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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar a influéncia de eventos histdricos e recentes
sobre a estrutura genética e o padrdo filogeografico de Neothraupis fasciata
(Lichtenstein, 1823), uma ave endémica do Cerrado. A tese esta dividida em trés
capitulos: no Capitulo | apresento uma introducdo geral sobre os principais temas
abordados na tese; no Capitulo Il foi investigada a estrutura genética populacional de
Neothraupis fasciata; e no Capitulo 1l foi avaliado o padrdo filogeogréafico desta
espécie utilizando sequéncias de DNA mitocondrial e do genoma nuclear. Com base nos
loci microssatélites, esta espécie apresenta estrutura genética populacional moderada
com, pelo menos, dois grupos genéticos distintos no Cerrado e outro composto
exclusivamente pela populacdo disjunta localizada nas savanas do Amapa. A estrutura
genética encontrada nesta espécie ndo foi influenciada pela distancia geografica
(isolamento por distancia), nem pela heterogeneidade do habitat ou pela localizagdo das
populacdes no centro ou periferia da area de ocorréncia (hipdtese de centro-periferia).
De forma similar, a intensa fragmentacdo do bioma devido as a¢des antropicas também
parece ndo ter contribuido com o padrdo atual de distribuicdo da diversidade genética
nesta espécie. Os resultados dos dados de sequéncias apontam que a porcdo sul do
Cerrado seja a provavel area de origem da espécie, na qual observa-se sinais genéticos
de estruturagdo, possivelmente em decorréncia da perda de adequabilidade climética
entre as populacdes durante o inicio do Pleistoceno. Testes demograficos sugerem ainda
um processo recente de expansdo populacional, que teria contribuido tanto para o
reestabelecimento do fluxo génico entre as localidades ao sul da distribuicdo quanto
para a colonizagdo (ou recolonizacdo) da porcdo norte do Cerrado. Sobre as conexdes
entre a populacdo disjunta e o Cerrado, nossos dados suportam um colonizagéo recente
das savanas do Amapa, possivelmente via corredor Central da Amazonia. Do ponto de
vista da conservacdo, destacamos que a populagdo disjunta localizada nas savanas no
Amapéa constitui um grupo genético distinto que merece ser considerado como uma
Unidade de Manejo. Por fim, nossos resultados reforcam a ideia de que a historia
biogeografica do Cerrado é complexa e que este estudo € um dos primeiros passos na
tentativa de entender os eventos historicos e recentes relacionados com a diversificagéo

da avifauna deste importante bioma da América do Sul.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the influence of historical and contemporary events
on the genetic structure and phylogeography of Neothraupis fasciata (Lichtenstein,
1823), an endemic bird endemic of the Cerrado. This thesis is structured in three
chapters: Chapter | — a general overview of the main topics discussed in the thesis;
Chapter 11 — the analysis of the genetic structure of Neothraupis fasciata using a set of
microsatellite loci; and Chapter 11l — a phylogeographic study of Neothraupis fasciata
using sequences of mitochondrial DNA and nuclear genome. Based on microsatellites
results, we found moderate genetic diversity and moderate population structure, with at
least two genetic clusters in the main Cerrado and one composed exclusively by the
disjunct population from the savannas of Amapa. The genetic structure found has not
emerged under a significant influence of geographical distance, neither by habitat
heterogeneity nor by the core-periphery effect. Similarly, the intense biome
fragmentation by anthropic action has not contributed significantly to the current pattern
of genetic structure found. Based on sequence data the southern part of the Cerrado was
considered a potential center of origin of N. fasciata, where was also observed a
historical population structure, possible delimitated by the loss of habitat suitability
during early Pleistocene climatic changes. The analysis of historical demography
suggests a recent population expansion, that likely promoted the gene flow between the
populations at the south of species’ distribution and also the colonization (or
recolonization) of the northern portion of the Cerrado. About the connections among the
savannas of Amapa and the main Cerrado our data suggests a recent colonization of this
disjunct population, possible following a central Amazonian corridor. For conservation
purposes, we highlight that the disjunct population in the savannas of Amapa constitutes
a genetic group and should be considered a Management Unit. Finally, our results
reinforce the idea that the underlying biogeography of the Cerrado is complex, and this
study is important start to understand the influence of historical and contemporary

events on the diversification of Cerrado’s avifauna.



CAPITULO |

INTRODUCAO GERAL

O ti¢-do-cerrad...
Foto: Amanda Vaz Rocha




O CERRADO

Distribuicao, diversidade e conservacao

As savanas sul-americanas formam um complexo vegetacional que compreende o
Cerrado, os Llanos, as savanas do Escudo da Guiana e as savanas de Beni (Sarmiento
1983, Huber 1987) (Fig. 1.1). O Cerrado é a maior formacdo savanica na América do
Sul, com uma area original estimada em aproximadamente dois milhdes de quildmetros
quadrados (Eiten 1972, Ratter et al. 1997, Silva & Bates 2002, Machado et al. 2004).
Segundo a delimitacdo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE 2004),
este bioma localiza-se principalmente no Planalto Central Brasileiro (Fig. 1.1). A maior
parte do Cerrado ocupa uma posicdo central em relacdo as outras formacgbes sul-
americanas e ao longo de sua distribuicdo faz limites com a Amazonia, Caatinga,
Floresta Atlantica, Chaco e Pantanal (Bigarella et al. 1975, Silva 1995). Desta forma,
este € 0 bioma sul-americano que possui 0 maior nimero de contatos biogeograficos
com outros biomas (Silva 1995).

