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Introducao

A observacdo de fenbmenos recorrentes na natureza pode levar ao reconhecimento de padrbes
gue permitem o levantamento de hipdteses. Em biologia evolutiva entender 0s processos
biolégicos e histéricos que originam e mantém a biodiversidade € um dos principais objetivos e,
para tal fim, a biogeografia, que estuda a distribuicdo das espécies e dos ecossistemas, tem sido
uma ferramenta muito valiosa permitindo detectar alguns padrdes e levantar algumas hipéteses
sobre a diversificacdo da biota (Kattan et al. 2016). Especificamente, nas Gltimas décadas e com
0 grande avanco da biologia molecular, a filogeografia, um ramo da biogeografia que estuda a
distribuicdo geografica de linhagens no espaco e no tempo, tem permitido testar e até delinear
algumas hipoteses (Avise 2009). A contribuicdo dos estudos filogeograficos em regides
megabiodiversas e vulneraveis como a Mata Atlantica é muito valiosa ja que ndo s6 ajuda a
compreender a histéria de unidades biogeograficas e o surgimento e manutencdo da

biodiversidade mas também contribui com os esforcos de conservagao.

l. Filogeografia

A filogeografia procura entender os processos biogeograficos e evolutivos que tém configurado
a distribuicdo das linhagens genéticas no espaco e no tempo (Avise et al. 1987). Combina a
genética de populacdes e a filogenética de modo a analisar fenémenos micro e macroevolutivos
de populacdes geralmente da mesma espécie ou de espécies estreitamente relacionadas (Avise
2009) com base na estimativa sob a teoria coalescente de pardmetros estreitamente relacionados
com a evolugdo das espécies (Hickerson et al. 2010). A andlise filogeogréfica revela a estrutura
populacional das espécies (Beheregaray 2008) que pode ser resultado do efeito de barreiras
fisogréaficas (Wallace 1852, Chapman 1910, Harvey & Brumfield 2015), ecoldgicas (Haffer
1969, Colvinaux 1998, Martins 2011) ou comportamentais (Avise 2009). Além disso, também
permite estimar parametros populacionais e demograficos que descrevem a evolugdo do
isolamento e que podem levar a inferéncias sobre mudancas temporais no ambiente fisico e
biotico das populagdes (Beheregaray 2008, Carstens et al. 2009) e a propor hipoteses de eventos
historicos do planeta que possam ter influenciado processos evolutivos e a origem e manutencao
da biodiversidade (Beheregaray 2008, Hickerson et al. 2010). Os estudos filogeograficos podem
ser utilizados para inferir processos evolutivos e levantar hipdteses ou podem ser usados para
testar hipdteses a priori. Segundo Carstens et al. (2009), o levantamento de hipoteses pode ser
mais propenso a interpretacfes erradas do que o teste de hipdteses, pois no primeiro caso as
inferéncias podem estar sujeitas a um viés de interpretacdo devido a idéias preconcebidas do
autor. De qualquer forma, andlises filogeogréaficos podem ser Gteis em diversas areas, como em

estudos relacionados com especiagdo, zonas hibridas, conservagao, biogeografia, modelagem de



nicho, diversificacdo, etc. (Hickerson et al. 2010) e ainda, podem aportar dados para apoiar

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

Marcadores moleculares em Filogeografia

Desde seu inicio e até alguns anos atras a filogeografia de animais foi baseada quase
exclusivamente na andlise de DNA mitocondrial (mitDNA; Beheregaray 2008) devido a
caracteristicas que o tornam um excelente marcador para realizar reconstructes filogeograficas
(Avise 2009). O mitDNA possui geralmente altas taxas de mutacdo e tamanho efetivo
populacional (Ne) pequeno devido a sua natureza haploide, caracteristicas ideais para analisar se
hé estrutura populacional, um dos objetivos da filogeografia. Em contraposicdo, 0 DNA nuclear
(nuDNA) apresenta geralmente taxas menores de mutagdo, recombinacdo (sendo necessario
identificar segmentos ndo recombinantes), Ne maior do que o mitDNA e adicionalmente, como
0 nuDNA é dipldide, é necessario determinar a fase gamética (Hare 2001).

Contudo, a medida que a biologia molecular e a bioinformatica foram avangando foi possivel
lidar com algumas das probleméticas de analisar o nuDNA e os estudos utilizando esses
marcadores foram aumentando (Brito & Edwards 2008). Com isso, foram observadas
discrepéncias entre reconstrugdes 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, relagdes estimadas usando um ou mais genes
mitocondriais poderiam ndo representar a real histéria das populacdes (Garrick et al. 2015). E a
estimativa de pardmetros populacionais, sobretudo demogréficos (Brito & Edwards 2008,
Hickerson et al. 2010), podem ser pouco precisas. Assim, comegaram a se tornar populares 0s
estudos multilocos que utilizam marcadores nucleares independentes em conjunto com
marcadores mitocondriais (Beheregaray 2008).

Atualmente, devido aos avancos tecnoldgicos, que permitiram ter acesso a mais informagédo do
genoma, e ao avango de métodos analiticos coalescentes, que permitiram a integracdo de dados
de varios locos nas analises, tornou-se possivel analisar grandes conjuntos de dados -inclusive
de marcadores com padrbes de heranca diferentes (i.e biparental, materno, ligados a
cromossomos sexuais)-, obter maior resolucdo filogenética e melhores estimativas dos
parametros populacionais. Com isso, foi possivel realizar a reconstrucdo de historias que
incluem vaérios eventos, como a separacdo das linhagens, o crescimento ou declinio das
populagdes e o fluxo génico continuo ou recorrente e assim, abordar questdes e cenarios mais
complexos (Beheregaray 2008). E ainda, tem-se tornado possivel distinguir a importancia dos
processos neutros versus os seletivos (Garrick et al. 2015). No entanto, os marcadores
mitocondriais sdo ainda altamente valorizados, em especial porque permitem estimar tempos de

divergéncia baseados em taxas de substituicdo que tem sido melhor estudadas e aceitas.



E importante ressaltar que reconstrugdes filogeograficas robustas devem incluir multiplos
marcadores e uma amostragem populacional representativa para poder caracterizar com
precisdo os niveis de diversidade, a estrutura genética, os parametros populacionais e a historia
demogréfica das espécies (Garrick et al. 2015).

Marcadores com diferentes padrdes de heranca

Em relacdo a 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 relacdo ao nuDNA, foi observado que em aves (que possuem
machos homogaméticos- ZZ e fémeas heterogaméticas -ZW), genes ligados ao cromossomo Z
s80 menos suscetiveis a introgressao do que genes autossémicos, portanto, espera-se que esses
Gltimos apresentem menos estrutura populacional e a maioria dos polimorfismos
compartilhados (Borge et al. 2005). Devido as diferencas entre os marcadores com padrdes de
heranga diferentes (mitocondrial, nuclear e ligado ao cromossomo Z) o analise em conjunto
deles permite realizar uma abordagem mais abrangente sobre a acdo dos fenémenos evolutivos

atuando sobre os organismos (Zhang & Hewitt 2003).

Filogeografia na regido neotropical

Apesar do nimero de estudos filogeograficos ter aumentado exponencialmente ao longo dos
anos (Garrick et al. 2015), taxons de regides com alta biodiversidade no hemisfério sul seguem
pouco estudados (Beheregaray 2008). Especificamente, a Mata Atlantica, um dos dominios
mais biodiversos e degradados do mundo, possui menos estudos filogeograficos do que outras
regiGes neotropicais. E importante ressaltar que em biomas vulneraveis estudos filogeograficos
podem auxiliar na identificacdo e delimitacdo de areas que deveriam ser prioritarias para a
conservagdo bioldgica (Hickerson et al. 2010). Também, anélises em regifes pouco estudadas
podem revelar novos modelos histéricos potencialmente dificeis de compreender comparados
com outros mais estudados e melhor caracterizados (Beheregaray 2008) e originar novas
hipdteses bioldgicas. Apesar disso, cabe ressaltar que em sistemas complexos (ex. muito
heterogéneos ou cujos habitats modificam de forma imprevisivel) e com poucos dados
adicionais, como modelos de nicho paleoambiental, distribuicdo temporal de espécies ou

registros fosseis, pode ser bastante dificil desenvolver novas hipéteses (Carstens et al. 2009).

I1. A Mata Atlantica

A Mata Atlantica (MA) é um dos dominios mais biodiversos e ameacados 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



porcenetagem cobre parte da Argentina e do Paraguai (Silva et al. 2004). Ocupa atualmente
cerca de 1.400.000 km? em gradientes relativamente amplos de altitude (0 - 1700 msnm) e
latitude (29°), o que lhe outorga grande heterogeneidade (Ribeiro et al. 2009). A MA se
encontra isolada de outros dominios de vegetacdo Umida da América do Sul (i.e. florestas
Amazénica e dos Andes) por um cinturdo de vegetacdo xeromorfica (Oliveira-Filho & Ratter
1995) formado pelas areas abertas secas e semi-secas de Caatinga, Cerrado e Chaco (Ab’Saber
1977). Essa area mais aberta parece ter se formado no Eoceno médio (Roig-Jufient et al. 2006) e
atua como barreira para o intercdmbio de organismos restritos as florestas imidas (Costa 2003).
A heterogeneidade e o isolamento podem ter influenciado no fato de a MA abrigar um grande
numero de espécies endémicas (Myers et al. 2000, Silva et al. 2004), entre elas cerca de 200
espécies de aves (Goerck 1997). Entretanto, muitas espécies estdo atualmente ameacadas, pois
apesar de ser fonte de biodiversidade e dos servicos ecossistémicos que fornece, a area atual da
MA é de apenas 12 - 16% do que ja foi a segunda maior eco-regidao da América, uma vez que 0
desmatamento nos ultimos 500 anos, principalmente para pecuéria e agricultura, atingiu
praticamente toda a floresta (Ribeiro et al. 2009). Assim, preservar o0 que resta da MA é
altamente prioritario para organizacdes voltadas a conservacéo da biodiversidade (McNeely et
al. 1990).

Relevo

Na MA héa 4 cadeias montanhosas principais: A Serra do Espinhaco, a Serra da Mantiqueira, a
Serra do Mar e a Serra dos Orgéos. A Serra do Espinhaco é a mais antiga e extensa , sua origem
remonta do Pré-Cambriano como consequéncia do magnetismo no Proterozoico, ha cerca de
1750 milhdo de anos atras (Myr) aproximadamente (Almeida-Abreu & Renger 2002). Ela
ocorre do centro-sul de Minas Gerais em direcdo 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 Espinhaco separa a bacia do rio S&o Francisco das bacias dos rios Paraguagu, de
Contas, Pardo, Jequitinhonha, Mucuri e Doce (Leite et al. 2008). A origem das Serras do Mar e
da Mantiqueira remonta do Paleoceno como consequéncia de eventos tectdnicos iniciados nesse
periodo (de Almeida & Carneiro 1998). A Serra da Mantiqueira possui a maior elevagdo na
MA, se estende em dire¢do sudeste-nordeste definindo o caminho do rio Paraiba do Sul nos
estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro (Lara et al. 2005). A Serra do Mar se
estende na dire¢do norte-sul pelo litoral desde o Rio de Janeiro até o norte de Santa Catarina,
possui composicao orografica complexa e muitas das suas montanhas drenam diretamente para
o mar (de Almeida & Carneiro 1998). A Serra dos Orgdos esta restrita ao estado de Rio de
Janeiro e pode ser considerada como uma extenséo da Serra do Mar. Por estarem localizadas

paralelamente ao litoral, as Serras da Mantiqueira, do Mar e dos Orgdos sdo muito Umidas na



face leste e abrigam floresta ombrdfila, enquanto que na face oeste mais seca, possui floresta
semidecidual (Lara et al. 2005).

Vegetacéo

Atualmente a MA é composta de diversos tipos de floresta: ombrdfila, estacional semidecidual,
estacional decidual, e ainda, vegetacdo agregada como campos sulinos e areas de climax edafico
como restingas e manguezais (Rizzini 1997). Sendo que a composic¢éo floristica dessa vegetagdo
depende da disponibilidade de dgua proveniente da precipitacdo e /ou da umidade do solo, dos
gradientes de temperatura, da variacdo na fertilidade do solo e da frequéncia de fogo (Oliveira-
Filho et al. 2006). Assim, parece que a variacdo temporal de fatores abidticos pode ter
promovido mudancas na composicao floristica da MA. Segundo Ledru et al. (2009), a MA
parece ter reagido notavelmente a dois fatores: a radiacdo solar e a umidade, fatores que podem
ser controlados pelos ciclos de precessdo do planeta (Cruz et al. 2005). O estudo
paleopalinol6gico de Ledru et al. (2009) na regido sul da MA correlaciona episddios de
contracdo e expansdo da floresta com periodos de baixa e alta radiacdo solar e umidade,
respectivamente. Ele ainda indica que nos ultimos 134 mil anos a MA passou por Varios eventos
de contracdo e de expansdo de area e que sua composicdo floristica mudou ao longo desse
tempo em resposta as caracteristicas climaticas especificas de certos periodos, mostrando uma
relagéo positiva entre umidade e biodiversidade.

Clima

Os estudos palinoldgicos de Ledru et al. (1996, 2009) tém inferido condigdes climaticas na MA
no passado baseados na variacdo da composicdo do pélen ao longo do tempo. Esses estudos
sugerem que durante o Ultimo periodo glacial a temperatura se manteve baixa durante a maior
parte do tempo até o inicio do Holoceno, com excecdo de um curto periodo com temperaturas
mais quentes ao redor de 58 mil anos atras. Também indicam que no ultimo méaximo glacial a
umidade variou possivelmente devido a variagdo da precipitagdo entre as estagdes do ano, com
periodos com regimes de precipitacdo no inverno ou verdo e inclusive periodos de chuva
constante sem estacdo seca, mas também periodos muito secos, como ha aproximadamente 20
mil anos (Gltimo méximo glacial). As condi¢des climéticas inferidas para o ultimo maximo
glacial foram atribuidas a um forte sinal de precessdo da Terra.

Atualmente na MA s8o reconhecidas duas principais estagbes climaticas anuais que sdo
controladas pela posi¢cdo da zona de convergéncia intertropical (ZCIT). Uma estagdo seca
durante o inverno austral, onde a ZCIT esta localizada ao norte do paralelo do Equador, e uma
estacdo chuvosa durante o verdo austral, onde a ZCIT esta localizado ao sul do Equador (Cruz et
al. 2005). Em latitudes maiores a umidade também é controlada pela posicdo da zona de
convergéncia do Atlantico Sul (ZCAS). No verdo austral, os ventos alisios carregados de
umidade viajam desde o Atlantico equatorial a bacia amazdnica (moncdo Sul-Americana de

verdo) de onde sdo 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 precipitacdes mitigando a seca
sazonal (Garreaud 2000).

Areas de endemismo

As éreas de endemismo sdo regifes que se caracterizam por conter duas ou mais espécies com
distribuicdo restrita a ela (Cracraft 1985). Sdo Uteis para testar hipGteses de parentesco entre
unidades geograficas, bem como no estudo da evolugéo das biotas (Cracraft 1985, Cabanne et
al. 2008). Devem ser consideradas focos de conservacdo, pois sdo areas Unicas onde espécies
Unicas se originaram e foram mantidas (Silva et al. 2004). Devido a sua historia e as suas
caracteristicas particulares, essas areas podem ter sido centros de diversificacdo de multiplos
taxons, inclusive ndo estreitamente relacionados (Cabanne et al. 2008).

Areas de endemismo na MA tém sido identificadas ao longo dos anos por meio de diversas
metodologias, mas ndo ha consenso entre os autores. Alguns tém considerado a MA como uma
Unica area de endemismo (Mduller 1973, Haffer 1985). Outros estudos sobre a distribui¢éo
geografica de aves endémicas da MA (Cracraft 1985, Stattersfield et al. 1998, Silva et al. 2004)
concordam que as regibes dos estados de Pernambuco e da Bahia e a Serra do Mar, devem ser
trés areas de endemismo diferentes. J& Cracraft (1985) considera duas areas de endemismo: o
continuo de litoral desde o Pernambuco até Santa Catarina (Serra do Mar de Cracraft [1985]) e
o0 centro do Parana. Ja Silva et al. (2004) considera quatro areas de endemismo: um continuo
desde o litoral do centro de Espirito 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 0
Pernambuco. Finalmente Stattersfield et al. (1998) consideram cinco areas de endemismo: uma
area denominada Floresta Atlantica de baixada (que inclui a Serra do Mar e a Bahia litoral de
Silva et al. [2004]), Bahia interior (mas com area menor do que a Bahia interior de Silva et al.
[2004]), Pernambuco, a floresta decidua de Minas Gerais-Goids e as montanhas da Mata
Atlantica no estado de Parana.

