     

37 

Fazenda Sr. Onofre 

Sardinha, Leme do 

Prado 

MG -17,111 -42,732 4 

LGEMA11311 F 
 


 

 
 

LGEMA11313 M       

LGEMA11315 F       

MF 1316 M 
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Continuação da Tabela S2 

 

 

 

 

N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra Sexo A B C D E F G

38 

Reserva Biológica 

de Sooretama , 

Sooretama 

ES -19,009 -40,116 5 

MMC89 M 
  

    

MMC96 M       

MMC87 F 
  

    

MMC88 F      
 

MMC95 M 
 

   
 

39 

Mata Santuário da 

Serra da Piedade, 

Caeté 

MG -19,815 -43,678 14 

MMC32 F   
 

  

MMC31 M       

MMC45 M       

MMC51 M 
 

    

MMC50 F 
 

    

MMC47 M 
 

    

MMC57 F      
 

MMC46 M       

MMC53 M   
 

 
 

MMC52 F 
 

    

MMC49 M 
 

    
 

MMC56 F       

MMC48 M 
 

    
 

MMC54 M 
 

    

40 

Rebio Augusto 

Ruschi, Santa 

Tereza 

ES -19,925 -40,613 7 

MMC75 M       

MMC79 M 
 


 

  

MMC80 F 
  

  
 

MMC78 F       

MMC74 M 
 


 

  

MMC77 M   
 

  

MMC76 F       

41 
Barro Branco,  

Mariana 
MG -19,96 -43,414 4 

MF1428 
     

 
 

MF1437 M 
   

  
 

MF1429 F 
  


 

 
 

MF1438 
  


  

 
 

42 
Serra do Caraça, 

Santa Barbara 
MG -19,96 -43,14 2 

LGEMA1768 F      
 

LGEMA1769 M 
   

   

43 

Beira da Serra, 

Serra Azul, Mateus 

Leme 

MG -20,13 -44,433 1 LGEMADZ6774 M      
 

44 PARNA do Caraça MG -20,13 -43,5 2 
CARACA M       

CARACA 02 M 
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N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra Sexo A B C D E F G

45 
Fazenda Faroeste, 

Arcos 
MG -20,264 -45,556 7 

MMCA5 M       

MMCA3 M 
  

    

MMCA7 M 
 

     

MMCA1 F       

MMCA2 M       

MMCA6 M 
 

    

MMCA4 M 
      

46 
P.E  Itacolomi, 

Ouro Preto 
MG -20,435 -43,764 6 

MMC176 M 
 

    

MMC175 M 
 

    

MMC172 F       

MMC179 F       

MMC177 M 
 

    
 

MMC178 M       

47 
Mata da Curva,  

Itumirim 
MG -21,216 -44,783 4 

LGEMA1671 F 
 

    

LGEMA1670 M 
 

     

LGEMA1672 M 
  

    

LGEMA1673 F 
 

   
 

48 
Fazenda Bela Vista, 

Cordeiro 
RJ -22,034 -42,302 4 

MMC198 M       

MMC199 M      
 

MMC196 M 
      

MMC197 F      
 

49 
Fazenda Henrique 

Bohn, Cantagalo 
RJ -22,057 -42,662 4 

MMC208 F       

MMC205 F    
  



MMC203 M      
 

MMC207 M       

50 

PARNA Itatiaia, 

Região da 

administração 

RJ -22,489 -44,726 8 

MMC186 F       

MMC185 M 
 

    

MMC184 F     
  

LGEMAP1349 M  
 

  
 

LGEMAP1350 F 
 

    

MMC188 F 
 

    

MMC187 M 
 

  
  

MMC183 M 
 

   
 

51 Guapimirim RJ -22,521 -43,0103 2 
MMC191 F       

MMC190 F       

52 
Fazenda Barreiro 

Rico, Anhembi 
SP -22,684 -48,113 1 LGEMAP1673 F 
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N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra Sexo A B C D E F G

53 
P E Morro do diabo, 

Teodoro Sampaio 
SP -22,699 -52,247 8 

MMC212 M 
 

    

MMC213 M      
 

LGEMAP1985 M 
 

   
 

MMC214 M      
 

MMC216 F       

MMC210 M       

MMC211 F 
 

   
 

MMC215 M 
 

    

54 Picinguaba SP -23,377 -44,839 8 

LGEMAS189 F 
 

     

LGEMAS298 F 
 

     

LGEMAS299 M       

LGEMAS300 F       

LGEMAS301 M 
  

   
 

LGEMAS303 M       

LGEMAS304 F 
 

     

LGEMAS305 F       

 

 

 

 

 

55 

Estação Biológica 

Boracéia, 

Salesópolis 

 

 

 

 

 

SP 

 

 

 

 

 

-23,574 

 

 

 

 

 

-45,849 

 

 

 

 

 

7 

LGEMA15565 M       

LGEMA15581 F 
 

     

LGEMA15582 M 
 

  
 



LGEMA15638 M       

LGEMA15647 F       

LGEMA15663 M       

LGEMA15672 F 
 

     

56 Caraguatatuba SP -23,62 -45,413 7 

LGEMAS181 F       

LGEMAS182 F       

LGEMAS183 M       

LGEMAS184 F 
 

     

LGEMAS185 M 
 

    