O clima do Cerrado apresenta sazonalidade marcante, com uma estacdo seca
durante o inverno no hemisfério sul (abril — setembro), precipitacdo entre 800 —
2.000mm durante a estacdo chuvosa (outubro — marco) e temperatura média anual entre
18 — 28°C (Eiten 1972, Ratter el al. 1997). Os solos do Cerrado sdo predominantemente
distroficos, com baixo pH e pobre em nutrientes como célcio, magnésio, potassio e
alguns micronutrientes, e com elevado nivel de aluminio (Furley & Ratter 1988, Ratter
et al. 1997). A vegetacdo do Cerrado varia desde fitofisionomia campestres até
florestais, sendo que a vegetacdo tipica deste bioma, cerrado stricto sensu, estd
associada aos solos bem drenados (e.g. Eiten 1972, Ratter et al. 1997).

Este bioma apresenta alta diversidade de plantas e animais, sendo que
estimativas de riqueza apontam para aproximadamente 90 mil espécies de
invertebrados, 10 mil espécies de plantas, 1,2 mil espécies de peixes, 837 espécies de
aves e 180 espécies de anfibios (Myers et al. 2000, Machado et al. 2004, Mittermeier et
al. 2011). Considerando os vertebrados, podemos destacar as aves, que representam o
segundo grupo mais diverso e que compreende 28 espécies endémicas do Cerrado
(Pichorim et al. 2014). Dentre os processos relacionados a origem e manutencdo da
diversidade de aves descrita para o Cerrado, Silva e Bates (2002) destacam a
importancia dos eventos climaticos do Quaternario. Segundo estes autores, espécies

florestais devem ter contribuido para o aumento da diversidade do Cerrado durante os
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periodos mais Umidos, enquanto elementos da Caatinga e do Chaco devem ter
expandido em direcdo ao Cerrado durante os periodos mais secos ocupando areas de
florestas secas em regides de depressdes. Estas espécies oriundas de biomas vizinhos
teriam conseguido estabelecer populacbes e persistido em encraves florestais no
Cerrado que ndo foram eliminados durante os eventos paleocliméaticos, como no curso
de grandes rios ou em manchas de solo propicio para estabelecimento de matas secas
(Silva & Bates 2002, Pinheiro & Monteiro 2010).
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Figura 1.1. Delimitacdo das principais areas de savana da América do Sul de acordo
com Olson e colaboradores (2001) (area em cinza), e delimitacdo do Cerrado de acordo
de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2004) (area hachurada).
As rotas de conexao propostas entre as savanas ao norte e sul da floresta Amazoénica séo
indicadas pelas setas, sendo: (1) corredor Andino, (2) corredor Central Amazonico e (3)
corredor Costeiro Atlantico. Savanas do Escudo da Guiana: (a) Roraima—Rupununi, (b)
Sipaliwini e (c) Amapa.

O nivel de conservacdo do Cerrado pode ser considerado critico e muito
preocupante (Klink & Machado 2005, Sano et al. 2010). Esta conclusdo foi feita com
base nos calculos de que a area desmatada no Cerrado até o ano de 2002 € superior a

metade da sua area original (Klink & Machado 2005). A maior perda de area ocorreu no
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estado de Goias, no leste do Mato Grosso do Sul, no centro do Tocantins, no extremo
oeste da Bahia e no Triangulo Mineiro. Desta forma, os remanescentes de Cerrado
podem ser encontrados principalmente na porcdo norte da distribuicdo original,
enquanto a porcéo sul foi extensivamente convertida em areas de uso antrépico (Sano et
al. 2010). Dentre as principais ameacas para este bioma podemos citar a abertura de
areas para formacdo de pastagens e a implantacdo de monoculturas e grandes
agronegocios (Klink & Machado 2005, Sano et al. 2010). Segundo estimativas, 0s
remanescentes de Cerrado somam entre 44 - 60% da cobertura original (Klink &
Machado 2005, Sano et al. 2010), sendo que apenas 1,4% da area original do bioma
fazem parte de unidades de conservacdo permanentes (Sano et al. 2010). Assim, além
da alta riqueza de espécies e endemismos, o Cerrado também é um dos biomas mais
ameacados (Klink & Machado 2005, Marini & Garcia 2005), sendo considerado um
hotspot mundial de biodiversidade (Myers et al. 2000, Mittermeier et al. 2011,
Marchese 2015).

Principais eventos biogeogréaficos do Cerrado
A identificacdo dos mecanismos relacionados a diversificacdo da biota é essencial para
compreender os padrdes biogeograficos ao longo das escalas temporais e espaciais.
Dentre os principais aspectos biogeograficos do Cerrado podemos destacar a influéncia
dos eventos geologicos do Terciario e as flutuagdes climéticas e vegetacionais do
Quaternario (e.g. Silva 1995, Colli 2005, Werneck et al. 2012a, Turchetto-Zollet et al.
2013). Neste contexto, os principais eventos de diversificacdo da herpetofauna do
Cerrado estdo ligados ao Terciario (Giugliano et al. 2007, Werneck et al. 2009, Maciel
et al. 2010, Werneck et al. 2012b), enquanto variag¢Oes intra-especificas de plantas
(Ramos et al. 2007) e invertebrados (Moraes et al. 2009) do Cerrado parecem ter sido
afetada principalmente pelos eventos climaticos do Quaternario.
Os principais eventos do Terciario relacionados com a diversificacdo da
herpetofauna do Cerrado sdo a diferenciacdo climatica latitudinal e formacdo de
provincias floristicas criando uma dicotomia entre formacOes abertas e florestais,
soerguimento da cordilheira dos Andes, grande transgressdo marinha do Mioceno e 0
soerguimento do Planalto Central Brasileiro (revisado por Colli 2005). Desta forma, os
eventos do Terciério levaram ao estabelecimento de novas conexdes ou alteragdo das
conexdes ja existentes entre as populacGes, influenciando os niveis de fluxo génico e