Origem da biodiversidade na Mata Atlantica

Em geral, as hipoteses de diversificagdo na regido tropical enfatizam o contexto geogréfico e
focam nos modelos alopétricos que sugerem que o isolamento geografico evita ou minimiza a
homogeneizagdo, enquanto a selecdo e a deriva genética podem resultar em divergéncia das
populagdes; porém ha hipoteses alternativas que ndo implicam em alopatria (Lara et al. 2005).
Estudos filogeogréficos, paleocliméticos e paleogeogréficos tém buscado inferir como também
testar algumas hipéteses (descritas brevemente a seguir) de processos geograficos e bioldgicos
que possam explicar a origem e manutencdo da grande biodiversidade da MA. Contudo, a
biodiversidade da MA parece estar envolta numa histéria complexa que nao pode ser explicada
por apenas uma hipotese de diversificacdo (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



IS0, € necessario ter analises robustas para testar as diferentes hipdteses e assim distinguir entre
processos de especiacdo alternativos (Lara et al. 2005).

Barreiras Fisiogréficas: rios e morfoestruturas

A distribuicdo 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 geogréficas primarias impedindo o fluxo génico
entre populacdes, permitindo sua diferenciacdo e eventualmente a diversificacdo dos taxons. No
entanto, essas estruturas fisiograficas também podem atuar como barreiras geograficas
secundarias que separam e impedem total ou parcialmente o fluxo génico 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 inferéncia das relagOes filogenéticas entre populacGes no contexto geogréfico junto com a
estimativa de pardmetros populacionais (como tempo de divergéncia) pode ajudar a inferir o
cenario no qual os organismos evoluiram. Espera-se encontrar nos lados opostos de uma
estrutura que atuou como uma barreira geografica primaria linhagens irmds com tempo de
divergéncia posterior, mas proximo da origem da estrutura. Por outro lado, uma estrutura pode
ser reconhecida como barreira secundaria se sua origem for mais antiga do que a data de
divergéncia entre as linhagens, ainda mais se for inferido que a populacdo ancestral ocorria na
area onde a barreira se localiza.

Na regido 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 possiveis barreiras primarias que promoveram especiacao
alopatrica. J4 na MA a diversificacdo de alguns organismos ja estudados ndo descarta 0s rios
como possivel barreira ao fluxo génico. Por exemplo, hé evidéncias que indicam os rios Sdo
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 nao necessariamente
atuaram como barreiras primarias, pois a origem deles (Ribeiro 2006) é em geral mais antiga do
que as divergéncias encontradas. O rio Doce tem atraido grande atencdo e € um marco bastante
recorrente de quebra genética observada em diferentes tipos de organismos. Assim, a
distribuicdo de alguns tdxons irmdos diferenciados de anfibios (Fouquet et al. 2012, Thomé et
al. 2010), lagartos (Pellegrino et al. 2005) e mamiferos (Costa 2003) ocorrem ao norte e ao sul
de suas margens. No entanto, para algumas aves o rio Doce parece ser uma barreira geogréfica
secundaria que separa linhagens (Cabanne et al. 2008) e sublinhagens (D"Horta et al. 2011).
Também as regides ao norte e ao sul do rio Doce diferem drasticamente em sua composicao
floristica com taxons de plantas restritos a cada uma delas (Oliveira-Filho & Fontes 2000,
Carnaval et al. 2014, Zamborlini et al. 2016).



Por outro lado, algumas morfoestruturas geolégicas como a descontinuidade estrutural (dykes)
entre a parte superior do rio S&8o Francisco e o rio Grande da bacia do Paraiba (para peixes,
Ribeiro 2006) e o lineamento de Guapiara (para anfibios, Amaro et al. 2012; planérias, Alvarez-
Presas et al. 2014) também foram identificadas como sendo barreiras geograficas importantes
entre populagfes. O vale do rio Paraiba do Sul (VRPS) tem atraido grande atencdo, dado que
muitas quebras genéticas em aves parecem estar associadas com essa morfoestrutura. O trabalho
de Silva & Straube (1996), baseado na analise de caracteres morfolégicos, propde o VRPS
como uma barreira geografica primaria que conduziu a diversificacdo de duas espécies do
género de ave Lepidocolaptes bem diferenciadas fenotipicamente. Segundo a proposta a
formacdo do vale pelo levantamento das serras da Mantiqueira e do Mar no Plio-Pleistoceno
mudou a composicgéo floristica na depresséo, sendo a floresta substituida por vegetacéo aberta.
A mudanca na paisagem teria evitado o fluxo génico entre as popula¢es ao sul e norte do
VRPS e promovido a diferenciacdo. Como Silva & Straube (1996) ndo puderam estimar o
tempo de divergéncia entre as espécies, suas conclusdes devem ser consideradas com cuidado.
Além disso, a analise filogeografica de D Horta et al. (2011) descarta 0 VRPS como barreira
primaria na diferenciacdo das linhagens de Sclerurus scansor e sugere que seja um local de
contato secundario, ja que a formacdo do VRPS teria ocorrido ha muito mais tempo do que a
divergéncia das linhagens. Assim, ao contrario de outras morfoestruturas, parece que o VRPS
pode ndo ter sido per se uma barreira geografica, mas um local onde se estabeleceu uma barreira
ecoldgica.

Muitas vezes ndo € possivel distinguir claramente potenciais barreiras primarias de um evento
vicariante. Por exemplo, o rio Sdo Francisco poderia ser responsavel pela diferenciacdo das
linhagens que ocorrem na regido norte e central da MA, porém, como esse rio corre
majoritariamente através de Caatinga ndo é possivel distinguir claramente se o rio ou a Caatinga

influenciaram a diferenciacdo das linhagens que sdo separadas por eles (Cabanne et al. 2008).
Hipdtese dos refagios

A hipdtese de reflgios (RH, Haffer 1969, Vanzolini e Williams 1970) prop6e que durante 0s
periodos glaciais e interglaciais a floresta Amazbdnica Umida teria contraido e expandido,
respectivamente. Em esséncia, segundo a RH, a floresta se contraiu em resposta & mudanga
climética no periodo glacial ficando reduzida a fragmentos isolados (refligios) ocasionando a
reducdo e fragmentagcdo da distribuicdo de espécies associadas & essa vegetacdo. Como
consequéncia do isolamento dessas populagdes devido & presenca de areas abertas que
limitaram ou impediram o fluxo génico entre elas, pode ter ocorrido diferenciacdo dessas
populagbes. Também, segundo a RH, durante o periodo interglacial a floresta Umida se
expandiu e com isso ocorreu 0 contato secundario de populacdes. Se esses grupos se

diferenciaram suficientemente mesmo entrando em contato, elas podem ter atingido algum nivel



de isolamento reprodutivo e ndo haveria fluxo génico, ou seja, poderiam constituir espécies

diferentes.

Na MA também foi proposta a existéncia de refugios florestais durante o ultimo periodo glacial
no Pleistoceno. O modelo de Carnaval e Moritz (MCM, 2008) reconhece trés regides na Mata
Atlantica: a regido Norte (NMA) ao norte do Rio Sdo Francisco, a regido Central entre os rios
Sdo Francisco e Doce (CMA) e a regido Sul (SMA) ao sul do rio Doce. Segundo esse modelo,
as regides norte e centro mantiveram a floresta Umida estavel ao longo dos Gltimos 21.000 anos
e constituiram reflgios florestais durante o Gltimo maximo glacial (LMG), enguanto na regido
sul a floresta foi substituida por vegetacdo mais seca. O reflgio na CFA no atual estado da
Bahia, também identificado como reflgio florestal pelo estudo paleopalinolégico de Ledru et al.
(1996), teria sido mais estavel do que o reflgio na NMA no atual estado de Pernambuco devido
a condicOes abidticas locais que permitiram que a floresta permanecesse com maior area.
Adicionalmente, a mudanga climética teria permitido a expanséo e contracdo assincrénica dos
fragmentos florestais levando ao isolamento ou contato entre as suas populagcdes em momentos
distintos (Cabanne et al. 2008, d'Horta et al. 2011,).

Ainda, a HR prediz que deve haver maior diversidade nas populacdes localizadas nas areas que
teriam sido reflgios em relacdo as populagdes que ocorrem nas areas externas, pois o tamanho
efetivo (Ne) seria maior nas regides mais estaveis e/ou as regides menos estaveis poderiam
mostrar perda de diversidade devido ao efeito de gargalo populacional (Templeton 2006) ou
devido ao processo de expansdo populacional (Ibrahim et. al 1996). Assim, no contexto do
MCM espera-se maior diversidade nas regides NMA e CMA do que na SMA. Ainda, é esperado
encontrar maior biodiversidade na regido CMA por ter sido mais estavel ja que alguns estudos
filogeograficos sugerem a contracdo de populagdes de aves na NMA durante o Holoceno,
possivelmente relacionada a uma contragdo florestal (Cabanne et al. 2008, d'Horta et al. 2011)
devido a um regime pluviométrico particular nessa regido (Wang et al. 2004). Também, é
esperado que as populagbes que ocorrem fora das areas de refugio apresentem sinal de expansao
populacional recente como consequéncia da expanséo da floresta e a colonizagdo de novas areas
no periodo interglacial (Hewitt 1996). Assim, na MA se espera encontrar sinal de expansdo nas

populagdes no SFA.

Estudos filogeograficos de algumas espécies da MA parecem estar em conformidade com o0s
padrdes esperados pela HR e o MCM. As linhagens dessas espécies mostram uma forte
congruéncia com as regides geogréficas (NFA, CFA, SFA), apresentam caracteristicas genéticas
e demograficas esperadas conforme a regido de ocorréncia e indicam que as divergéncias 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 climaticos do passado

fragmentaram a floresta de modo significativo (Colinvaux et al. 2000) como predito pelo MCM.



Nesse sentido, alguns estudos identificaram grupos (Maldonado-Coelho 2012), linhagens
(Cabanne et al. 2008, Amaral et al. 2013) e tAxons endémicos restritos a regido sul (Silva et al.
2004) que ndo seriam congruentes com a auséncia de uma floresta estavel no tempo no SFA.
Ainda, h& algumas espécies distribuidas ao longo ou em grande parte da MA que ndo
apresentam estruturacdo populacional nem estdo em conformidade com as previsdes do MCM
(Batalha-Filho et al. 2012, Cabanne et al. 2016,).

Cabe mencionar que atualmente a NMA esta reduzida a pequenos fragmentos (brejos de
altitude) que atuam como refugios contemporaneos e abrigam linhagens geneticamente bem
diferenciadas (Cabanne et al. 2008, d'Horta et al. 2011). Por outro lado, atualmente a regido
SMA é a que abriga a maior area de floresta, sendo menos fragmentada e mais preservada do

que a floresta na regido central.
Hipdteses dos isolados de montanha

A hipotese dos isolados de montanha (HIM, Moreau 1966) foi inicialmente proposta para
explicar a distribuicio de alguns taxons irmaos de aves na Africa. Assim como a HR propde que
a diversificacdo foi promovida pelo isolamento dos individuos em diferentes remanescentes
florestais devido a contragdo da floresta durante os periodos secos do periodo glacial no
Pleistoceno, mas a HIM sugere que populagGes teriam ficado isoladas nas areas montanhosas
onde florestas Umidas teriam permanecido mesmo durante o periodo glacial devido ao nivel
pluviométrico ser maior gracas a precipitacdo orografica. Em seguida, essas populacgdes isoladas
poderiam ter expandido a sua distribuicdo a altitudes menores com a expansdo da floresta
durante o periodo interglacial. A HIM prediz que grupos irmaos devem ocupar areas adjacentes.
Na MA a HIM tem sido examinada com menos frequéncia do que outras hip6teses, apesar de a
topografia montanhosa da MA poder ser congruente com esse cenario de diversificacdo (Geise
et al. 2004, Lara et al. 2005). Porém alguns estudos de organismos da MA nao descartam essa
hipétese (mamifero, Lara & Patton 2000; ave, d Horta et al. 2011).

Hipotese dos gradientes ecoldgicos

A hipétese dos gradientes ecoldgicos (HGE, Endler 1977; Smith et al. 1997) propfe que a
diversificacdo pode ocorrer sem vicariancia, mas pode ocorrer devido as mudancas ambientais
em um gradiente ecolégico que promove selecdo divergente, inclusive na presenca de fluxo
génico (Schneider et al. 1999). Segundo a HGE é&reas de transi¢do ecoldgica seriam pontos de
encontro entre tdxons irmaos ou outros grupos genéticos. Alguns estudos tém mostrado que
ambientes de transi¢cdo sdo comuns nas paisagens da floresta tropical (Lara et al. 2005). Na MA
tém sido reportados casos de divergéncia genética em presenca de fluxo génico (ave, Cabanne et
al. 2011). Assim, organismos nos biomas tropicais também poderiam se diversificar segundo a

HGE (Garcia-Moreno & Fjeldsa 2000). Se a divergéncia genética, reprodutiva ou morfoldgica
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for maior entre populacfes que ocupam diferentes ambientes do que entre populagdes ocupando
ambientes similares, a selecdo pode estar levando a diversificacdo e a HGE ndo pode ser
descartada. Mas se a divergéncia entre populagdes que ocupam ambientes similares e entre
aquelas que ocupam ambientes diferentes for similar, entdo, fatores outros que ndo 0s
ambientais, como a deriva, podem estar gerando diversificacdo e a HGE pode ser refutada
(Coyne & Orr 2004, Lara et al. 2005, Benham & Witt 2016).

I11.  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 sdo na sua maioria relativamente
pequenas e encontram-se em todas as areas do planeta, exceto na Antartida (Austin 1961,
Ridgely & Brown 1994). Sdo caracterizadas por possuirem siringe bem desenvolvida para o
canto (Chatterjje 2015), disposi¢do dos digitos anisodactila, reducdo das vértebras cervicais e
palato com estrutura peculiar (Austin 1961). Esta ordem compde um grupo monofilético bem
suportado (Chatterjje 2015) composto por trés subordens: Acanthisittidae, Tyranni (Suboscine)
e Passeri (Oscine) (Barker et al. 2004), sendo Acanthisittidae grupo irmdo das outras duas
subordens (Chatterjje 2015).

Na subordem Tyranni se encontra a familia Thamnophilidae (Chatterjje 2015), separada da
familia Formicariidae baseada em estudos filogenéticos com bom suporte, e ¢ composta de aves
chamadas comumente de formigueiros (Ridgely & Brown, 1994). Thamnophilidae possui cerca
de 200 espécies distribuidas nas areas tropicais e subtropicais das Américas do Sul e Central
(Sfectu 2014), de porte pequeno a medio e com dimorfismo sexual na plumagem (Ridgely &
Brown, 1994). S&o arboricolas, mas se alimentam geralmente de artrépodes no solo e algumas
espécies seguem correicBes de formigas para capturar pequenos invertebrados que fogem da
correicdo (Sfectu 2014). Thamnophilidae inclui o género Pyriglena, que compreende trés
espécies exclusivas da América do Sul: P. leuconota, P. atra e P. leucoptera, conhecidas
comumente como olhos-de-fogo devido a cor vermelha dos seus olhos, com marcado
dimorfismo sexual na plumagem e seguidoras de corre¢des de formigas (del Hoyo et al. 2003).
P. leuconota é o grupo irmao de P. atra e P. leucoptera, duas espécies muito proximas que
formam um clado bem suportado e que divergiram-se aparentemente ha pouco tempo na MA
(Maldonado-Coelho 2010).