LGEMAS186 F 
 

    
 

LGEMAS187 F       

57 Boraceia SP -23,633 -45,866 2 
LGEMA395430 F 

 
  

 


LGEMA395431 M 
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N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra Sexo A B C D E F G 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

58 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P. E. Morro Grande, 

Cotia 
SP -23,7 -46,983 31 

LGEMAP2696 M 
 

   
 

LGEMAP2799 F      
 

LGEMAP2770 M      
 

LGEMAP2759 F 
 

    

LGEMAP2486 M 
 

    

LGEMAP1064 M       

LGEMAP1068 M 
  

   
 

LGEMAP2656 F 
 

    

LGEMAP545 F       

LGEMAP553 M 
 

    

LGEMAP2671 F 
 

    

LGEMAP413 F       

LGEMAP2684 M 
 

    

LGEMAP2500 F       

LGEMAP2720 F       

LGEMAP2685 F 
 

    

LGEMAP585 M 
  


 

  

LGEMAP603 M    
 

 

LGEMAP420 M 
 

  
 


 

LGEMAP2660 M       

LGEMAP2757 M 
 

    
 

LGEMAP2686 M 
 

 
 


 

LGEMAP2693 M       

LGEMAP2818 F 
 

    

LGEMAP2726 F 
 

    

LGEMAP2697 M      
 

LGEMAP2478 F 
 

   
 

LGEMAP2704 F      
 

LGEMAP2698   
 

   

LGEMAP1075   
 

   

LGEMAP2717 M       

59 Piedade SP -23,711 -47,419 2 
LGEMAP675 F       

LGEMAP667 M       

60 Buri SP -23,717 -48,567 3 

LGEMAP858 M 
 

    
 

LGEMAP855 F       

LGEMAP2586 F 
 

    

61 Juquitiba SP -23,932 -47,087 1 LGEMAP723 M       

62 Pinhalão PR -23,967 -50,05 1 MMC75 M 
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N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra Sexo A B C D E F G 

63 
P E Serra do Mar, 

Núcleo Curucutú 
SP -23,985 -46,743 13 

LGEMAP1186 F 
 

   
 

LGEMAP1181 M 
 

    

LGEMAP1175 F  
 

   

LGEMA15154 M       

LGEMA15183 F 
 

    

LGEMA15192 M 
 

    

LGEMA15236 M      
 

LGEMA15191 M 
  

   
 

LGEMA15071 M    
 


 

LGEMA15084 F    
 


 

LGEMA15107 F    
 


 

LGEMA16541 M 
 


 


 



LGEMA16543 M 
  

 
 



64 

Fazenda Monte 

Alegre, Telêmaco 

Borba 

PR -24,056 -50,693 3 

MMC234 M 
 

   
 

MMC232 M 
 

    

MMC233 M 
 

   
 

65 
PETAR, Núcleo 

Caboclos 
SP -24,587 -48,587 3 

LGEMAP1208 M 
  

    

LGEMAP1209 M       

LGEMAP1210 M       

66 
Corvo,  Quatro 

barras 
PR -25,333 -49,131 1 MMC231 M      

 

67 

PARNA Foz do 

Iguaçu, Foz do 

Iguaçu 

PR -25,934 -54,478 8 

MMC225 M 
 

    

MMC224 M 
 

 
 

 

MMC221 F 
 

    

MMC228 M 
   

   

MMC230 
 


 

    

MMC226 M 
 

  
 



MMC222 F 
 

    

MMC223 M 
  

    

68 

Cord. de Caaguazú,  

Caaguazú, Cazaapa, 

Itapua 

Paraguay -26,116 -55,733 10 

LGEMA366 F 
 

    

LGEMA301 M 
 

     

LGEMA303 M 
 

    

LGEMA3843 
 

 
  

 
 

LGEMAB25922 F      
 

LGEMAB25956 M       

LGEMAB25949 M 
 

     

LGEMAB25974 F       

LGEMAB25951 F 
 

     

LGEMA3733 M 
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N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra Sexo A B C D E F G

69 
San Ignacio,  

Misiones 
Argentina -27,25 -55,54 1 AMNH RTC 317 F 

 
    

TOTAL 434 
  

351 

(351) 

226 

(362) 

341 

(557) 

348 

(554) 

367 

(734) 

361 

(722) 

367 

(734) 
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Tabela S3. Números de amostras (N) e de sequências obtidas () de híbridos morfológicos de 

P. atra/P. leucoptera por localidade e marcador. Nº: Número da localidade na Figura 1. A: 

ND2; B: PLAA1; C: BRM15; D: CHDZ-18; E: VIDY; F: 55J7; G: GK439  

 

N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra  Sexo A B C D E F G 

7 

Fazenda Serra 

Azul, Baixa 

Grande BA -11,977 -40,186 1 LGEMA17934 M       

9 

Serra da 

Caboronga, 

Ipirá 

BA -12,15 -39.705 7 

LGEMA17921 M       

LGEMA17922 M       

LGEMA17926 M       

LGEMA17931 M       

LGEMA17937 M       

LGEMA18034 M      


LGEMA18035 M  







 

TOTAL 
8 

 
 

8 

(8) 

2 

(4) 

7 

(14) 

8 

(16) 

7 

(14) 

6 

(12) 

7 

(14) 