acarretando em diferentes respostas evolutivas da biota. Em relacdo ao Quaternario, as
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oscilacbes climaticas tiveram grande influéncia sobre a distribuicdo das formacdes
abertas e florestais da América do Sul, principalmente em decorréncia de alteracfes na
umidade e temperatura (Bigarella et al. 1975, Ribeiro & Walter 1998, Cruz Junior et al.
2005). Mais especificamente, é postulado que as savanas sul-americanas tenham
expandido em direcdo as formacdes florestais durante os periodos frios e secos,
enquanto as formacdes florestais apresentaram uma contracdo na sua distribuicdo. Em
contrapartida, durante os periodos de maior umidade e temperatura as formacdes
florestais expandiram, limitando a distribui¢cdo das formacGes abertas (e.g. Bigarella et
al.1975, Gottsberger & Morawetz 1986, Van der Hammen & Absy 1994, Behling &
Lichte 1997, Behling 2002, Haffer & Prance 2002, Ledru 2002). Registros
palinoldgicos em Carajas e Katira indicam expansao das areas do Cerrado em direcdo a
Amazodnia durante os periodos frios e secos entre 26 — 14 mil anos atras (ka) (Van der
Hammen & Absy 1994, Ledru 2002). Contudo, resultados encontrados por Werneck e
colaboradores (2012a) apontam para um processo inverso ao esperado, com expansdo
das areas abertas durante os periodos mais quentes e Umidos e retracdo durante os
periodos mais secos e frios com base em modelagem de nicho ecoldgico. Embora as
variagOes climaticas tenham sido inicialmente propostas para o Quaternario, alguns
autores sugerem a influéncia destes eventos na diversificacdo da biota da América do

Sul antes mesmo do Quaternario (Potts & Behrensneyer 1992, Haffer & Prance 2002).

Conex0es historicas entre o Cerrado e as savanas Amazoénicas

As variagOes climaticas do Quaternario também influenciaram a conexao entre as areas
savanas da América do Sul, que podem ser divididas em dois blocos atualmente
isolados pela floresta Amazonica, sendo estes os blocos de savanas do norte e do sul. As
similaridades bidticas entre estas savanas apontam que estas formacOes estiveram
conectadas no passado (Haffer 1967, Silva 1995, Silva & Bates 2002). De acordo com
Mittermeier e colaboradores (2010), as savanas Amazonicas localizadas entre os Llanos
e 0 Cerrado apresentam influéncia destas duas formacdes, sendo o compartilhamento de
especies maior entre o Cerrado e as savanas do Amapa, Sipaliwini e Alter do Chéo,
enguanto os Llanos compartilham mais espécies com Roraima—Rupununi e Zanderij. A
conexdo entre as savanas teria se dado provavelmente em periodos secos, sendo trés
possiveis rotas propostas: (1) o corredor Andino, (2) o corredor Central Amazénico
através da area de baixa precipitacdo na porcdo central da Amazonia e (3) o corredor

Costeiro Atlantico, propiciado pela retracdo do nivel do mar e expansdo das areas
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abertas na regido norte do litoral do Atlantico (revisado por Silva 1995) (Fig.1.1). Ainda
de acordo com Silva (1995), dentre estas trés rotas apenas o corredor Andino e o
corredor Costeiro Atlantico teriam suporte nos padres de distribuicdo de aves que
ocupam areas abertas, ndo encontrando padrdo de distribuicdo concordante com o
corredor central da Amazonia. Similarmente, Mittermeier e colaboradores (2010) e
Werneck e colaboradores (2012a) encontraram evidéncias que suportam apenas 0S
corredores costeiro e/ou andino. Por outro lado, a modelagem de nicho para espécies
arboreas tipicas do Cerrado indica adequabilidade climatica na &rea descrita como a
regido de baixa precipitagdo da Amazonia durante o Ultimo Interglacial (~130ka),

reforcando uma possivel conexao via corredor Central Amazonico (Bueno et al. 2016).

MARCADORES MOLECULARES

Desde a década de 1990, o uso da abordagem genética para responder questdes
ecologicas e evolutivas tem se tornado mais eficiente, flexivel e disseminado (Selkoe &
Toonen 2006). Dentre os diversos marcadores moleculares disponiveis, podemos
destacar dois destes que serdo utilizados no presente trabalho: sequéncias de DNA e
locus microssatélites. As sequéncias de DNA utilizadas neste trabalho podem ser
divididas entre sequéncias de origem mitocondrial (DNAmt) e as de origem nuclear
(DNAnuc). O DNAmt apresenta genoma circular de tamanho pequeno (entre 6 e 20 mil
pares de bases) e organizacdo simples (Avise 2000), ndo sendo observado espassadores
génicos muitos extensos e nem introns. O marcador mitocondrial foi o primeiro
utilizado em estudos de filogeografia, pois apresenta caracteristicas importantes, como o
fato de ser hapldide, heranca predominantemente materna em animais, rapida taxa de
evolucéo e taxas muito baixas de recombinacéo (Avise et al. 1987, Avise 2000).