Pyriglena atra (Swainson, 1825) (BirdLife International 2016, Figura S1) também conhecida
como papa-taoca-da-Bahia é endémica de uma pequena area no nordeste do Brasil (Collar et al.
1992) ao norte do rio Paraguacu (King 1879; Figura 1). Possui aproximadamente 17,5
centimetros de comprimento (BirdLife International 2016). Os machos sdo pretos e tém no
dorso uma regido com penas com base e franjas brancas (Ridgely & Brown 1994). Enquanto as

fémeas sdo marrom avermelhado no dorso e marrom no ventre; tem olhos vermelhos, cauda
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preta e pescogo esbranquicado (USWFS 2010). A espécie ocorre em sub-bosque ou vegetagdo
secundaria onde pode ser encontrada em casais ou pequenos grupos, perto do solo evitando o
interior da floresta e &reas muito descobertas (Willis & Oniki 1982). Enfrenta a continua
degradacdo de seu habitat (Collar et al. 1992) devido ao desmatamento e ao desenvolvimento
agricola na Bahia (Willis & Oniki 1982), o que tem causado a reducdo da sua populagdo
(BirdLife International 2016). E considerada uma espécie ameagada nacionalmente (Silva &
Straube 2008, MMA 2014) e categorizada como ameaga de extincdo (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 distribuicdo no Brasil desde o sul da Bahia até o norte do
Rio Grande do Sul e ao sul de Mato Grosso. J& no Paraguai ocorre desde o sul de Canindeyu até
Itaplia e na Argentina, na provincia de Misiones (Ridgely & Brown 1994; Figura 1). Possui
aproximadamente 18 cm de comprimento e olhos vermelhos brilhantes. Os machos sdo preto
brilhante, tém no dorso uma pequena area de penas brancas que fica pouco exposta e uma barra
branca na curvatura das asas. Enquanto as fémeas sdo indistinguiveis das fémeas de P. atra
(Ridgely & Brown, 1994). E geralmente vista em pares na floresta imida de dossel baixo com
vegetacdo densa (Ridgely & Brown 1994, WWF-Brasil 2010). A espécie é considerada comum
(Stotz et al. 1996) e esta categorizada como de menor preocupacédo (least concern) pela IUCN
(Bird Life International 2016). No entanto, a populacdo parece estar diminuindo (Bird Life
International 2016) devido a destruicdo do seu habitat (del Hoyo et al. 2003).

P. atra e P. leucoptera tém distribuicdo parapatrica préximo ao médio curso da margem norte
do rio Paraguacu onde ocorre uma zona de hibridagcdo entre as duas espécies (Maldonado-
Coelho 2012). Devido a provavel recente divergéncia entre P. atra e P. leucoptera, elas sao
bons modelos para estudar processos evolutivos envolvidos em diversificagdo. Além disso,
como essas duas espécies formam um clado bem suportado, provavelmente se divergiram na
MA e pela sua ampla distribuicdo conjunta nesse dominio, sdo bons modelos para estudar a

biogeografia da MA.
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Area de distribuigio aproximada de Pyriglena atra

Area de distribuicio aproximada de Pyriglena leucoptera. - 1
7 ‘873
G 5-- 9 E 1|:|‘
2516013 ° ® 15147
- —--"'\‘1; 14
r-h.
Rio Paraguacu

Rio de Contas

Rio Pardo
Rio Doce
39-‘11
Rio Tieté | 45, 43e 43;“ 42
47 »
B %1
T 30 E’:‘l-ﬂil‘ 43 c
5dq
5556
57 &
200 400 TN {
kilorneters -

Figura 1. Localidades amostradas. Cada ponto representa uma localidade e esta colorido de acordo com a linhagem
encontrada. Rosa: P. atra - A; verde: P. leucoptera norte da regido central - LCN; amarelo: P. leucoptera sul da
regido central - LCS; azul: P. leucoptera regido sul - LS. As linhas marrons representam sistemas montanhosos: A:
Serra do Espinhaco; B: Serra da Mantiqueira; C: Serra dos Orgéos; D: Serra do Mar. Os individuos hibridos
morfoldgicos foram amostrados nas localidades 7 (um individuo) e 9 (sete individuos).
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O presente estudo teve como objetivo compreender a histdria evolutiva de duas espécies de aves
da Mata Atlantica, P. atra e P. leucoptera, bem como os processos biogeogréaficos envolvidos.
Assim, foi realizada uma andlise filogeografica baseada em marcadores com diferentes tipos de
heranca (materna, biparental e ligado ao cromossomo Z), com a inten¢do de contribuir para a
compreensdo dos processos evolutivos e biogeograficos que originaram e tém mantido a grande
biodiversidade na MA. Nesse contexto, buscamos responder duas questdes principais: (i) Qual
hipétese de diversificacdo se ajusta melhor & histdria das espécies selecionadas no presente
estudo? (ii) Os padrbes filogeograficos de marcadores com diferentes tipos de heranca sdo
congruentes? Para responder a primeira questdo foram testadas algumas das predi¢bes de cada
uma das hipoteses de origem da biodiversidade para verificar se 0 padrdo encontrado no modelo

de estudo foi congruente.
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Objetivos

Objetivo geral

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

processos biogeogréficos que configuraram a distribuicdo das linhagens identificadas.

Obijetivos especificos

Realizar analises de estrutura filogeogréfica de Pyriglena atra e Pyriglena leucoptera
ao longo da Mata Atlantica usando marcadores mitocondriais, nucleares anénimos e
ligados ao cromossomo Z.

Estimar o tempo de divergéncia entre as linhagens encontradas.

Caracterizar e datar eventuais alteracbes demogréaficas ao longo da historia das
linhagens encontradas.

Inferir os possiveis processos historicos e bioldgicos que influenciaram a diferenciacéo,
distribuicdo e historia demografica das linhagens genéticas observadas.

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

marcadores e propor 0s possiveis cenarios responsaveis pela congruéncia.
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Material e Métodos

Amostras e marcadores

Foram utilizadas amostras de 434 individuos de P. leucoptera, 120 de P. atra e oito de hibridos
morfol6gicos de P. atra/P. leucoptera (Tabelas S1 a S3) coletados em 69 localidades ao longo
da Mata Atlantica que cobrem amplamente a distribuicdo geografica das espécies (Figura 1).
Foram sequenciados e analisados marcadores moleculares com diferentes tipos de heranca
(biparental, ligada ao cromossomo Z e materna mitocondrial). Os marcadores analisados
incluiram trés regides anobnimas (identificadas apds o sequenciamento parcial do genoma de
Pyriglena leucoptera denominadas 55JZ [298 pb], GK439 [330 pb] e VIDY [352 pb];
Maldonado-Coelho com. pess.), trés regides intrénicas de genes ligados ao cromossomo Z
(intron 18 da helicase com cromo-dominio de ligacdo ao DNA, CHDZ-18 [314 pb]; intron 15 da
helicase Brahma dependente de ATP, BRM15 [349 pb] [Borge et al. 2005]; e intron 1 da
fosfolipase A2, PLAAL [608 pb] [Backstrom et al. 2010]) e parte de um gene mitocondrial
(subunidade 1l da NADH desidrogenase, ND2 [996 pb]). Dentre as sequéncias de ND2
utilizadas no presente estudo, 266 foram obtidas de Maldonado-Coelho (2012). As amostras
usadas estdo depositadas na colecdo do Laboratério de Genética e Evolugdo Molecular de Aves
do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo (LGEMA).

As extracGes de DNA total dos individuos foram feitas seguindo um protocolo com proteinase k
e fenol-cloroférmio (Bruford et al. 1992) ou com kit (DNeasy kit, Qiagen).

Amplificacéo e sequenciamento do DNA

A amplificacdo dos marcadores foi realizada pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em
termociclador Applied Biosystems Veriti 9902. Foi utilizada uma mistura com 4 pL da amostra
de DNA (25 ng), 13,5 pL de agua miliQ, 2,5 pL de tampdo 10x (15 mM de MgCl,), 1 pL de
BSA (5 mg/ml), 2 uL de dNTPs (2 mM de cada), 1 pL de cada primer (forward e reverse; 5 uM
de cada) e 0,1 pL de Taq polimerase (GE Healthcare, 5 U/ul). Todas as rea¢des incluiram um
controle negativo para monitorar potencial contaminagao.

Os primers utilizados para os marcadores andnimos 55JZ, GK439 e VIDY (Maldonado-Coelho
com. pess.) foram, respectivamente: G3X7VJT02F55J)7 (5"-CTCTGATCACCCCTGGAGTC-
3) e G3X7VJIT02F55J7 (5-TGTTCAGGCACTCTGTCTGC-3"); G3X7VJT02GK439 (5'-

AGAGGGAAGAGGAGAACTGC-3") e G3X7VIT02GK439 (5°-
GGGCACAGTAGGAGCAGAAC-3); G3X7VJIT02GVIDY (5°-
CAGCTCTTCTTCCCACCTG-3") e G3X7VITO2GVIDY (5°-

AAACAGGAGGCCAGAGTGC-3"). Os primers utilizados para os introns 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); PLAAl (5-CCTGTATCTCCTCGGCACTT-3) e PLAAl (5-
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GTTCAAACAATCAGACTCCC-3°,  Backstrom 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 condigdes de PCR foram: 1 ciclo de desnaturagéo 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 extensdo 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 adi¢do de 2,5 pL de EXO-FAP (exonuclease | + FastAP
Alkaline Phosphatase) a cada 10 pl de produto e incubagéo a 37 °C por 30 minutos e 80 °C por
15 minutos.

A reacdo de sequenciamento foi realizada com o Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems). Para cada reagdo foram adicionados 1 pL de solucdo Big Dye, 1 pL de
primer (10 uM, o mesmo da PCR inicial), 1,5 pL de tampéo do Big Dye, 1 uL de produto
amplificado e 5,5 pL de &gua MilliQ. O protocolo de reagdo foi: desnaturacéo inicial a 96 °C
por 1 minuto, 30 ciclos de: 96 °C por 10 segundos, 50 °C durantel0 segundos e 60 °C por 4
minutos.

Para a precipitacdo dos produtos, foram adicionados 80 L de isopropanol e a mistura foi
mantida por 20 minutos no escuro a temperatura ambiente, depois centrifugados durante 40
minutos a 4000 rpm e em seguida o sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 200 pL de
etanol 70%, seguido de centrifugacdo a 4000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante foi
descartado. Finalmente, as amostras foram mantidas a 37 °C até secarem e foram enviadas para
leitura em sequenciador automatico ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems).

Identificacdo dos haplotipos, testes de recombinagéo e neutralidade.

As sequéncias forward e reverse de cada marcador de cada amostra foram editadas visualmente,
combinadas e alinhadas no programa Geneious versdo R9 (http://www.geneious.com, Kearse et
al. 2012). O alinhamento foi realizado pelo método MUSCLE (Edgar 2004) e foi verificado
visualmente. Os individuos heterozigotos foram identificados pela presenca de picos duplos no
eletroferograma e esses sitios foram codificadas de acordo com o cédigo da International Union
of Pure and Apllied Chemistry (IUPAC). Os hapldtipos foram inferidos mediante analise
bayesiana implementada no programa PHASE 2.1 (Stephens et al. 2001; Stephens & Donnelly
2003) considerando o limite padrdo de p e g = 0,9. Foram realizadas 10 corridas independentes
com diferentes pontos de partida. Cada corrida teve 500 iteracfes e burn-in de 100; ainda, a
Gltima corrida foi 10 vezes mais longa do que as outras (i.e. burn-in de 1000 e 5000 iteragdes).

S6 foram consideradas para as analises subsequentes as sequéncias com fases gaméticas com
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probabilidade maior do que 0,7 (Harrigan et al. 2008). Para avaliar a existéncia de sinal de
recombinagdo 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 recombinagéo
(P < 0.05) foram reduzidos ao maior bloco ndo recombinante seguindo o teste dos quatro
gametas (Hudson & Kaplan 1985) implementado no programa DNAsp 5.1 (Librado & Rozas
2009). Os haplotipos foram identificados no Network 5.0 (Fluxus Technology Ltd).

Sexagem de individuos

Dado que os machos apresentam dois cromossomos Z e as fémeas s6 um, é esperado que 0s
individuos heterozigotos para marcadores ligados ao cromossomo Z sejam machos. Porém nao é
possivel distinguir se um individuo é macho ou fémea quando ndo ha presenca de picos duplos
no eletroferograma. 1sso ocorre porque uma sequéncia sem picos duplos pode ser de um macho
homozigoto (com duas cépias idénticas) ou de uma fémea (com uma Unica clpia). Como a
informacdo sobre o sexo de 163 individuos ndo estava disponivel e era necessario saber o sexo
dos individuos cujas sequéncias ndo apresentaram picos duplos para duplicar (machos
homozigotos) ou ndo (fémeas) as sequéncias ligadas ao cromossomo Z nas andlises, foi
realizada a sexagem molecular dos individuos com sexo desconhecido.

A PCR foi realizada em termociclador Veriti 9902 (Applied Biosystems). Foi utilizada uma
mistura com 1 pL da amostra de DNA (> 25ng/ pL), 4,7 pL de agua miliQ, 1 pL de tampéo
10x), 1 puL de dNTPs (2 mM), 1 pL de cada primer (forward e reverse; 5 uM cada), 0,2 uL de
MgCl; (25mM) e 0,1 uL de Taq polimerase (GE Healthcare, 5 U/ul). Foram usados os primers
P2 (5’-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3") e P8 (5-CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3;
Griffiths et al. 1998). As condicGes de PCR foram: 1 ciclo de deshaturacdo 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 extensdo 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 fémeas foram
identificadas pela presenca de duas bandas e os machos pela presenca de uma banda Unica.
Estrutura populacional

As relacGes entre os haplotipos 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 frequéncia >1 inativo e usando a op¢do MP (Polzin &
Daneshmand 2003). Para analisar se havia estrutura populacional e identificar o nGmero mais
provavel de populagdes (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 sequéncias completas (ndo alelos codificados como nimeros), no modo Not fixed
K e foi fornecido o vetor de valores maximos de populacdes [1112223334445551010
15 15]. Esses numeros maximos foram repetidos visando ter réplicas da mesma analise. E os

numeros de 1 a 5 foram repetidos mais vezes do que o 10 e 15 porque as analises exploratdrias
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indicaram no maximo K=4. O STRUCTURE 2.3 (Pritchard et al. 2000) também foi usado para
analisar se havia estrutura populacional e se havia sinal de introgresséo e fluxo génico entre as
populagbes usando o admixture model. Inicialmente foi feita uma analise usando sé os
marcadores nucleares e s6 os machos para evitar qualquer possivel violagdo ao incluir fémeas
ndo dipléides. Em seguida foi feito um segundo conjunto de anélises incluindo as fémeas,
primeiro utilizando sé os marcadores nucleares e depois todos os marcadores (incluindo o
mitocondrial). Todas as andlises foram feitas considerando e ndo considerando a informacéo da
localidade de coleta das amostras como prior (LOCPRIOR). Os haplétipos de cada marcador
(loco) foram codificados como alelos Unicos atribuindo-lhes um Unico valor inteiro. O segundo
alelo (inexistente) do marcador mitocondrial e dos marcadores ligados ao Z de fémeas foi
codificado como dado ausente. Em cada uma das andlises foram realizadas 20 execugoes
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 nimero de populagdes mais provavel foi seguido o método de
Evanno et al. (2005) que considera que o melhor K é o que apresenta maior AK. As réplicas das
execucdes com as K com maior AK 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 opgdo 2 e com 55 mil repeticbes para K=4. Os gréaficos 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 analise de variancia
molecular (AMOVA) para cada marcador no ARLEQUIN 3.5.2.2 (Excoffier et al. 2005)
usando uma matriz de distancia genética pairwise difference (®st) e 16.000 permutacoes.
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 correlagdo entre as distancias genética e
geogréafica em P. leucoptera usando 100.000 permutacgdes aleatdrias. Para isso foi calculada a
distdncia genética dsr entre localidades no mesmo programa enquanto que a distancia
ortodrémica entre as localidades foi calculada utilizado o pacote geosphere v1.5-5 com a fungao
distVincentyEllipsoid (Hijmans 2016) implementado no programa R (R Development Core
Team 2008).