O DNA nuclear ¢é linear e apresenta heranca biparental, taxa de evolucdo baixa e
sistema de reparo mais eficiente, diferentemente do DNAmt. O genoma nuclear
apresenta tanto regides codantes (éxons) guanto ndo-codantes (introns), sendo que 0s
introns estdo amplamente presentes nos genes dos eucariotos (Zhang & Hewitt 2003). O
marcador nuclear utilizado neste trabalho esta localizado em um intron, sendo, portanto,
considerado como um marcador neutro. Em comparacdo ao DNAmt, os marcadores
nucleares apresentam maior taxa de recombinagéo (Avise et al. 1987).

O grupo dos marcadores microssatélites pode ser definido como sequéncias de

DNA com unidades de mono-, di-, tri-, tetra-, penta- e hexanucleotideos repetidas lado a
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lado (em tandem) e esta amplamente distribuido no genoma nuclear de organismos
eucariotos (Tautz & Renz 1984, Tautz & Schlotterer 1994, Selkoe & Toonen 2006).
Este marcador apresenta padrdo de heranca codominante e, em geral, apresentam alta
taxa de mutagéo (entre 107 e 10 mutagdes por locus por geracao) (Schlétterer 2000), o
que gera altos niveis de diversidade alélica (ver revisdes de Selkoe & Toonen 2006,
Hoshino et al. 2012).

MODELAGEM DE NICHO ECOLOGICO

Os fatores climaticos e fisicos, em certas escalas, influenciam profundamente a
distribuicdo das espécies (Soberon & Peterson 2005). A distribuicdo geografica de uma
espécie é definida por suas necessidades ecoldgicas e toleréncias, além de interacdes
bidticas e caracteristicas histéricas (Soberdén & Peterson 2005). Assim, a ecologia e a
historia evolutiva de uma espécie sdo fatores determinantes na compreensdo da sua
distribuicdo geografica, podendo a area de distribuicdo de uma espécie ser definida por
diferentes fatores que compdem seu nicho ecoldgico fundamental (Peterson 2001). Este
conceito de nicho baseia-se na soma de todos os fatores ambientais que agem sobre uma
especie, sendo definido como uma regido de um hiper-espaco n-dimensional
(Hutchinson 1957).

O principio da modelagem do nicho ecolégico de uma espécie leva em
consideracdo a sua distribuicdo conhecida, refletindo suas preferéncias ecoldgicas
(Peterson 2001). A abordagem baseada no uso de modelos de distribuicdo de espécies
utiliza a relacdo entre os pontos de ocorréncia conhecidos e as caracteristicas ambientais
e/ou espaciais destes pontos (Franklin 2009). Assim, esta abordagem identifica as
diferentes caracteristicas climaticas relacionadas a sobrevivéncia de uma espécie e seus
possiveis efeitos sobre a distribuicdo geografica em diversos cenarios histéricos. A
modelagem de nicho ecolégico tem sido amplamente utilizada em diversas areas, como
a biogeografia, a biologia da conservacéo e a ecologia (Elith & Leathwick 2009, Elith et
al. 2011). Atualmente, alguns estudos tem integrado a abordagem baseada na
modelagem de nicho ecoldgico a metodologias utilizando dados genéticos para definir
unidades de conservacdo (e.g. Gebremedhin et al. 2009, May et al. 2011), avaliar
cenarios biogeogréficos (e.g. Knowles et al. 2007), testar a influéncia das areas estaveis
na diversidade genética (Hewitt 2004, Carnaval et al. 2009) e delimitar espécies (e.g.
Rissler & Apodaca 2007).



CARACTERIZACAO DA ESPECIE ALVO

Neothraupis fasciata (Lichtenstein, 1823) é uma espécie de ave pertencente a ordem
Passeriformes e familia Thraupidae, sendo a Unica representante do seu género.
Também conhecida por tié-do-cerrado e cigarrinha-do-campo, estd distribuida nas
savanas da América do Sul, com ocorréncia entre as regides sul do Maranhdo e Piaui,
sul de Minas Gerais, norte de S&o Paulo e oeste do Mato Grosso, leste da Bolivia,
nordeste do Paraguai e nas Savanas do Escudo da Guiana (Ridgely & Tudor 1989) (Fig.
1.2). De forma geral, vive em altitudes entre 500 e 1.100 metros e habita as
fitofisionomias abertas do Cerrado, como campo sujo e o cerrado stricto sensu (Alves
1991, Ridgely & Tudor 1989, Sick 2001).
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Figura 1.2. Distribuicdo geografica (a) de Neothraupis fasciata (b). Em verde a
distribuicdo de acordo com a Birdlife International e NatureServe (2014) e em vermelho
complementacdo da distribuicdo com base nas populagdes disjuntas no Suriname e nas
Savanas do Amapa. As siglas indicam as unidades federativas do Brasil: AP — Amapa;
BA — Bahia; DF — Distrito Federal; GO — Goias; MA — Maranhdo; MG — Minas Gerais;
MS — Mato Grosso do Sul; MT — Mato Grosso; Pl — Piaui; PR — Parand; SP — Séo
Paulo; e TO — Tocantins.

Esta espécie é considerada endémica do Cerrado (Pichorim et al. 2014) e, desde
2004, é considerada quase ameacada (near threatened), uma vez que é geralmente
escassa na sua area de distribuicdo e apresenta declinio moderadamente rapido em

resposta a perda e degradacdo de habitat (IUCN 2013). De acordo com Tubelis e
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Cavalcanti (2000), a abundancia de N. fasciata € maior em ambientes mais complexos,
ndo sendo encontrada em areas de pastagens. Este aspecto pode estar relacionado com a
dependéncia da espécie pelo estrato arbustivo, no qual forrageia e nidifica (Alves 1991,
Alves 1990).

A dieta do tié-do-cerrado é considerada generalista, sendo constituida
principalmente por frutos e gramineas durante a estacdo seca e por insetos e frutos
durante a estacdo chuvosa (Alves 1991). Durante a estagdo chuvosa, observa-se
aumento na disponibilidade de insetos e frutos e, assim como para outros Passeriformes
insetivoros do Cerrado, é a época mais propicia para a reproducdo desta espécie (Alves
& Cavalcanti 1990). Neothraupis fasciata é uma espécie de reproducdo cooperativa
facultativa, residente e territorialista (Alves & Cavalcanti 1990, Alves 1990). Os
territorios de cada casal social s&o bem definidos e defendidos o ano todo, sendo que no
caso de casais que sdo ajudados, a defesa de territorio é feita por grupos
monoespecificos de 3-6 individuos. Assim, cada grupo é formado pelo casal social,

aparentemente monogamico, e pelos ajudantes (Alves 1991, Alves 1990).

OBJETIVOS

Nos capitulos subsequentes apresento os estudos que tiveram por objetivo identificar os
eventos histéricos e recentes relacionados com o padrdo filogeografico e estrutura
genética desta espécie de ave endémica do Cerrado. Especificamente, o objetivo
principal do Capitulo Il foi investigar a estrutura genética de Neothraupis fasciata e
testar diferentes hipdteses sobre o0s processos que podem ter influenciado a distribuicéo
espacial da variabilidade genética desta espécie com base em marcadores
microssatélites. Nosso objetivo tambem foi avaliar se existem diferencas genéticas entre
a populacdo disjunta que ocorre nas savanas do Amapa e as outras localidades
amostradas no Cerrado. Assim, as seguintes hipéteses foram avaliadas: 1) isolamento
por distancia; 2) heterogeneidade do habitat; 3) fragmentacdo do habitat; e 4) centro-
periferia. Por fim, discutimos as implicagdes de nossos resultados em relacdo a
biogeografia do Cerrado e para esfor¢os de conservacdo. De forma complementar, o
Capitulo 1l teve como objetivo o estudo filogeografico da espécie alvo e o teste de
diferentes hipdteses que podem estar relacionadas com a diferenciacdo intra-especifica
do tié-do-cerrado. Com base em um conjunto de dados composto por sequéncias de

DNA mitocondrial e do genoma nuclear e na modelagem de nicho ecoldgico para a
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especie, avaliamos: (1) isolamento por distancia; 2) a influéncia das flutuagdes
climaticas do Quaternario na distribuicdo das areas adequadas para a espécie e seus
efeitos na sua histéria demografica; (3) a hipbtese de estabilidade climatica como um
preditor da diversidade genética das populacdes; e (4) a possivel rota de conexdo entre o

Cerrado e as savanas Amazonicas.
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CAPITULO 1l

ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL DO TIE-DO-CERRADO

(NEOTHRAUPIS FASCIATA, AVES: THRAUPIDAE) NA PAISAGEM

HETEROGENEA E FRAGMENTADA DAS SAVANAS BRASILEIRAS
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RESUMO

A compreensao da estrutura genética de uma espécie € uma questdo crucial em estudos
de biologia evolutiva e relevante para 0s propositos de conservacdo. Desta forma, o
objetivo deste estudo foi investigar a estrutura genética de Neothraupis fasciata e
avaliar a diferenciacdo genética da populacdo disjunta localizada nas savanas do
Amapa. Para tal, foi avaliada a estrutura populacional em relacdo a varidveis da
paisagem como isolamento por distancia (IBD) e heterogeneidade do habitat, além da
influéncia de fatores como a fragmentacdo do habitat ou proximidade do centro da
distribuicdo da espécie na diversidade genética amostrada. Os dados sdo provenientes de
um conjunto de loci microssatélites de individuos amostrados em nove localidades
distintas, compreendendo uma ampla cobertura da distribuicdo desta espécie ao longo
do Cerrado e também de uma populacdo disjunta nas savanas do Amapa. Foram
estimados indices de diversidade genética e identificada a estrutura genética
empregando o método de agrupamento hierdrquico e duas abordagens bayesianas. A
hipotese de IBD foi testada utilizando o teste de Mantel, enquanto a heterogeneidade do
habitat foi avaliada contrastando a estrutura esperada de acordo com as provincias
biogeograficas descritas por Ratter e a estrutura encontrada no teste de agrupamento e
nas andlises bayesianas. Para avaliar a influéncia da fragmentacdo do habitat e a
hipotese centro-periferia na riqueza alélica e heterozigosidade esperada nés utilizamos o
teste Kruskal-Wallis. Neothraupis fasciata apresentou estrutura genética populacional
moderada com pelo menos dois grupos genéticos distintos no Cerrado e outro composto
exclusivamente pela populacdo disjunta. A estrutura genética encontrada em N. fasciata
ao longo do Cerrado ndo foi significativamente influenciada pela distancia geogréfica,
nem pela heterogeneidade do habitat ou efeito da hipotese de centro-periferia. De forma
similar, a intensa fragmentacédo do bioma devido as acdes antropicas também ndo parece
ter contribuido com o padréo atual de distribui¢cdo genética encontrado. Assim, Nossos
resultados sugerem que a populacdo disjunta deve ser considerada como uma Unidade
de Manejo, merecendo atencdo especial para sua conservacdo. Ainda, a estrutura
genética de N. fasciata nao foi explicada pelas hipoteses avaliadas, reforcando a idéia de
que os fatores biogeograficos que moldaram a diversidade do Cerrado sdo complexos e
que estudos envolvendo outros aspectos histdricos e geograficos sdo necessarios para