Parametros populacionais

Para cada par de populagdes encontradas foram estimados 0s seguintes parametros
populacionais: tamanho efetivo de cada populacdo (0: e 02) e da populagdo ancestral no
momento da divergéncia (6.), taxas de fluxo génico entre as populagfes (m: e my) e tempo de
divergéncia (t) no programa IMa (Hey & Nielsen 2007) utilizando todos os marcadores. Para
isso, foram executadas analises exploratdrias para identificar os melhores priors para 0s
parametros. Depois foram feitas duas analises finais que diferiram s6 no seed para verificar a

convergéncia das estimativas dos parametros. Essas corridas finais foram feitas por 11 milhdes
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de geragdes usando o modelo de aquecimento geométrico com 40 cadeias e burn-in de 1
milhdo, utilizando 61 e 6, = 10, m; e m, =10 e t= 2 (linha de comando: -b1000000 -d100 -fg -g1
0.99 -g2 0.92 -1 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 distribui¢fes posteriores
foram assumidos como valores estimados dos parametros. Foi adotado o modelo de substituicdo
HKY (Hasegawa et al. 1985) para todos os marcadores. Para considerar a diferenca de tamanho
efetivo populacional de acordo com o tipo de marcador foram usadas valores escalares de
heranca de 0,25 para o loco mitocondrial, 0,75 para os locos ligados ao Z e de 1,0 para 0s
anobnimos. Assumimos taxas de mutacdo de 3.6E-9 e de 3.9E-9 por sitio por ano para 0s
marcadores nucleares andnimos e ligados ao cromossomo Z, respectivamente (Axelsson et al.
2004) e de 1.05E-8 por sitio por ano para 0 marcador mitocondrial ND2 (Wier & Schluter 2007)
e tempo de geracgdo de 2,33 anos (Maldonado-Coelho 2012).

Também, foi calculado o tempo médio (utilizando todos os marcadores) dos eventos de
migracdo para cada par de populagdes adjacentes para compreender melhor os cenérios
historicos. Espera-se que eventos de migragdo concentrados perto do presente sejam
congruentes com um cendrio de contato secundario com fluxo génico posterior a uma
divergéncia alopatrica, enquanto que eventos de migracdo distribuidos amplamente no tempo
seriam congruentes com um cenario de fluxo génico acontecendo desde a separacdo da
populagéo ancestral (Won & Hey 2005).

Calculo das estatisticas sumarias e historia demogréfica

Para cada populacdo encontrada e cada marcador foram calculados: nimero de haplotipos (H),
numero de sitios segregantes (S), diversidade haplotipica (Hd) e diversidade nucleotidica (=,
Nei 1987). Foram realizados o teste D de Tajima (Tajima 1989) para testar a hip6tese nula de
neutralidade dos marcadores e os testes Fs de Fu (Fu 1997) e R, (Ramos-Onsins & Rozas 2002)
para testar a hip6tese nula de tamanho populacional constante. Todos as estimativas e
estatisticas sumarias foram calculadas no programa DNAsp5 (Librado & Rozas 2009). A
significancia dos indices foi inferida no mesmo programa baseada em 1000 simulagdes
coalescentes.

A histéria demogréafica de cada uma das populacGes encontradas foi reconstruida
independentemente utilizado o0 método Bayesiano coalescente Extended Bayesian Skyline Plot
(EBSP, Heled & Drummond 2008) no programa BEAST.v2.4.6 (Bouckaert et al. 2014) usando
s6 os marcadores nucleares, s6 o marcador mitocondrial e todos os marcadores. Os individuos
das localidades 27, 28 e 29 ndo foram incluidos porque nessa regido parece haver uma clina
entre duas das populacdes encontradas (LCN e LCS), ou seja, ndo é possivel determinar a qual
linhagem esses individuos pertencem. Foi adotado 0 modelo de substituicdo HKY (Hasegawa et
al. 1985) e relogio molecular estrito para todos os marcadores. Na analise utilizando sé o

marcador mitocondrial foi adotada a taxa de mutacdo de 0,021 substituicdes por milhdo de anos
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(Wier & Schluter 2007). Na anélise utilizando s6 marcadores nucleares a taxa de 0,0072 de
substituicGes por milhdo de anos foi adotada para o marcador PLAAL (Axelsson et al. 2004) e
0 programa estimou as taxas dos outros marcadores. Na anélise usando todos os marcadores, foi
adotada a taxa acima para o ND2 e as taxas dos outros marcadores foram estimadas. Nessas
Gltimas duas andlises, foram adotados priors uniformes (0 a 1 % de substitui¢cdo por milh&o de
anos) para as taxas de mutagdo que foram estimadas visando diminuir a chance de inferéncia de
valores ndo palusiveis. Nas analises usando s6 o marcador mitocondrial foi feita uma corrida de
50 milhdes de passos com amostragem cada 5 mil passos. Para as outras andlises foram feitas
corridas de 500 milhdes 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
gue 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 recombinacao

Para o ND2 foi obtida uma matriz com 996 caracteres para 469 individuos das duas espécies e
dos hibridos morfolégicos. Para 0 PLAAL a matriz continha 608 caracteres de 320 individuos.
A matriz de BRM15 continha 349 caracteres de 419 individuos. Para CHDZ-18 foi obtida uma
com 314 caracteres para 453 individuos. Para VIDY a matriz apresentou 352 caracteres para
452 individuos. Para GK439 foram obtidos 330 caracteres para 386 individuos. Para 55J7 a
continha 298 caracteres de 468 individuos (Tabelas S1 a S3).

Como é esperado para marcadores ligados ao cromossomo Z, ndo foram encontrados sitios
heterozigotos em fémeas (Tabelas S1 a S3). O resultado do teste phi foi ndo significante para os
marcadores ND2, PLAAL, BRM15, VIDY e 55J7 (P > 0.005). Porém, a hipoteses nula de
auséncia de recombinacdo ndo foi aceita para os marcadores CHD-Z (P = 1.7E-3) e GK439 (P =
1.8 E-5), seja analisando todos os individuos do género como por espécie. Depois de efetuar o
teste dos quatro gametas se detectaram no marcador CHD-Z quatro blocos ndo recombinantes,
sendo o0 maior deles entre os sitios 285 e 314 (30 pb). No marcador GK439 se detectaram cinco
blocos ndo recombinantes e 0 maior deles compreendeu o segmento entre os sitios 150 e 172
(23 pb). Assim, para as andlises subsequentes do CHD-Z a matriz continha 30 caracteres e 453
individuos e para 0 GK439, 23 caracteres e 386 individuos.

No ND2 se identificaram 86 sitios polimérficos (S) sendo 33 informativos para parciménia (PI).
No PLAA haviam 45 S e 34 PI. No BRM15 foram observados 11 S e 5 Pl. No VIDY, 34 Se 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 ndo recombinante (30 pb) so se identificaram 3 S e 2 PI. Finalmente, no GK439
foram observados 45 S e 43 PI; enquanto no seu maior bloco ndo recombinante (23 pb) s6 se
identificaram 4 S, sendo todos PI.

Estrutura populacional e geogréfica

Baseado em todos os marcadores nucleares (ligados ao Z e anénimos) foram encontrados dois
ou quatro grupos geneticamente diferenciados com correspondéncia geografica, mas que
apresentam mistura (Figuras 1 e 2). Quando n&o foi utilizado o LOCPRIOR no STRUCTURE o

AK apresentou valores mais altos para K=2 e K=4.

22



K2

K4

LA S e ]‘_I 'j‘l’" T

N LS

"J ) ”IMM TR

A T LCN LCS | LS

i

‘FWWW'

T

-2900 4

T

-3200 4

Ln P(K)

-3500 4

-3800

K e [\ K w1y P(K)

Figura 2. Andlise de estrutura populacional de P. atra e P. leucoptera na Mata Atlantica utilizando os marcadores
nucleares. Nos graficos de A a C cada barra vertical representa um individuo e sua cor indica a proporgdo de sua
composicdo genética considerando os grupos geneticamente diferenciados que foram encontrados. Os individuos
estdo apresentados segundo a latitude de amostragem (menor a esquerda a maior a direita). Nos casos de K=4, A: P.
atra, LCN: P. leucoptera do norte da regido central, LCS: P. leucoptera do sul da regido central e LS: P. leucoptera
da regido 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 o0 uso do LOCPRIOR. (B) Idem
a A, mas com LOCPRIOR. (C) K=4 baseado nos setes marcadores nucleares em A e B mais 0 marcador mitocondrial
(ND2 — 996 pb) de563 individuos (machos e fémeas) 1: sem LOCPRIOR, 2: com LOCPRIOR. (D) Distribuicéo do
AK baseado na analise de sete marcadores nucleares (PLAA — 608 pb, BRM15 — 349 ph, CHDZ18 — 30 pb, VIDY —
352 ph, 55J7 — 298 pb e GK439 — 23 pb) de 563 machos e fémeas sem o LOCPRIOR. m: indica os individuos

hibridos: s = . indica os individuos na clina.
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Se assumirmos K=2, P. atra é recuperada como um grupo genético diferente de P. leucoptera e
os hibridos séo atribuidos a P.atra. J& 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 regido central), Leucoptera Centro Sul (LCS, P. leucoptera do sul da
regido central) e Leucoptera Sul (LS, P. leucoptera da regido sul). A Gnica linhagem de P. atra
(A) ocupa a distribuicao da espécie desde o nordeste do estado de Sergipe até aproximadamente
0 curso médio da margem norte do rio Paraguacu, onde ela encontra a LCN. A linhagem LCN
se distribui desde o limite norte da distribuicdo de P. leucoptera na zona de contato com P. atra
até aproximadamente a margem norte do rio de Contas. J& 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 distribuicdo da espécie. Cabe ressaltar que é possivel observar
uma transicdo entre LCN e LCS ocorrendo entre os rios de Contas e Pardo, onde ha
aparentemente maior introgressdo entre os individuos. Quando utilizado o LOCPRIOR, AK
apresentou picos em K=2 e K=3. Assumindo K=2, se verifica a separagdo de P. atra e P.
leucoptera. J& K=3 recupera P. atra, LS e um grupo de P. leucoptera do centro (LC, com
individuos de LCN e LCS; Figura S2).

Em geral, os resultados obtidos das analises no STRUCTURE séo congruentes entre si. A
analise utilizando s6 os individuos machos recupera 0 mesmo padrdo de estrutura de analises
utilizando todos os individuos, 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
ndo do LOCPRIOR néo altera a estrutura populacional, mas o grau de mistura de ancestralidade

dos individuos é maior sem considerar o LOCPRIOR.

Nas redes de haplétipos pode-se observar que, em geral, cada uma das quatro populagdes
recuperadas no STRUCRTURE é composta de um conjunto de haplétipos exclusivos e outros
compartilhados (Figuras 3 a 5). E evidente que alguns haplotipos compartilhados entre
populagdes sdo muito mais frequentes em uma determinada populacdo e raros em outras.
Porém, também existem haplétipos compartilhados em alta frequéncia em todas as populacdes.
N&do foi possivel identificar claramente em nenhuma das redes de haplétipos as quatro
populagoes identificadas no STRUCTURE. Assim, os diferentes marcadores apresentam niveis
variados de estruturacdo geografica e apresentam algum sinal da estrutura indicada pelo
STRUCTURE.

A rede de hapldtipos do PLAAL (Figura 3) mostra o maior nivel de diferenciacdo entre as duas
espécies em comparagdo com os demais marcadores. Assim, P. atra possui quatro hapl6tipos de
PLAAL, dois deles exclusivos da espécie, o de maior frequéncia também encontrado em quatro

individuos de P. leucoptera do norte da regido central (LCN) e um hapl6tipo que ocorre em seis
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individuos de P. atra mas é compartilhado com individuos de P. leucoptera das linhagens da
regido central (LCN e LCS). Ainda, nessa rede de hapl6tipos se observa que P. atra ndo
compartilha haplétipos com P. leucoptera do sul (LS) enquanto LCN e LCS parecem ter uma
tendéncia a ter relacdo mais estreita entre elas do que cada uma com LS. As trés populagdes de
P. leucoptera possuem haplétipos exclusivos e outros compartilhados; sendo a maioria de
haplotipos compartilhados mais frequente em uma determinada populagdo. LS tem o maior
namero de haplétipos exclusivos e apresenta um indicio de subestrutura por conter alguns
haplétipos (um deles com alta frequéncia- 27 cdpias, topo da Figura 3A) que ocorrem
exclusivamente do limite sul da distribuicdo de LS até a margem sul do rio Tieté e em algumas
localidades perto da cabeceira desse rio.

Na rede de haplétipos do BRM15 (Figura 3B) o hapl6tipo mais frequente esta distribuido em
frequéncia similar em todas as linhagens. No entanto, ha outros hapl6tipos que, a despeito de
serem compartilhados, apresentam uma distribui¢do geografica que ndo é t&o homogénea, mas
com pelo menos um haplétipo mais frequente em uma das linhagens A, LCS ou LS que é raro
nas outras. A excegdo ¢ LCN que ndo possui haplotipo de frequéncia particularmente mais
elevada.

A rede de hapl6tipos baseada no segmento ndo recombinante do CHD-Z18 (Figura 3C) ndo
apresentou sinal de estruturacdo geografica. Porém, ha haplétipos exclusivos de A e uma
relacdo préxima entre LCS e LS, pois possuem haplétipos ausentes em A e LCN e hapl6tipos
que, embora presentes nas outras linhagens, tem frequéncia maior neles.

A rede de haplétipos e a estrutura genética inferida no BAPS baseado no marcador ND2 ndo
separam A e LCN como grupos distintos, mas mostram diferenciacdo entre LCS e LS (Figura
4). A rede de haplotipos (Figura 4A) mostra as linhagens A e LCN intimamente associadas
formando um dnico cluster, com o hapl6tipo mais frequente presente nos dois grupos em
proporcdes similares e varios haplotipos exclusivos de cada linhagem. Em termos gerais com
relacdo a LCN, h&d um maior numero de haplétipos e de maior frequéncia na margem sul do rio
Paraguacu do que na margem norte. Também a maioria de haplotipos distribuidos na margem
sul desse rio ndo foram encontrados na margem norte. Isso pode sugerir que a presenca desse
marco fisiografico pode diminuir a homogeneizacdo entre A e LCN na margem sul. J& na
margem norte essas linhagens estdo em contato. Também pode se observar que o cluster
A+LCN é mais proximo de LCS do que de LS. Ainda, LCS e LS compartilham vérios
haplotipos. Assim como para 0 PLAAL, a linhagem LS apresenta o maior nimero de haplétipos
exclusivos. A andlise bayesiana (Figura 4B) também n&o separa P. atra (A) da populacédo de P.
leucoptera adjacente (LCN), mas os agrupa (cor cinza). No entanto, os resultados indicam a
presenca de duas populacBes que sdo congruentes com LCS (amarelo) e LS (azul) e

adicionalmente uma pequena populacdo (vermelho) que ocorre ao longo de toda a MA.
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Figura 3. Redes de haplétipos dos marcadores ligados ao cromossomo Z: PLAAL (608 pb, A), BRM15 (349 pb, B) e
CHDZ-18 (30 pb, C). Cada haplétipo esta representado por um circulo cujo tamanho é proporcional a sua frequéncia
e esta colorido proporcionalmente a sua distribuicdo nas linhagens encontradas no presente estudo, sendo A: rosa,
LCN: verde, LCS: amarelo e LS: azul. Os nimeros associados a cada hapldtipo indicam as localidades onde ocorre.
Cada ponto preto representa um passo mutacional e losangos cinza representam hapl6tipos intermediarios
(hipotéticos) que néo foram amostrados. N- nimero de individuos; n- nimero de sequéncias.
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Figura 4. Estrutura populacional de P. atra e P. leucoptera na Mata Atlantica baseada em 996 pb do marcador

mitocondrial ND2. (A) Rede de haplétipos. Cada haplétipo estd representado por um circulo cujo tamanho é

proporcional a sua frequéncia e esta colorido proporcionalmente a sua distribuicdo nas linhagens encontradas no

presente estudo, sendo A: rosa, LCN: verde, LCS: amarelo e LS: azul. Os nimeros associados a cada haplétipo

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

haplétipos intermediarios (hipotéticos) que nao foram amostrados. N= ndmero de individuos e de sequéncias. (B)

Resultado da analise no BAPS. Cada barra vertical representa um individuo e esta colorida de acordo com a

linhagem.
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A rede de haplétipos do VIDY (Figura 5A), assim como os resultados do marcador
mitocondrial, exibiu uma forte associacdo entre A e LCN com diversos haplétipos
compartilhados. Ainda, indica algum indicio de diferenciacdo de LS com hapl6tipos exclusivos
de alta, média e baixa frequéncias. De modo semelhante ao PLAAL, o hapl6tipo exclusivo de
maior frequéncia em LS ocorre s6 desde o limite sul da distribuicdo desse grupo até a margem
sul do rio Tieté e em algumas localidades perto da cabeceira desse rio. De modo parecido com
os resultados do ND2, as linhagens LCS e LS aparecem proximos e compartilham véarios
haplotipos. A parte mais a esquerda dessa rede de hapl6tipos mostra um padréo tipico de
indicativo de expansdo populacional.