elucidar a origem e a diversificacdo desta espécie.
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INTRODUCAO

A estrutura genética de populacfes naturais tem atraido a atencdo de pesquisadores
desde o estabelecimento dos fundamentos da genética de populagdes (e.g. Fisher 1930,
Wright 1931). Pesquisadores da area de genética de populacdes tem tentado entender a
distribuicdo espacial e temporal da diversidade alélica sob a influéncia de processos
microevolutivos, como a deriva genética, fluxo génico e selecdo natural (Barrowclough
1980, Winker et al. 2000). Atributos da paisagem podem exercer influéncia sobre estes
processos microevolutivos, resultando em diferenciacdo genética em varios niveis
(Manel et al. 2003, Storfer et al. 2010). Entender os padrdes que emergem desta
interacdo € o maior foco da area do conhecimento denominada genética da paisagem
(Manel et al. 2003) e tem implica¢Oes diretas nas areas da ecologia, evolugéo e biologia
da conservacao (Manel et al. 2003, Segelbacher et al. 2010). O nimero de estudos sobre
a genética da paisagem tem aumentado nas ultimas duas décadas, mas poucos tem sido
conduzidos na América do Sul (Storfer et al. 2010). Esta lacuna € ainda maior no
Cerrado, a maior savana da América do Sul e com a maior riqueza de espécies no
mundo (Eiten 1972, Silva 1995, Myers et al. 2000, Klink & Machado 2005).

O "dominio morfoclimatico dos Cerrados" delimitado por Ab’Saber (1977,
1983, 2003) ocupava originalmente uma area de aproximadamente dois milhdes de
quilémetos quadrados e estd localizado no Brasil central, extendendo ao nordeste do
Paraguai e oeste da Bolivia (Silva 1995, 1997, Klink & Machado 2005). Este bioma
também ocupa uma posicdo central em relacdo a outros biomas florestais sul-
americanos (Silva 1995, 1997, Klink & Machado 2005, Ratter et al. 2003) e apresenta
uma paisagem heterogénea formada por um mosaico de fitofisionomias, variando desde
campos naturais até florestas de galeria (Eiten 1972). Além do Cerrado, também
existem outras formacdes savanicas na América do sul, como os Llanos, as savanas de
Beni e os fragmentos disjuntos de savana Amazonica localizados nos estados brasileiros
do Para, Amapa e Roraima (Silva 1997, Ratter et al. 2003).

Existem diversos atributos da paisagem que podem ter contribuido para moldar a
estrutura genética da biota do Cerrado, como por exemplo a ampla area ocupada
originalmente por este bioma. A grande extensdo desta savana pode ter favorecido um
cenario de isolamento por distancia (IBD) para algumas espécies, que pode ser
caracterizado como um padrdo de variacdo na distancia genética em funcéo da distancia

geografica (Wright 1943, Jenkins et al. 2010). O IBD é esperado em espécies com
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capacidade de dispersdo limitada, considerando-se paisagens homogéneas, € quando o
equilibrio entre fluxo génico e deriva € atingido. Em contrapartida, paisagens
heterogéneas podem afetar o potencial de dispersdo de determinada espécie e causar
desvios da hipétese de IBD (Coulon et al. 2004). Para espécies com distribuicdo ampla,
também se espera que a diversidade genética possa variar entre populacGes periféricas e
centrais. Para populacdes localizadas proximo ao centro da distribuicdo da espécie sdo
esperadas condi¢cGes ambientais mais favoraveis, podendo abrigar popula¢es maiores e
menos fragmentadas, além de menos isoladas e menos endogamicas do que popula¢des
periféricas (Carson 1959, Lawton 1993). Estas caracteristicas podem ser expressas em
termos genéticos, sendo predita maior diversidade genética nas areas centrais da
distribuicdo da espécie devido ao maior tamanho efetivo populacional e fluxo génico,
decrescendo em direcdo as areas periféricas (revisado por Eckert et al. 2008). Dentre 0s
poucos estudos disponiveis para o Cerrado, foi encontrado suporte tanto para a hipotese
de IBD quanto para distribuicdo centro-periferia utilizando a espécie de lagarto
Micrablepharus atticolus como modelo (Santos et al. 2014).

De forma geral, a variagdo ambiental pode afetar diretamente a resposta
fenotipica ao ambiente, resultando em um viés na distribuicdo da diversidade genética
(revisado por Pamilo 1988). Além disto, a variagdo ambiental também pode influenciar
a demografia e o fluxo génico entre populacdes, afetando processos estocasticos que
modelam a diversidade genética (Pamilo 1988). Variacao regional na vegetagdo dentro
do Cerrado foi investigada por Ratter e colaboradores (2003), resultado no
estabelecimento de pelo menos seis provincias fitogeogréaficas ao longo do bioma. Estas
provincias foram definidas com base nos padrdes floristicos do Cerrado, refletindo um
cenario de maior similaridade dentro de cada provincia do que entre provincias
diferentes. Com base neste cenario, a heterogeneidade de habitat deve ser menor dentro
de cada provincia. Assim, seria esperado que niveis maiores de fluxo génico fossem
encontrados entre individuos dentro da mesma provincia do que entre individuos de
provincias diferentes, o que poderia resultar na estrutura populacional seguindo os
limites das provincias. Por exemplo, as provincias fitogeograficas foram descritas como
um importante aspecto da paisagem para entender a estrutura genética de Dalbergia
miscolobium, uma espécie de arvore endémica do Cerrado (Novaes et al. 2013).

A heterogeneidade do habitat pode ainda ser resultado da perda da cobertura da
vegetacdo natural e da fragmentacdo, sendo a matriz um importante fator na

determinacdo da ocupacéo e persisténcia de espécies ao longo da paisagem (Storfer et
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al. 2010, Prugh et al. 2008). Como possivel resposta as alteracfes dos habitats naturais
populacdes remanescentes podem passar a apresentar distribuicdo fragmentada em
demes pequenos e/ou isolados na paisagem, 0 que poderia acarretar na perda de
diversidade genética e trazer implicacdes para 0s processos evolutivos aos quais cada
populacgéo esta sujeita (e.g. Harrisson et al. 2012). Assim, a fragmentacéo do habitat por
origem antropica pode acarretar na reducdo do fluxo génico ou aumento dos efeitos da
deriva e endogamia em fragmentos pequenos (Frankham 2005, Frankham et al. 2009).
Desde a década de 1970, mudancas antrépicas na paisagem do Cerrado aumentaram
rapidamente em funcdo do estabelecimento de pastagens exdticas e areas de cultivo
permanente e se concentraram inicialmente na por¢do sul do bioma (Klink & Machado
2005, Sano et al. 2010). Assim, o processo de fragmentacdo do Cerrado seguiu o
sentido sul para norte e, embora a vegetacao natural ainda cubra cerca de metade da area
original do bioma, mais de 80% da porc¢éo sul do Cerrado foi perdida, contrastando com
cerca de 10% de perda de habitat na porcdo norte (Klink & Machado 2005, Sano et al.
2010).

Apesar da relevancia e alta biodiversidade do Cerrado, a bibliografia sobre a
estrutura genética de sua fauna ainda é incipiente, sendo poucos estudos conduzidos
com sapos (Telles et al. 2007, Prado et al. 2012) e lagartos (Gamble et al. 2012,
Guarnizo et al. 2016, Santos et al. 2014). Considerando as aves, podemos citar o estudo
realizado por Bates e colaboradores (2003), que avaliou a diferenciacdo genética de
duas populacdes de aves localizadas em dois extremos do Cerrado. Desta forma, existe
uma clara falta de conhecimento sobre quais processos teriam influenciado a estrutura
genética da avifauna do Cerrado. Neste sentido, estudos focando em espécies com uma
distribuicdo ampla e concordante com este bioma, como por exemplo algumas espécies
endémicas, poderiam auxiliar na compreensdo de como elementos da paisagem e a
perda de habitat podem ter influenciado na estrutura genética de populacBes naturais
nesta savana.

Um bom modelo para este tipo de estudo é o tié-do-cerrado, Neothraupis
fasciata, uma ave monotipica da familia Thraupidae e uma das 28 espécies de aves
endémicas do Cerrado (Cracraft 1985, Pichorim et al. 2014). Este traupideo esta
amplamente distribuido ao longo do Cerrado e também possui populagbes disjuntas
localizadas nas savanas Amazonicas, ocorrendo em altitudes entre 500 e 1.000 metros e
em vegetacOes abertas, como campo sujo e cerrado stricto sensu (Sick 1984, Alves

1991, Mittermeier et al. 2010). Esta espécie ndo ocorre em areas muito alteradas uma
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vez que € dependente do estrato arbustivo (Tubelis & Cavalcanti 2000) no qual ela
forrageia e constroi seus ninhos (Sick 1984, Alves 1990, Alves & Cavalcanti 1990). Por
fim, o tié-do-cerrado é uma ave residente e territorial (Alves 1990, Manica & Marini
2012, Duca & Marini 2014) que apresenta baixo potencial de dispersdo, com uma
distancia média de 200 metros da area natal (Duca & Marini 2014).