As redes obtidas com o marcador 55J7 (Figura 5B) e com o fragmento ndo recombinante do
GK439 (Figura 5C) ndo possuem sinal de estrutura populacional. O 55J7 possui um haplétipo
de alta frequéncia distribuido ao longo da MA e um segundo haplétipo de frequéncia
relativamente alta caracteristico de A, mas presente em alguns individuos da LCN (Figura 5B).
No GK439 (Figura 5C) ha haplétipos exclusivos de A e relacdo proxima entre LCS e LS (que
possuem haplétipos ausentes em A e LCN e hapl6tipos que, embora presentes nas outras
linhagens, tem frequéncia maior neles).

Os dois grandes grupos genéticos encontrados no STRUCTURE (K=2), que correspondem as
duas espécies atualmente reconhecidas como P. atra e P. leucoptera, foram corroborados pelos
resultados da AMOVA (P < 0.001) dos marcadores PLAA1 ¢ VIDY, mas ndo foram
significativamente diferentes (P > 0.001) baseado nos outros marcadores (Tabela 1). Entretanto,
as quatro populacdes (K=4) foram corroboradas por todos os marcadores excetuando CHDZ-18
e 55J7. Quando consideramos que LCN e LCS formam a linhagem Unica LC (K=3), as trés
populagdes séo corroboradas pelos resultados baseados nos marcadores ND2, PLAAL e VIDY.
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Figura 5. Redes de haplétipos dos marcadores andnimos: VIDY (352 pb, A), 55J7 (298 pb, B) e GK439 (330 pb,
C). Cada haplétipo esta representado por um circulo cujo tamanho é proporcional a sua frequéncia e esta colorido
proporcionalmente a sua distribui¢do nas linhagens encontradas no presente estudo, sendo A: rosa, LCN: verde, LCS:
amarelo e LS: azul. Os nimeros associados a cada haplétipo indicam as localidades onde ocorre. Cada ponto preto
representa um passo mutacional e losangos cinza representam haplétipos intermediarios (hipotéticos) que ndo foram

amostrados. N= Numero de individuos, sendo o nimero de sequéncias = 2N.
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Tabela 1. Andlise de variancia molecular (AMOVA) de P. atra e P. leucoptera e suas linhagens para
cada marcador (ND2 [996 pb], PLAAL [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 variancia total explicada

por fonte de variagdo; ®i.f : indices de fixacao, *: valor significativo para probabilidade P < 0.001.

G Marcador
d friﬁ?gs Fonte de variagéo ND2 (mitocondrial)
¢ 0s gl %var oif valor-p
P. atra/ P. Entre grupos (®cr) 1 16.89 0.16886 0.00169+0.00033

leucoptera Entre localidades dentro 68 32.91 0.39596" 0.00000+0.00000
de cada grupo (Dsc)

Entre localidades (®sr) 401 50.20 0.49796" 0.00000+0.00000

A/LC/LS Entre grupos (®cr) 2 28.47 0.28470" 0.00000+0.00000

Entre localidades dentro 67 20.47 0.28611" 0.00000+0.00000
de cada grupo (Dsc)

Entre localidades (®sr) 401 51.06 0.48935" 0.00000+0.00000

A/LCN/LCS/LS  Entre grupos (Dcr) 3 39.50 0.39540" 0.00000+0.00000

Entre localidades dentro 66 9.25 0.15287" 0.00000+0.00000
de cada grupo (Dsc)

Entre localidades (®sr) 401 51.25 0.48752" 0.00000+0.00000

PLAAL (ligado ao Z)

P. atra/ P. Entre grupos (®cr) 1 4898  0.48983°  0.000000.00000

leucoptera Entre localidades dentro 59 11.10 0.21755" 0.00000+0.00000
de cada grupo (Dsc)

Entre localidades (Dsr) 442 39.92 0.60082" 0.00000+0.00000

A/LC/LS Entre grupos (Dcr) 2 42.76 0.42758" 0.00000+0.00000

Entre localidades dentro 58 9.82 0.17160" 0.00000+0.00000
de cada grupo (Dsc)

Entre localidades (Dsr) 442 47.42 0.52581" 0.00000+0.00000

A/LCN/LCS/LS  Entre grupos (Dcr) 3 40.00 0.40000" 0.00000+0.00000

Entre localidades dentro 57 10.01 0.16676" 0.00000+0.00000
de cada grupo (Dsc)

Entre localidades (Dsr) 442 49.99 0.5006" 0.00000+0.00000

BRM15 (ligado ao Z)

P. atra/ P. Entre grupos (Dcr) 1 8.86 0.08865 0.00637+0.00063

leucoptera Entre localidades dentro 69 9.39 0.10301" 0.00000+0.00000
de cada grupo (Dsc)

Entre localidades (Dsr) 619 81.75 0.18252 0.00000+0.00000

A/LC/LS Entre grupos (®cr) 2 5.35 0.05353 0.00144+0.00027

Entre localidades dentro 68 9.22 0.09741" 0.00000+0.00000
de cada grupo (Dsc)

Entre localidades (Dsr) 619 85.43 0.14573" 0.00000+0.00000

A/LCN/LCS/LS  Entre grupos (Dcr) 3 8.96 0.08958" 0.00000+0.00000

Entre localidades dentro 66 5.96 0.06546" 0.00037+0.00015
de cada grupo (Dsc)

Entre localidades (Dsr) 616 85.08 0.14918" 0.00000+0.00000
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Continuacao da Tabela 1

Grupos o
definidos Fonte de variagao Marcador
CHDZ-18 (ligado ao Z)
gl Y%ovar oD if valor-p
P. atra/ P. Entre grupos (Dcr) 1 3.49 0.03487 0.02093+0.00109
leucoptera Entre localidades dentro 68 9.30 0.09641" 0.00000+0.00000
de cada grupo (Dsc)
Entre localidades (®sr) 673 87.21 0.12791" 0.00000+0.00000
A/LC/LS Entre grupos (Dcr) 2 1.51 0.01507 0.05037+0.00188
Entre localidades dentro 67 9.76 0.09906" 0.00000+0.00000
de cada grupo (Dsc)
Entre localidades (®sr) 673 88.74 0.11264" 0.00000+0.00000
A/LCN/LCS/LS  Entre grupos (Dcr) 3 1.85 0.01852 0.03487+0.00142
Entre localidades dentro 66 9.36 0.09537" 0.00000+0.00000
de cada grupo (®sc)
Entre localidades (®sr) 673 88.79 0.11212" 0.00000+0.00000
VIDY (andnimo)
P. atra/ P. Entre grupos (®cr) 1 17.9 0.17975" 0.00000+0.00000
leucoptera Entre localidades dentro 68 10.86 0.13234" 0.00000+0.00000
de cada grupo (Dsc)
Entre localidades (Dsr) 834 71.17 0.28831" 0.00000+0.00000
AJLC/LS Entre grupos (Dcr) 2 12.09 0.12088" 0.00000+0.00000
Entre localidades dentro 67 10.11 0.11503" 0.00000+0.00000
de cada grupo (Dsc)
Entre localidades (Dsr) 834 77.80 0.22200" 0.00000+0.00000
A/LCN/LCS/LS Entre grupos (Dcr) 3 11.09 0.11087" 0.00000+0.00000
Entre localidades dentro 65 9.63 0.10826" 0.00000+0.00000
de cada grupo (Dsc)
Entre localidades (®sr) 831 79.29 0.20712" 0.00000+0.00000
55J7 (anbnimo)
P. atra/ P. Entre grupos (®cr) 1 29.88 0.29878 0.00481+0.00052
leucoptera Entre localidades dentro 70 12.61 0.17988" 0.00000+0.00000
de cada grupo (Dsc)
Entre localidades (Dsr) 883 57.51 0.42492" 0.00000+0.00000
A/LC/LS Entre grupos (®cr) 2 18.73 0.18734 0.00181+0.00032
Entre localidades dentro 69 14.93 0.18373" 0.00000+0.00000
de cada grupo (Dsc)
Entre localidades (®sr) 883 66.33 0.33665" 0.00000+0.00000
A/LCN/LCS/LS  Entre grupos (Dcr) 3 16.40 0.16396 0.00275+0.00039
Entre localidades dentro 67 15.74 0.18821" 0.00000+0.00000
de cada grupo (Dsc)
Entre localidades (®sr) 880 67.87 0.32131" 0.00000+0.00000
GK439 (anénimo)
P. atra/ P. Entre grupos (®cr) 1 9.09 0.09087 0.00331+0.00043
leucoptera Entre localidades dentro 65 7.36 0.08094" 0.00006+0.00006
de cada grupo (Dsc)
Entre localidades (Dsr) 699 83.55 0.16445" 0.00000+0.00000
A/LC/LS Entre grupos (®cr) 2 7.47 0.07474 0.00006+0.00006
Entre localidades dentro 65 6.25 0.06752 0.00206+0.00032
de cada grupo (Dsc)
Entre localidades (®sr) 700 86.28 0.13721" 0.00000+0.00000
A/LCN/LCS/LS Entre grupos (Dcr) 3 8.26 0.08256" 0.00006+0.00014
Entre localidades dentro 63 5.11 0.05565 0.00600+0.00064
de cada grupo (®sc)
Entre localidades (®sr) 699 86.64 0.13361" 0.00000+0.00000

31




Teste de Mantel

Foi encontrada correlacdo entre as distancias genética e geografica em P. leucoptera (P <
0.001) nos marcadores ND2 e PLAAL (Tabela 2), porém o R? indica que a relagdo é muito
baixa, sendo de 9% e 4%, respectivamente. Desta forma, a distribuicdo da variabilidade genética
de P. leucoptera encontrada ao longo da Mata Atlantica ndo é explicada em grande medida pela
distancia geografica.

Tabela 2. Teste de Mantel entre as distancias geografica e genética (@sr) de P. leucoptera.

Marcador Coeficiente de Coeficiente de valor-p
correlacdo r determinacédo R?

ND2 0.301205 0.090725* 0.000000
PLAAL 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

Diversidade genética

O numero de haplétipos (H) e as diversidade e haplotidica (Hd) e nucleotidica () de cada
linhagem se encontram na Tabela 3. Em geral, os valores de H, Hd ¢ = foram maiores nas
linhagens de P. leucoptera do que em P. atra. Somente os marcadores VIDY e 55J7
apresentaram Hd e 7 maior em P. atra. Entre os marcadores sem sinal de recombinacdo, 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 nimero de
haplétipos (115), seguido por LCS (99), LCN (84) e A (55; Tabela 3). LS possuiu 0 maior
namero de haplétipos exclusivos (72) seguido por LCS (37), LCN (34) e A (20; Figuras 3 a 5).
LS também apresentou 0 maior nimero de sitios segregantes (113) seguido de LCS (93), LCN
(79) e A (60). Com relacdo a Hd e m, LCS mostrou a maior diversidade (Hd: 358.3; m: 5.12),
seguido por LS (Hd: 320.3; n: 4.4), LCN (Hd: 268.3; n: 2.9) e A (Hd: 237.5; : 2.7).

Quando considerado K=3 e o conjunto total de locos, LC apresentou maiores nimeros totais de
haplotipos (146), de haplétipos exclusivos (83) e de sitios segregantes (125) do que LS. Porém,
diferentemente de quando se considera K=4 e com rela¢do a Hd e m, LS apresentou um pouco
mais de diversidade do que LC (Hd: 319.6; m: 4.3).

Parametros populacionais

Como era esperado, as datas estimadas de divergéncia entre as linhagens interespecificas e
intraespecificas foi muito recente, no Pleistoceno tardio e comeco do Holoceno. Entre A e LCN
o tempo de divergéncia estimado foi de aproximadamente 200 mil anos atras (kyr) (90% de
densidade posterior [HPD]: 500-50 kyr; Figura 6). O numero 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%
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HPD: 0.31-0.96; Figura 7A). A distribuicdo do intervalo de 90% HPD do nimero efetivo
populacional da populacéo ancestral (0.01-1.02) se sobrep6s bastante a distribuicéo do intervalo
de 90% HPD de A, mas se sobrepds pouco a de LCN. Ha sinal de migracao de alelos em ambas
direcdes, 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 migragdo parece ser recente, ou
seja, apds a separacao das linhagens (Figura 9A).

Tabela 3. Estatisticas sumérias para cada marcador e cada linhagem genética encontrada no
STRUCTURE. N: nimero de sequéncias; S: nimero de sitios segregantes; H: nimero de haplétipos: h:
nimero de haplétipos exclusivos; Hd: diversidade haplotipica; m: diversidade nucleotidica; D: D de
Tajima; Fs: Fs de Fu; R2: R, de Ramos-Onzins & Rozas. NS: nio significante (P > 0.05); * Significante (P
<0.05); ™ Significante (P <0.01).

Marcador | Linhagem | N S |H|h |Hd% | n% D Fs Rz
ND2 Todas 469 |86 |86 |- [832 |0371 |- - -
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 | 629 | 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 | 751 |0.30 |-2.3175™ | -39.749™ | 0.0247"
PLAA Todas 515|145 |78 |- |915 |1.087 |- - -
A 153 |18 |4 |2 | 417 0.279 | -1.2613NS | 1.141NS 0.0472Ns
LC 205 | 37 | 48 | 36 | 94.0 | 0.928 | -0.4622N5 | -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 | 0.1054"S | -4.285N | 0.0916NS
BRM15 Todas 687 | 11 | 12| - 32.5 0.124 | - - -
A 130 |3 |4 |0 |296 |0.091 |-0.7396NS | -1.349NS | 0.0582N°
LC 304 |10 |11 |4 |335 |0.155 | -1.3729NS | -6.122NS | 0.0315NS
LCN 1455 | 6 |1 |16.8 |0.061 |-1.5302NS | -3.356N | 0.0258NS
LCS 159 |9 [10|3 |486 |0.229 |-1.0156NS | -3.515NS | 0.0518MNS
LS 253 |4 |5 |1 |29.7 009 |-0.8976NS | -2.205NS | 0.0432NS
CHDZz Todas 72913 |4 |- |61 1.043 | - - -
A 17512 [3 |1 |[131 ]0.914 | -0.2592"S | 0.086MNS 0.0656MNS
LC 3042 |3 |0 |294 ]0.99 |-0.0727NS | 0.133Ns 0.0747™s
LCN 140 |1 [2 |0 |182 |0.608 | 0.01788NS | 0.528MNS 0.0911Ns
LCS 164 |2 |3 |0 |376 |1.296 |0.13375NS | 0.418MS 0.1145MN8
LS 250 |2 |3 |0 |334 |1.143 |0.06449NS | 0.351NS 0.0972Ns
VIDY Todas 904 134149 |- |458 |0.338 | - - -
A 170 |8 |18 |7 |585 |0.506 |-0.6883N° | -2.916NS | 0.0714NS
LC 406 | 29 | 34 |17 | 448 | 0.308 | -2.1353" | -28.062" | 0.0136"
LCN 190 | 14 |21 |7 | 548 0.309 | -1.4619NS | -12.123™ | 0.0347"S
LCS 216 |26 |27 |9 | 549 [0.285 | -2.2025"™ | -24.383™ | 0.0176"
LS 32811315 |7 | 471 0.217 | -1.4677NS | -7.200NS 0.0296Ns
55J7 Todas 936 |8 |9 7.8 0.027 | - - -
A 21412 |3 |1 |21.9 |0.074 | -0.4713"S | -0.6110NS | 0.0629NS
LC 39413 |4 |2 |35 0.012 | -1.3486N° | -6.4978NS | 0.0239NS
LCN 20212 |3 |1 |57 0.019 | -1.1293NS | -3.095" | 0.0367"S
LCS 19211 |2 |1 |11 0.004 | -0.9587 -2.754 0.0727
LS 32814 |5 |4 |30 0.001 | -1.5840" -10.146" | 0.0237"
GK439 Todas 77214 |5 343 | 1526 |- - -
A 204 |2 |3 |1 |141 |0.622 | -0.7894NS | -1.426NS | 0.0358NS
LC 3203 |4 |0 |348 |1557 |-0.3639N | -0.613NS | 0.0597NS
LCN 152 |1 |2 |0 |19.7 |0.855 | 0.1100NS | 0.658MNS 0.0983"s
LCS 168 |3 |4 |0 |458 | 2106 |-0.1383"5 | -0.199NS | 0.0807NS
LS 248 |3 |4 |0 | 444 |195 |-0.1377™S |-0.178Ns | 0.0781Ns
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Entre LCN e LCS a data de divergéncia estimada foi de 260 kyr (90% HPD: 480-140 kyr). O
numero 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 numero efetivo
populacional estimado de LCS (1.68, 90 % HPD: 1.06-2.52; Figura 7B). A distribuicdo do
intervalo do 90% HPD do nimero efetivo populacional da populacdo ancestral (0.01-0.83) se
sobrep0s parcialmente ao intervalo 90% HPD de LCN, mas foi menor e ndo se sobrep0s a do
intervalo de 90% HPD estimado para LCN. Houve sinal de migracdo de alelos em ambas as
direcdes, 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 migracao parece ser recente e ndo parece
ter ocorrido desde a separacdo das linhagens (Figura 9B).

Entre LCS e LS o tempo de divergéncia estimado foi de aproximadamente 130 kyr (90% HPD:
470-70 kyrs; Figura 6C). O numero 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 distribuicdo do
intervalo de 90% HPD do namero efetivo populacional da populagdo ancestral (0.09-1.31) se
sobrepds a do 90% HPD de LCS, mas foi menor e ndo se sobrepds a do intervalo 90% HPD
estimado para LS (Figura 7C). Houve sinal de fluxo génico em ambas dire¢des, 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 migracdo parece ser recente e ndo parece ter ocorrido desde a
separacdo das linhagens (Figura 9C).
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Histéria demogréfica

Os resultados dos testes de neutralidade e de mudancas no tamanho efetivo populacional estéo
na Tabela 3. O teste D de Tajima do marcador mitocondrial foi significante em A, LCN e LS.
Assim, a hipdtese nula de neutralidade do ND2 nessas linhagens foi rejeitada. Por outro lado,
esse teste ndo foi significante para a maioria dos marcadores nucleares na maioria das linhagens,
com excegdo do marcador VIDY na LCS e do marcador 55J7 na LS. De maneira semelhante, 0s
testes Fs de Fu e R; tiveram valores negativos e significantes no ND2 para todas as linhagens,
menos na LCS, sugerindo presenca de sinal de expansao demografica em A, LCN e LS. Ainda,
os testes Fs de Fu e R, ndo foram significantes para a maioria de marcadores nucleares na
maioria das linhagens, com excec¢des do marcador VIDY que indica expansdo demografica em
LCN e LCS, do marcador 55J7 que indica expansdo em LS e de PLAA que sugere expansdo em
LCS.

Os resultados dos Extended Bayesian Skyline Plots (EBSPs) foram parcialmente concordantes
com os resultados anteriores. As analises utilizando s6 o marcador mitocondrial ND2
assinalaram expansdo demogréfica de todas as linhagens, iniciando-se h& aproximadamente 20
mil anos atrds em A, LCN e LCS e h& 30 mil anos em LS (Figura 10). Esse sinal foi mais
facilmente observado nos histogramas de distribuicdo dos eventos demogréficos (Figura 11).
Interessantemente, LS também apresentou sinal de declinio populacional ha cerca de 15 mil

anos atras e uma segunda expansdo mais recente. Os EBSPs utilizando os marcadores nucleares
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apresentam intervalos de credibilidade amplos mas apresentam sinal de expansdo populacional
recente (Figura 12) que é mais facilmente observado nos histogramas de distribui¢cdo dos
eventos demograficos (Figura 13). Esse resultado foi congruente com os resultados com o ND2
(Figuras 10 e 11). Os resultados do EBSP e de distribuicdo dos eventos demogréficos baseados
no conjunto total de marcadores, mitocondrial e nucleares (Figuras 14 e 15), indicam expanséao
populacional em todas as linhagens, também congruente com os outros resultados. Aqui é
importante explicar que o sinal de estabilidade ha 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 trés a estimativa se baseia somente nos priors e
ndo nos dados observados, essa estabilidade pode ndo ser real. Assim, consideramos que ha
sinal de expansdo recente em A, LCN e LCS e um pouco mais antiga em LS (Figuras 10, 12 e
14). Ainda, a analise mais detalhada da distribui¢doo posterior dos EBSPs (Figuras S4 a S6)

indica que o intervalo de confianca de 95% dos valores representa bem as historias
demoaréficas das linhaaens.
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Figura 10. Extended Bayesian Skyline Plots representando a histéria demografica das linhagens encontradas, Pyriglena atra - A

(A), P. leucoptera do norte da regido central - LCN (B), P. leucoptera do sul da regido central - LCS (C) e P. leucoptera da regido

sul - LS (D) baseado no marcador mitocondrial ND2. O eixo do tempo est4d em milhdo de anos, o zero representa o presente. A linha

pontilhada indica a trajetoria da medianda do log do tamanho efetivo populacional ao longo do tempo. A area cinza representa o
intervalo de credibilidade de 95%.
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Discussao

Estrutura Populacional

Foram encontradas quatro linhagens (A, LCN, LCS e LS; Figura 2) que compartilham
haplétipos (Figura 3 a 5) e que apresentam sinal de fluxo génico (Figura 8). Embora a analise no
IMa indica fluxo génico entre linhagens (Figura 8), é importante alertar aqui que a mistura de
ancestralidade encontrada em alguns individuos segundo a analise do STRUCTURE (Figura 2)
ndo necessariamente seja resultado de fluxo génico, pois também pode ser devido a retencédo de
polimorfismo ancestrais. Ainda, essa mistura de ancestralidade pode ser consequéncia de
auséncia de sequéncias de determinados marcadores para todos os individuos (Tabelas S1, S2 e
S3). Por exemplo, na Figura 2A (K=4) o individuo LGEMA11661 que se encontra na posicao
24 da esquerda para a direita foi encontrado como pertencente a 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 génico entre as linhagens. No entanto, esse resultado pode ter sido
influenciado pela falta de sequéncia do marcador PLAA desse individuo (Tabela S1). Como
ressaltado anteriormente, o PLAA é muito informativo para distinguir as duas espécies. O
mesmo acontece com VAarios outros individuos e com outros marcadores (Tabelas S1 a S3).
Infelizmente, ndo foram realizadas analises somente com individuos contendo sequéncias de
todos os marcadores, pois o0 tamanho amostral seria reduzido para 89 individuos
maioritariamente da LS

Barreiras fisiograficas

Nenhuma cadeia montanhosa parece constituir barreira geogréafica entre as linhagens
encontradas. No entanto, a regido de encontro das duas possiveis sub-linhagens de LS parece
coincidir com o Vale do rio Paraiba do Sul (VRPS). Como essas sub-linhagens sdo pouco
divergentes (i.e. evento muito recente) e a origem do VRPS é muito antiga (Mioceno-Plioceno,
Petro & Fulfaro 1983), é pouco plausivel aceitar que a sub-estrutura em LS possa ter surgido
devido as mudancas ecoldgicas associadas a formagéo do VRPS.

Por outro lado, a distribuicdo geogréafica das quatro linhagens encontradas e das possiveis sub-
linhagens de LS indica alguma coincidéncia geografica com alguns grandes rios na MA. Porém,
0s rios ndo podem ser aceitos como barreiras geograficas primarias, uma vez que a divergéncia
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 génico entre linhagens (Figura 7) indica que ha alguma dispersdo através desses rios.
Contudo, esses rios podem ser barreiras secundarias que impedem parcialmente o fluxo génico
entre margens e ajudam manter as frequéncias alélicas caracteristicas de cada linhagem ou no

caso da possivel sublinhagem de LS, pode reforcar a diferenciacdo. Considerando que em outros
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Thamnophilidae é reportada baixa capacidade de dispersdo (Moore et al. 2008) e que o rio
Tocantins foi proposto como barreira primaria entre linhagens de Pyriglena leuconota
(Maldonado-Coelho et al. 2013), rios podem ser e ter sido barreiras fisiogréaficas importantes na
historia do género Pyriglena.

O rio Paraguacu (Figura 1) parece ser uma barreira que evita parcialmente o fluxo génico entre
as margens, pois poucos dos haplotipos de ND2 de LCN localizados na margem sul do rio
ocorrem na margem norte. Assim, possivelmente o haplétipo de ND2 mais frequente em A e
LCN que ocorre por toda a area de distribuicdo das duas linhagens parece ser um polimorfismo
ancestral. Por outro lado, como a margem sul apresentou maior nimero de hapl6tipos e com
maior frequéncia com relacdo aos da margem norte sugere que o rio impede a livre
homogeneizagdo 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 separagdo 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 individuos apresentam mais mistura. Quando considerados somente 0s
marcadores nucleares, esses individuos apresentam porcentagens aproximadamente similares de
cada uma das duas linhagens (Figura 2), mas quando o marcador mitocondrial é adicionado a
analise, uma percentagem mais elevada de LCS é atribuida aos individuos na clina (Figura S1).
Esse resultado é congruente com a analise do BAPS (Figura 4B) que indica que os individuos
dessas localidades sdo atribuidos ao grupo genético congruente com LCS. E também é
congruente com a rede de haplétipos do ND2 (Figura 4A) na qual observa-se que os individuos
dessas localidades possuem o haplotipo mais frequente e caracteristico de LCS. Além disso,
haplétipos de frequéncia relativamente alta ocorrem sé nas localidades dessa clina. A transi¢do
entre LCN e LCS entre esses rios poderia sugerir a presenca de isolamento por distancia. Porém,
o teste de Mantel ndo foi significante para a maioria dos marcadores e para aqueles que foi
significante, a correlagdo foi muito baixa, entdo ndo foi possivel aceitar a distancia geogréfica
como fator para explicar a clina entre essas linhagens. E possivel que os rios de Contas e Pardo
sejam barreiras parciais para o fluxo génico e entdo, que as populagdes localizados entre eles
recebam alelos tanto da margem norte do rio de Contas como da margem sul do rio Pardo,
fazendo com que seja dificil atribuir esses individuos a uma das duas linhagens identificadas.
Enquanto individuos na margem norte do rio de Contas (LCN) e ao sul do rio Pardo (LCS)
intercambiam menos alelos entre eles e se mantém com suas identidades. Contudo, as anéalises
utilizando ND2 (Figura S3) indicam que os individuos nas localidades na clina estdo mais
relacionados com aqueles na margem sul do rio Pardo.

O rio Doce marca a separacdo da distribuicdo de LCN e LS (Figura 1). Presenca de quebra
genética congruente com a presenca do rio Doce é um padrdo 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 S&o Paulo em outras aves (Cabanne et al. 2008, d Horta et
al. 2011). Neste caso o rio Tieté parece ser o ponto de encontro das possiveis sub-linhagens, um
padrdo concordante com outros estudos na MA que assinalam as proximidades desse rio como
ponto de contato secundéario entre unidades evolutivas diferentes (Amaro et al. 2012). Entdo, é
possivel que os rios Doce e Tieté tenham ou estejam favorecendo a diferenciacdo de LS pois a
observacédo recorrente de zonas de contato em diferentes espécies pode indicar a presenca de
fatores comuns promovendo a divergéncia.

Em todos os casos mencionados, o efeito desses grandes rios como de barreiras ao fluxo génico
pode ndo ser tdo forte devido a presenca de olhos-de-fogo nas suas cabeceiras, onde sua
eficiéncia como barreira seria mais fraca.

Hipdteses dos Reflugios (HR) e 0 Modelo Carnaval-Moritz (MCM)

Os padrfes genéticos e geograficos encontrados para Pyriglena atra e P. leucoptera ndo sao
compativeis com a HR no contexto do MCM. Depois de testar duas grandes predigdes esperadas
sob esse cenario, nenhuma delas foi apoiada. Primero, ndo foram encontrados sinais de histérias
demogréficas diferentes ao longo da MA, a saber, estabilidade nas linhagens no centro da MA
(onde 0 MCM previu a presenca de um refagio florestal no Gltimo méaximo glacial) e sinal de
expansdo unicamente na linhagem no sul da MA (onde o MCM previu auséncia de refgio). Ou
seja, baseados nos resultados dos histogramas demograficos (Figuras 11 a 15) e Extended
Bayeia Skyline Plot (EBSPs; Figuras 10 a 14) ndo ha evidéncias de que as linhagens de P. atra e
P. leucoptera apresentaram histérias demograficas muito diferentes. Segundo, a linhagem do sul
(LS) néo apresentou menor diversidade genética do que as demais (Tabela 3). Pelo contrario, é a
linhagem que exibiu maior diversidade quanto a ndmeros de hapldtipos, de haplétipos
exclusivos e de sitios segregantes. Embora no tocante as diversidades nucleotidica e haplotipica
seja superada pela LCS, seus valores foram maiores do que os da LCN. Ainda, mesmo
considerando somente uma linhagem na regido central, LC (se considerar K=3), os valores de
diversidades de LS foram similares e ndo notoriamente inferiores aos dessa Unica linhagem no
centro da MA. A menor diversidade genética no sul da MA devido a instabilidade da floresta
nessa regido € uma das principais predices do MCM e que ndo foi cumprida no presente
estudo. Além disso, a identificagdo de uma linhagem prdpria do sul da MA também ndo seria
esperada segundo o MCM, pois néo seria esperado haver uma linhagem em uma regido onde a
floresta ndo foi estavel suficiente para manter as populac@es. No entanto, foi encontrado sinal de
expanséo populacional nessa linhagem do sul (Figuras 14 e15), como prevista pelo MCM.

A presenca de uma linhagem restrita ao sul poderia até poderia ser explicada num contexto de
genetic surfing (Peischl et al. 2016), o que permitiria a rapida diferenciacdo de grupos genéticos
durante sua expansdo populacional a partir da regido central da MA (ao norte do rio Doce) para

o sul. No entanto, além dessa linhagem de Pyriglena no sul da MA, ha taxons (Fouquet et al.
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2012) e linhagens (Cabanne et al. 2008, d'Horta et al. 2011) endémicos do sul da MA com
origem estimada no Pleistoceno ou antes deles. Assim, a presenca de varios tdxons endémicos
seria mais compativel com um cenério no qual a floresta se manteve estavel abrigando esse
taxons.

Hipdtese de isolados de montanha (HIM)

A distribuicdo das linhagens encontradas ndo permite refutar a HIM. A divergéncia entre
linhagens foi estimada em ter ocorrido no Pleistoceno tardio, um periodo onde os eventos
climéticos podem ter ocasionado a contracdo da MA em refugios florestais associados a cadeias
montanhosas. A localizacdo 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 distribuicdo geografica de outros organismos
cujos taxons irmdos ocorrem segregados na porgdo norte (Chapada Diamantina) ou na porcao
sul (zona centro-sul do estado de Minas Gerais) da Serra do Espinhago (aves: Vasconcelos et al.
2012, Vasconcelos et al. 2008; plantas: Harley 1995; anfibios: Leite 2008). A disjuncdo de
taxons na Serra do Espinhaco poderia estar associado a eventos vicariantes ocasionados pela
separacao das populagGes das porcdes norte e sul por uma barreira ecologica de vegetacdo seca
nos vales dos rios de Contas, Pardo e Jequitinhonha, impedindo o fluxo génico entre essas
regides (Ribeiro et al. 2008, Lugli & Haddad 2006, Leite 2008). Se as mudangas climaticas
durante o Pleistoceno conseguiram reduzir a floresta imida e esta s6 foi mantida nas areas
montanhosas, a populacdo ancestral de LCN e LCS pdde ter ficado refugiada na Serra do
Espinhaco e se diferenciado devido a barreira ecoldgica imposta pela vegetacdo 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 as serras da Mantiqueira, dos Orgaos e do Mar.

O sinal de expansdo populacional recente encontrado em todas as linhagens de Pyriglena
(Figuras 10 a 15) sugere que suas historias demograficas foram similares ao longo da MA e
pode estar relacionado com a expansdo dos fragmentos florestais confinados nessas serras
depois do Gltimo méaximo glacial (LGM) do Pleistoceno, ha aproximadamente 20 mil anos atras
(kyr). Com excecéo do sinal de expansdo em LS que parece indicar uma expansdo mais antiga,
ha 30 kyr, possivelmente relacionado com uma expansao florestal no sul que precedeu o LGM
(Ledru et al. 2009). O fato de a diversidade genética ndo ter sido evidentemente maior em
nenhuma linhagem é congruente com esse cenério e pode sugerir a presenca de remanecentes
florestais nas serras ao longo de toda MA sob condigdes similares e ndo, como sugerido pelo
MCM, condi¢des menos favordveis no sul. Esses refigios associados &s montanhas teriam
mantido populacBes sem sinal de gargalo de garrafa (Figuras 11, 13 e 15), excetuando o declinio
populacional em LS detectado pelo marcador mitocondrial ha 15 kyr. Por outro lado, o fluxo
génico entre as linhagens parece ser recente (Figura 9) e congruente com um cenario de fluxo
posterior a divergéncia. Isso ndo refuta a HIM e poderia indicar que as linhagens se

diferenciaram em alopatria nos diferentes refgios florestais associados as serras e, depois que
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as condicdes climaticas permitiram a expansdo dessas florestas, entraram em contato secundario
com fluxo génico. Também segundo o observado nas redes de hapl6tipos (Figuras 3a 5), a LCN
é mais proxima da linhagem adjacente LCS do que da linhagem mais distante LS, segundo o
que esperado pela HIM. Em relagdo a P. atra, é possivel que alguns individuos da populacéo do
ancestral de P. atra e P. leucoptera ficaram isolados nas serras no nordeste do Brasil, na atual
area de distribuicdo de P. atra e, com isso teria-se permitido ocorrer a diferenciacao
interespecifica. Embora ndo muitos autores discutem seus resultados a luz da HIM, alguns
outros resultados de estudos de organismos da MA sdo congruentes com essa hipotese (d Horta
etal. 2011).

Hipdbtese dos gradientes ecologicos (HGE)

A variacdo genética entre as linhagens de Pyriglena encontradas n&o é conforme o esperado sob
a HGE. Os fatores abiéticos e bidticos ndo sdo uniformes na MA, ou seja, temperatura, umidade
e composicdo floristica e faunistica 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 composicdo da MA muda consideravelmente com relacdo a margem norte (Zamborlini et al.
2016). Essas mudancas ao longo do dominio podem ser o cenario para a diversificacdo
conforme a HGE, mas néo se sabe se podem ser consideradas de fato ambientes diferentes para
Pyriglena. Contudo, ainda se assumissemos que cada uma das linhagens encontradas ocorre em
ambiente diferente, a analise de AMOVA hierarquica (Tabela 1) indica em todos os marcadores
que a variacao genética entre individuos da mesma localidade ¢ maior do que a variagdo entre
localidades da mesma linhagem e ainda mais, € maior do que a variacdo entre linhagens
(excetuando PLAA quando considerado K=2). Assim, selecdo natural ndo parece ser a principal
forca que levou a diversificacdo das linhagens aqui analisadas, mas permanece em aberto a
possibilidade de a deriva ter sido importante.

Hipdtese da Floresta Atlantis

Recentemente foi proposto por Leite et al. (2016) que, ao contrério das predi¢des da HR na MA,
a floresta Umida e suas populagdes expandiram sua distribuicdo durante os periodos glaciais
(inclusive no LGM) em direcdo a plataforma continental que entdo estaria exposta devido a
regressdo marinha; enquanto durante os periodos interglaciais essa floresta estaria fragmentada.
Assim, segundo essa hipdtese denominada como Hipédtese da Floresta Atlantis (HFA) espera-se
encontrar sinal de expansdo tantos nos periodos glacias como nos interglaciais. Ainda, a HFA
prevé expansao populacional em dire¢do ao norte durante o LGM devido as baixas temperaturas
nas latitudes maiores e expansdo para o sul durante o periodo interglacial. O padrdo
filogeogréfico encontrado no presente estudo ndo é congruente com a HFA. Ao comtrario dos
resultados de Leite et al. (2016) ndo foi encontrada uma Unica populagdo panmitica, mas
linhagens diferenciadas (apesar de ndo reciprocamente monofiléticas). As linhagens A, LCN e

LCS apresentaram sinal de expansdo populacional s6 no final do LGM, mas ndo durante o
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periodo glacial. Com excecdo de LS que apresentou sinal de expansdo antes do comego do
LGM concordante com uma possivel expansdo florestal h& aproximadamente 30 mil anos atras
(Ledru et al. 2009). Por outro lado, os resultados das andlises no IMa sugeriram que as
divergéncias entre linhagens parecem ter ocorrido no Pleistoceno tardio (Figura 6)
possivelmente em alopatria (Figura 9). Se a MA néo tivesse se contraido durante o LGM, as
espécies dependentes de floresta como P. atra e P. leucoptera teriam tido uma é&rea de
distribuicdo continua e a divergéncia observada teria ocorrido em simpatria (ou parapatria) ou
devido a presenca de alguma barreira geografica ou ecoldgica ndo evidente. O primeiro caso €
muito pouco provavel dado que diversificacdo simpétrica é rara; enguanto diversificacdo
alopatrica € o modo de diversificacdo dominante em aves (Phillimore et al. 2008). Ademais, em
um cenario de simpatria seria esperado que encontrar forte sinal de selecdo natural e os
resultados observados no presente estudo ndo 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 ndo é esperado segundo as predi¢cdes da HFA, ainda mais quando a hipotese
propde expansdo dos organismos em direcdo ao sul durante os interglaciais.

Diversificagdo de Pyriglena na MA

Embora existam quebras genéticas que se associam recorrentemente com certas regides
geogréaficas na MA, os padrdes populacionais sdo idiossincraticos entre as espécies sugerindo
que os fatores ambientais e geograficos na histéria da MA ndo afetam todas as espécies da
mesma maneira. O padrdo filogeografico de Pyriglena leucoptera encontrado no presente
estudo parece ser congruente com as predicbes da HIM. 1) A distribuicdo geografica das
linhagens encontradas é congruente com a presenca de cadeias montanhosas importantes na MA
(Figura 1). 2) O tempo de divergéncia estimado entre linhagens situa-se no Pleistoceno tardio
(Figura 6), quando a floresta pode ter ficado reduzida a fragmentos estaveis nas serras durante
periodos secos. 3) O fato de a diversidade genética ndo ser notoriamente maior em nenhuma
linhagem (Tabela 3) é congruente com esse cenario, mas ndo com a HR no contexto do MCM.
4) O sinal demografico similar em todas as linhagens (Figuras 11, 13 e 15) é compativel com
um cenario onde as populacGes refugiadas nos remanecentes florestais associados as serras
expandiram sua distribuicdo quando os fatores climaticos foram apropriados. 5) As linhagens
adjacentes sdo aparentemente mais préximas entre si do que linhagens néo adjacentes (Figuras 3
a 5). Por outro lado, os rios de Contas, Pardo e Doce (Figura 1) parecem ter atuado como
barreiras geogréficas secundérias, ou seja, nesses marcos as linhagens que se divergiram nas
serras se encontraram apds sua expansdo e eles podem ter um papel importante de manter a
identidade dos grupos genéticos diferenciados. Finalmente, a divergéncia entre as linhagens
encontradas nao parece ser resultado de selecdo (Tabela 1).

Em geral, o foco de muitos estudos filogeograficos de organismos da MA tem sido testar a HR e

0 MCM, enquanto outras hipéteses (como a HIM) tém recebido menos atencdo. Nao obstante,
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além do presente trabalho, os resultados de varios estudos rejeitam as predi¢des principais do
MCM. Primeiro, a presenca de muitos tdxons endémicos do sul e associados a Serra do Mar
(Silva et al. 2004) ndo podem ser explicados na auséncia de grandes areas florestais estaveis
nessa regido. Ainda, outros resultados como sinal de expansédo de populacfes na regido central
(Amaral et al. 2011, Cabanne et al. 2008, d'Horta et al. 2011) ndo sdo congruentes com a
estabilidade dessa regido predita pelo MCM. Assim, como os resultados obtidos para Pyriglena
e outros organismos da MA ndo refutam a HIM, essa hipbtese poderia estar associada a
diversificacdo desses diferentes organismos na MA e deveria ser testada mais detalhadamente.
Analises prévias de Pyriglena na MA

Os resultados do estudo filogeogréfico realizado por Maldonado-Coelho (2012) utilizando o
marcador ND2 e as mesmas espécies do presente estudo sugere, ao contrario do presente
trabalho, que o padréo filogeografico de Pyriglena concorda parcialmente com a HR e 0 MCM.
Seus resultados ndo coincidem em muitos aspectos com o presente estudo.

1) Nos dois estudos a estrutura genética de ND2 recuperou trés clusters na rede de hapl6tipos,
porém as relacBes entre os clusters foi diferente. Na rede de hapldtipos obtida por Maldonado-
Coelho (2012) o cluster associado a regido sul da MA (que aqui foi denominada como linhagem
LS) esta relacionado intimamente com o cluster associado a regido mais ao norte. Enquanto no
presente trabalho o cluster do sul ndo apresentou relacdo mais proxima com o cluster mais ao
norte (linhagens A e LCN), mas com o cluster associado a regido central (linhagem LCS) que,
por sua vez, se relaciona com o cluster mais ao norte. Esses resultados diferentes podem ser
produto da utilizacdo de diferentes métodos na construcao das relacdes entre haplétipos, isto é,
0s programas Network (no presente estudo) e TCS (utilizado por Maldonado-Coelho 2012).

2) De acordo com Maldonado-Coelho (2012) ndo foram identificadas quebras filogeograficas
concordantes com a presenca de grandes rios na MA, como encontrado no presente estudo. O
resultado de Maldonado-Coelho (2012) pode ser consequéncia de dois fatores: (a) seu estudo
ndo identificou as duas linhagens de P. leucoptera que ocorrem ao norte do rio Doce (s6
reconheceu um grupo genético na regido central da MA) que permitiram no presente estudo
sugerir o rio de Contas ou o0 rio Pardo como barreira. (b) com a intencdo de testar a HR
Maldonado-Coelho (2012) agrupou as localidades amostradas como pertencentes a dois grupos,
“dentro do refugio” (P. leucoptera central do presente estudo) e “fora do refugio” (P.
leucoptera do sul do presente estudo). E como uma tnica localidade “dentro do refigio” esta ao
sul do rio Doce, esse rio ndo foi considerado como barreira entre 0s grupos. Se esses grupos
artificiais ndo tivessem sido adotados, seria observado que o cluster no sul estaria restrito a
margem sul do rio Doce, como encontrado no presente estudo.

3) Segundo Maldonado-Coelho (2012) na regido central da MA ndo houve sinal de expanséo,
porém, os indices D de Tajima, Fs de Fu e R, foram estimados por localidade amostrada e ndo

por linhagem encontrada. Dssa maneira, 0 nimero de sequéncias por localidade (x=10) pode ter
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sido baixo demais para realizar estimativas confiaveis. Ainda, o bayesian skyline plot que indica
tendéncia de estabilidade populacional foi realizado utilizando as sequéncias da maioria das
localidades na regido central da MA (situadas no grupo “dentro do refigio”). Ou seja, a analise
utilizou individuos de linhagens diferentes (i.e. LCN e LCS) que ndo pertencem a uma Unica
popula¢do panmitica, por tanto esses resultados deveriam ser interpretados com cuidado. J& o
bayesian skyline plot utilizando as sequéncias das localidades no sul da MA, ou seja, ao sul do
rio Doce (grupo “fora do refiigio”) que ¢ a regido onde a linhagem LS do presente estudo
ocorre, indica expansdo gue teria comecado ha 30 mil anos, o que também foi encontrada no
presente trabalho.

4) Maldonado-Coelho (2012) encontrou maior diversidade nucleotidica na regido central da MA
do que na regido sul, porém deve ser considerado que sua analise da regido central retne
individuos de duas linhagens. Enquanto o presente estudo estimou a diversidade de cada
linhagem.

Em termos gerais as discrepancias entre o trabalho de Maldonado-Coelho (2012) e o presente
estudo decorrem principalmente porque: (1) As unidades analisadas sdo diferentes. No trabalho
de Maldonado-Coelho (2012) as unidades foram identificadas exclusivamente utilizando o
marcador ND2 que ndo permite distinguir as duas linhagens de P. leucoptera presentes na
regido central da MA. Ademais, com o objetivo de testar a HR, o Unico grupo genético
reconhecido por Maldonado-Coelho (2012) na regi&o central da MA incluiu uma localidade ao
sul do rio Doce. Individuos dessa localidade analisados no presente trabalho multilocos foram
recuperados como integrantes da linhagem do sul (LS). (2) As analises no presente estudo foram
feitas considerando as unidades genéticas (linhagens) encontradas e ndo considerando as
localidades (exceto no teste de Mantel) ou grupos a priori (i.e. dentro de uma regido modelada
como sendo refugio segundo 0 MCM vs fora dessa regido) como unidades independentes.
Tempo de divergéncia entre linhagens

Segundo os resultados aqui obtidos o ancestral comum mais recente entre P. atra e P.
leucoptera foi pleistocénico. Os resultados indicam que em P. leucoptera houve um primero
evento de divergéncia ha aproximadamente 260 mil anos atras (kyr) que originou LCN e LCS e
um segundo evento ha 130 kyr que originou LS a partir da linhagem adjacente (LCS). Esse
resultado é congruente com o resultado observado nas redes de haplétipos (Figuras 3 a 5), nas
quais LS tem uma relacdo mais estreita com LCS do que com LCN. Inesperadamente o tempo
de divergéncia obtido entre as linhagens interespecificas A e LCN (200 kyr 90% HPD: 500-50
kyr) foi menor do que o tempo de divergéncia mais antigo entre linhagens intraespecificas 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 divergéncia entre P. atra (A) e a linhagem de P.
leucoptera mais préxima (LCN). Contudo, os intervalos de confianca se sobrepdem, sendo

possivel que os dados indiquem divergéncias simultaneas. Embora o IMa pode distinguir entre
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fluxo génico e retencdo de polimorfismos ancestrais (Maldonado-Coelho et al. 2013) o
resultado obtido pode ser consequéncia da introgressao entre essas linhagens ou devido ao baixo
nuimero de marcadores utilizado na presente analise. Desse modo, é importante incluir mais
marcadores para estimar a data de divergéncia entre as linhagens, sobretudo considerando que
as duas espécies tem caracteres fenotipicos diferenciadores como o canto (inato) e a plumagem
dos machos (Winger & Bates 2015).

Estrutura filogeogréafica e marcadores com diferentes tipos de heranca

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 a sua maior taxa
de mutacdo e menor Ne, os marcadores mitocondriais apresentam tempos de coalescéncia
menores e revelam estrutura populacional mais marcada do que os marcadores nucleares (Hare
2001). Por isso, em linhagens com divergéncia recente é esperado que marcadores
mitocondriais apresentem maior estrutura. Linhagens com tempo de divergéncia no Pleistoceno
ou mais recente geralmente ndo apresentam estrutura no genoma nuclear (Hare 2001).
Interessantemente, o marcador ligado ao cromossomo Z, PLAAL, apresentou sinal
filogeogréfico (Figura 3) maior do que o marcador mitocondrial ND2. Ou seja, 0 PLAA1 foi o
Unico a isoladamente separar individuos de P. atra dos de P. leucoptera, diferenciando as
linhagens interespecificas A e LCN. E descrito que marcadores ligados a cromossomas sexuais
(como o PLAAL) podem apresentar maior estrutura do que outros marcadores nucleares devido
a um menor Ne, mas também parecem ser menos suscetiveis a introgressdo, por possuirem
regides importantes para manter o isolamento reprodutivo, causando incompatibilidades

genéticas ou apresentando forte selecdo (Ellegren 2009, Payseur 2010, Dean et al. 2015).
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Conclusoes

O presente estudo apresenta evidéncias de que mudancas climéticas no Pleistoceno tardio
podem ter sido importantes na estruturacdo filogeografica de Pyriglena atra e Pyriglena
leucoptera na Mata Atlantica (MA). O padrdo filogeografico encontrado foi congruente com a
hip6tese dos isolados de montanha, mas ndo, aparentemente, com outras hip6teses alternativas
propostas para a MA, como a hipétese de reflgios florestais no contexto do modelo
paleoclimatico de Carnaval & Moritz (2008), a hipdtese de estruturas fisiograficas como
barreiras ou a hipo6tese dos gradientes ecoldgicos. Assim, as quatro linhagens de Pyriglena aqui
encontradas parece poder terem se originado em alopatria possivelmente devido as mudancgas
climaticas do Pleistoceno tardio que podem ter restringido parte da floresta umida (e as
populagdes de Pyriglena) em diferentes cadeias montanhosas da MA. Ainda, os rios de Contas,
Pardo e Doce parecem ser barreiras secundariés limitando o livre fluxo génico entre margens o

gue ajudaria a manter a identidade das linhagens encontradas.

Se faz necessério realizar uma analise com mais marcadores que permita confirmar ou refutar a
estimativa de data de divergéncia entre a Unica linhagem de P. atra e a linhagem de P.
leucoptera geograficamente mais préxima (LCN), bem como as linhagens encontradas em P.
leucoptera. Isso é importante, pois 0 tempo estimado no presente estudo parece ser recente
demais para que as duas espécies pudessem ter desenvolvido algumas caracteristicas fenotipicas
diferenciadoras e porque essa data foi mais recente do que o tempo de divergéncia entre

linhagens intraespecificas de P. leucoptera.

Como observado no presente estudo, apesar de 0s marcadores mitocondriais serem bastante
informativos para reconstrugdes filogeograficas € importante utilizar diversos tipos de
marcadores de modo a recuperar de forma mais robusta a historia dos processos evolutivos dos

organismos e dos possiveis fatores geradores dessa biodiversidade.
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Resumo

Visando contribuir para a compreensdo dos processos que originaram e mantiveram a
biodiversidade na Mata Atlantica (MA), o presente estudo teve como objetivo inferir a histdria
evolutiva - bem como os processos biogeograficos envolvidos - de duas espécies de aves da
MA, P. atra (120 individuols) e P. leucoptera (434 individuos). Realizamos uma anélise
filogeogréafica envolvendo marcadores com diferentes tipos de heranga: materna (gene
mitocondrial da subunidade Il da NADH desidrogenase), biparental (trés marcadores anénimos
VIDY, GK439 e 55J7) e ligada ao cromossomo Z (intron 18 da helicase com cromo-dominio de
ligacdo ao DNA, intron 15 da helicase Brahma dependente de ATP e intron 1 da fosfolipase
A2). Duas questdes principais foram abordadas: (i) Qual hipétese de diversificacdo é mais
congruente com os resultados do presente estudo? (ii) Os resultados baseados em marcadores
com diferentes tipos de heranga sdo congruentes? Para responder a primeira questdo, algumas
das previsdes de cada hipétese foram testadas. Foi encontrada evidéncia de que as mudangas
climaticas no final do Pleistoceno parecem ter sido importantes na estrutura filogeogréfica de
Pyriglena atra e Pyriglena leucoptera na MA. Os resultados encontrados foram congruentes
com a Hipdtese dos Isolados de Montanha, mas aparentemente refutam outras hipéteses, tais
como: a Hipédtese dos Reflgios do Pleistoceno no contexto do modelo paleoclimatico proposto
por Carnaval & Moritz (2008), Hipdtese de estruturas fisiograficas (rios ou montanhas) como
barreiras, e a Hip6tese de Gradientes Ecoldgicos. Além disso, os rios Doce e Contas parecem
ser barreiras secundarias interrompendo parcialmente o génico. Finalmente, os marcadores
revelaram diferentes niveis de estrutura geogréafica e sinais nem sempre totalmente congruentes.
Assim, embora os marcadores mitocondriais sejam muito informativos em reconstrugdes
filogeogréficas, é importante usar véarios tipos de marcadores para recuperar de forma mais
completa a histéria dos processos evolutivos dos organismos e 0s possiveis 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 1), 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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Anexos e Apéndices

Figura S1. Fotos dos machos de Pyriglena. A: P. atra. B: P. leucoptera. C. Hibrido
morfoldgico de P. atra-P. leucoptera . Fotos de Sidnei Sampaio.
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Figura S2. Analise de estrutura populacional de P. atra e P. leucoptera na Mata Atlantica 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 fémeas). Cada barra vertical representa um individuo e sua cor indica a proporcédo
de sua composicédo genética considerando K=3. A: P. atra, LC: P. leucoptera central, e LS: P. leucoptera da regido
sul. Os individuos estdo apresentados segundo a latitude de amostragem (menor a esquerda a maior a direita). (a)
Sem LOCPRIOR. (b) Com LOCPRIOR. (c) Distribuigdo do AK da andlise com o LOCPRIOR. m: indica os
individuos hibridos morfolégicos.

Figra S3. Analise de estrutura populacional de P. atra e P. leucoptera na Mata Atlantica 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 fémeas). Cada barra vertical representa
um individuo e sua cor indica a proporcdo de sua composicdo genética considerando K=4. A: P. atra, LCN: P.
leucoptera do norte da regido central, LCS: P. leucoptera do sul da regido central e LS: P. leucoptera da regido sul.
Os individuos estdo apresentados segundo a latitude de amostragem (menor a esquerda a maior a direita). (a) Sem
LOCPRIOR. (b) Com LOCPRIOR. m: indica os individuos hibridos morfol6gicos. = = : indica 0s individuos
na clina.
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Figura S4. Extended Bayesian Skyline Plots representando a histéria demografica das linhagens encontradas:
Pyriglena atra - A (A), P. leucoptera do norte da regido central - LCN (B), P. leucoptera do sul da regido central -
LCS (C) e P. leucoptera da regido sul - LS (D) baseada no marcador mitocondrial ND2 (996 pb). O eixo do tempo
estda em milhdo de anos, o zero representa o presente. A linha pontilhada indica a trajetéria da mediana do log do
tamanho efetivo populacional ao longo do tempo. A area entre as linhas continuas representa o intervalo de 95 % de
credibilidade.
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Figura S5. Extended Bayesian Skyline Plots representando a historia demografica das linhagens encontradas:
Pyriglena atra - A (A), P. leucoptera do norte da regido central - LCN (B), P. leucoptera do sul da regido central -
LCS (C) e P. leucoptera da regido sul - LS (D) baseada em sete marcadores nucleares: PLAA- 608 pb, BRM15- 349
pb, CHDZ18- 30 ph, VIDY- 352 pb, 55J7- 298 pb e GK439- 23 ph. O eixo do tempo esta em milhao de anos, 0 zero
representa o presente. A linha pontilhada indica a trajetoria da mediana do log do tamanho efetivo populacional ao
longo do tempo. A &rea entre as linhas continuas representa o intervalo de 95 % de credibilidade
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Figura S6. Extended Bayesian Skyline Plots representando a historia demografica das linhagens encontradas:
Pyriglena atra - A (A), P. leucoptera do norte da regido central - LCN (B), P. leucoptera do sul da regido central -
LCS (C) e P. leucoptera da regido sul - LS (D) baseada na analise 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 esta em milhdo de anos, o zero representa o presente. A linha pontilhada indica a trajetoria da
mediana do log do tamanho efetivo populacional ao longo do tempo. A area entre as linhas continuas representa o
intervalo de 95 % de credibilidade.
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Tabela S1. Numeros de amostras (N) e de sequéncias obtidas (v) de Pyriglena atra por
localidade e marcador. N°: NUmero da localidade na Figura 1. A: ND2; B: PLAAL; C:
BRM15; D: CHDZ-18; E: VIDY; F: 55J7; G: GK439.

N° Localidade‘Estado‘ Latitude Longitude N Amostra Sexo
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No

4

Continuacédo da Tabela S1

Localidade Estado Latitude Longitude
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10

Continuacédo da Tabela S1
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No

Continuacédo da Tabela S1

Localidade
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Amaro

Estado
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Longitude
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Tabela S2. Nimeros de amostras (N) e de sequéncias obtidas (v) de Pyriglena leucoptera por
localidade e marcador. N° Numero da localidade na Figura 1. A: ND2; B: PLAAL; C:
BRM15; D: CHDZ-18; E: VIDY; F: 55J7; G: GK439.

N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra
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Continuacédo da Tabela S2

Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra C D F
LGEMA16807 F v v v v
LGEMA16808 M v v v v
LGEMA16814 M v v v v v v
LGEMA16815 F v v v v v v
LGEMA16816 M v v v v v v
LGEMA16817 M v v v v
LGEMA16818 M v v v v v
LGEMA16819 F v v v
LGEMA16820 M v v v v v v
Serra do Orobo,
13 Itaberaba BA -12,35 -40,533 19 LGEMA16821 F v v v v
LGEMA16822 F v v v v v v
LGEMA16830 M 4 v v v v v
LGEMA16831 M v v v v
LGEMA16832 M v v v v
LGEMA16833 M 4 v v v
LGEMA16834 F v v v
LGEMA16835 M v v v v
LGEMA16836 M v v v v v
LGEMA16837 F 4 v v v
Fazenda Cana
Brava, margem LGEMA11355 F v v v v v
16 norte do rio BA -12,649 -40,587 2
Paraguacu, Boa LGEMAL1356 M v v v v
Vista do Tupim
LGEMA11357 M 4 v v v v v v
Mgrgem norte do LGEMA11358 M % » > % »
rio Paraguacu,
17 Chapada BA -12,847 -41,331 5 LGEMA11359 M 4 v v v v v v
Diamantina
' v v v
Andarai LGEMA11360 M v v
MMC 160 v v v
Margem sul do rio L GEMA 11361 M , L, L, , .
1g Paraguaqu, Chapada — pn 15851 41329 2
Diamantina,
LGEMA14967 M v v v v v
LGEMA14981 F v v v v v
LGEMA14990 M 4 v v v
Serra da Jiboia, LGEMA14991 E v v v v v
19 Santa Terezinhae BA -12,853 -39,475 8
Elisio Medrado LGEMA14996 F v v v v v
LGEMA15001 F v v v v v
LGEMABA763 F 4 v v v v v v
LGEMABA764 M v v v v v
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Continuacédo da Tabela S2

Localidade Estado
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Continuacédo da Tabela S2

Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra
LGEMA14780
LGEMA14781
LGEMA14787
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Continuacédo da Tabela S2

Localidade Estado Latitude Longitude
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Continuacédo da Tabela S2

Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra A
JM1511 F v v v v
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Continuacédo da Tabela S2

Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra
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LGEMA18021
LGEMA18022

LGEMA18023
BA -16,487  -39,154 29 | GEMA18024
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36 PEQOR;\II,AI\ta’:/rIT?;r’;u BA -16,998  -39,556 5 LGEMA11328
MMC 105
MMC 102

LGEMA11311

Fazenda Sr. Onofre LGEMA11313

37 Sardinha, Leme do MG -17,111 -42,732 4
Prado LGEMA11315

MF 1316
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Continuacédo da Tabela S2

Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra C D E F G
MMC89 M v v v v v
Lo, MMC96 M v v v v v v v
Reserva Biologica
38 de Sooretama , ES -19,009 -40,116 5 MMC87 F v 4 v v v
Sooretama MMCSs = v v v % v %
MMC95 M 4 v v v v
MMC32 F v v v v v v
MMC31 M v v v v v v v
MMC45 M v v v v v v v
MMC51 M v v v v v v
MMC50 F v v v v v v
MMC47 M v v v v v v
Mata Santuério da MMC57 F v v v v v v
39  Serra da Piedade, MG -19,815 -43,678 14
Caeté MMC46 M v v v v v v v
MMC53 M v v v v v
MMC52 F v v v v v v
MMC49 M v v v v v
MMC56 F v v v v v v v
MMC48 M v v v v v
MMC54 M v v v v v v
MMC75 M v v v v v v v
MMC79 M v v v v v
v v v v
Rebio Augusto MMC80 F
40 Ruschi, Santa ES -19,925 -40,613 7 MMC78 F v v v v v v v
Tereza MMC74 M v v v % v
MMC77 M v v v v v v
MMC76 F v v v v v v v
MF1428 v v
MF1437 M v v v
41  BarroBranco, MG 1996 -43414 4
Mariana MF1429 F v v v
MF1438 v v v
LGEMA1768 F v v v v v v
4o Serrado Caraca, MG 1996 4314 2
Santa Barbara LGEMA1769 M v v v v
Beira da Serra,
43  Serra Azul, Mateus MG -20,13 -44,433 1 LGEMADZ6774 M 4 v v v v 4
Leme
CARACA M v v v v v v v
44 PARNA do Caraca MG -20,13 -43,5 2
CARACA 02 M 4 v v v v v
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Continuacédo da Tabela S2

N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra
MMCA5 M v v

MMCA3
MMCA7
MG -20,264  -45,556 7 MMCAl
MMCA2
MMCAG6
MMCA4
MMC176
MMC175

Fazenda Faroeste,
Arcos

N
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Continuacédo da Tabela S2

Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra
MMC212 M
MMC213
LGEMAP1985

i MMC214
P E Morro do diabo, sp 122,699 52,247 8

53 Teodoro Sampaio MMC216
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Continuacédo da Tabela S2

N° Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra

LGEMAP2696

LGEMAP2799

LGEMAP2770

LGEMAP2759

LGEMAP2486

LGEMAP1064

LGEMAP1068

LGEMAP2656

LGEMAP545

LGEMAP553
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LGEMAP413
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Continuacédo da Tabela S2

Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra
LGEMAP1186
LGEMAP1181
LGEMAP1175
LGEMA15154
LGEMA15183
LGEMA15192
SP -23,985 -46,743 13 LGEMA15236
LGEMA15191
LGEMA15071
LGEMA15084
LGEMA15107
LGEMA16541
LGEMA16543
Fazenda Monte MMC234
64  Alegre, Telémaco PR -24,056 -50,693 3  MMC232
Borba MMC233
LGEMAP1208
SP -24,587 -48,587 3 LGEMAP1209
LGEMAP1210
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68 Caaguazl, Cazaapa, Paraguay -26,116 -55,733 10
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Continuacéo da Tabela S2

Localidade Estado Latitude Longitude N Amostra C D E F G

San Ignacio,
Misiones

Argentina  -27,25 -55,54 1 AMNHRTC 317 4 4 v v 4 v

351 226 341 348 367 361 367

TOTAL 434 (351) (362) (557) (554) (734) (722) (734)
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Tabela S3. Numeros de amostras (N) e de sequéncias obtidas (v)) de hibridos morfoldgicos de
P. atra/P. leucoptera por localidade e marcador. N°: Numero da localidade na Figura 1. A:
ND2; B: PLAA1L; C: BRM15; D: CHDZ-18; E: VIDY; F: 55J7; G: GK439

N° | Localidade ‘Estado‘ Latitude Longitude N Amostra Sexo

Fazenda Serra
Azul, Baixa
7 Grande BA -11,977 -40,186 1 LGEMA17934 M v v v v v v v
LGEMA17921 M v v v v v v v
LGEMA17922 M v v v v v v
Serra da LGEMAL17926 M v v v v v v
9 Caboronga, BA -12,15 -39.705 7 LGEMA17931 M v v v v v v
Ipird

LGEMA17937 M v v v v v v

LGEMA18034 M v v v v
LGEMA18035 M v v v

8 2 7 8 7 6 7

(8 4 (14 (16) (14 (120 (14
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