Neste estudo foi utilizado um conjunto de marcadores microssatélites para
investigar a estrutura genética de Neothraupis fasciata e testar diferentes hipoOteses
sobre os processos que podem ter influenciado a distribuicdo espacial da variabilidade
genética desta espécie. Nosso objetivo também foi avaliar se existem diferengas
genéticas entre a populacdo disjunta que ocorre nas savanas do Amapa e as outras
localidades amostradas no Cerrado. Assim, as seguintes hipoteses foram avaliadas: 1)
isolamento por distancia: considerando o baixo potencial de dispersdo de N. fasciata é
esperado o0 aumento da distancia genética em fungdo do aumento da distancia geografica
entre as localidades; 2) Provincias fitogeograficas: considerando que a heterogeneidade
de habitat pode ser um elemento importante para determinar os niveis de fluxo génico
entre as populaces, é esperada uma congruéncia entre a estrutura genética apresentada
por N. fasciata e os limites das provincias fitogeograficas do Cerrado; 3) fragmentacédo
do habitat: considerando que o Cerrado tem passado por um intenso processo de
fragmentacdo seguindo o sentido sul para norte, € esperado que as populacbes
localizadas ao sul do Cerrado (fragmentadas) devam apresentar menor diversidade
genética do que as populacdes situadas na porcao norte do Cerrado (ndo fragmentadas);
e 4) centro-periferia: tendo como base o pressuposto de menor tamanho efetivo
populacional e menor fluxo génico entre as populacBes periféricas, é esperada uma
maior diversidade genética nas populacdes localizadas proximas ao centro da
distribuicdo da espécie. Por fim, discutimos as implicagbes de nossos resultados em

relacdo a biogeografia do Cerrado e para esfor¢os de conservacao.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Entre 2011 e 2014 amostras de sangue ou tecido de Neothraupis fasciata foram
coletadas em nove localidades distintas cobrindo grande parte da distribuicdo desta
especie (Fig. 2.1, Tabela 2.1). A maior parte das localidades amostradas fazem parte de

unidades de conservacdo (Parques Nacionais ou Estacdes Ecoldgicas) nas quais ainda €
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possivel encontrar cerrado stricto sensu, habitat preferencial da espécie alvo (Sick 1984,
Alves 1991, Ridgely & Tudor 1989). As localidades amostradas foram: Area de
Protecdo Ambiental das Bacias do Gama e Cabeca de Veado (AGCV), Estacdo
Ecoldgica de Aguas Emendadas (EEAE), Fazenda Experimental da Embrapa Macapa
(MACA), Parque Nacional Chapada dos Guimardes (PNCG), Parque Nacional Serra da
Canastra (PNSC), Parque Nacional das Emas (PNEM), Parque Nacional Grande Sertdo
Veredas (PGSV) e Ponte Alta do Tocantins (PATO) e Urucui (URUC). Em duas das
localidades amostradas (PATO e URUC) as amostras foram obtidas nos arredores de
unidades de conservacdo. Ainda, estas areas estdo localizadas na porcdo do Cerrado
onde o nivel de fragmentacdo do habitat € relativamente baixo (Sano et al. 2010) (ver
Fig. 2.1). MACA estd localizada nas savanas do Amapa, que se estendem por
aproximadamente 900 mil hectares e é composta por um estrato herbaceo dominado por
espécies de capins, por um estrato arb6reo com 3-10 metros de altura e florestas de
galeria com mais de 25 metros de altura localizadas nos vales (Silva 1997).

A captura dos individuos foi realizada utilizando redes de neblina e playback
para atrair os individuos para a rede. Amostras de sangue foram obtidas de cada
individuo pela puncdo da veia braquial utilizando uma agulha e o material coletado
utilizando tubos capilares estéreis. O material coletado foi armazenado em etanol
absoluto e mantido a -20 °C apds a chegada no Laboratério de Genética e
Biodiversidade da Universidade de Brasilia. Em relacdo a URUC, amostras de tecido
preservadas em etanol foram gentilmente emprestadas pelo Museu Paraense Emilio
Goeldi. O nivel de ossificacdo craniana foi utilizado para classificar os individuos entre
jovens e adultos (Cemave 1994, Roos 2010). Individuos com ossificagdo craniana
incompleta foram classificados como jovens, enquanto aqueles com ossificacdo
completa foram classificados como adultos. Para as amostras provenientes de museu foi
utilizada a informacéo obtida junto ao curador da colecéo.

Todo o trabalho foi conduzido sob a aprovacdo da Comissdo de Etica da
Universidade de Brasilia (UnBDoc n° 75111/2013) e as autorizagdes de captura foram
emitidas pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (SISBIO n°
27682-1). Todos os individuos capturados foram marcados com anilhas metalicas
cedidas pelo Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Aves Silvestres

(CEMAVE) e em seguida soltos no local de captura.
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Figura 2.1. Area de distribuicio de Neothraupis fasciata (linha tracejada) e locais de
captura no Cerrado e savanas do Amapa. Em cinza escuro as areas remanescentes do
Cerrado e em cinza claro as areas de Cerrado ja fragmentadas de acordo com 0 MMA
(2007). As localidades estdo inseridas na matriz fragmentada (circulos pretos) e nédo-
fragmentada (quadrado preto) de acordo com a cobertura da vegetacdo remanescente do
Cerrado. A linha tracejada indica os limites da distribuicdo da espécie de acordo com a
BirdLife International e NatureServe (2014). Para o nome das localidades ver Tabela
2.1.

Extracdo do DNA total e obtencéo dos gendtipos

O DNA total de 118 individuos adultos de N. fasciata foi isolado utilizando o
procedimento padrdo de digestdo com proteinase K seguida de purificacdo com fenol,
cloroférmio e alcool isoamilico (25:24:1) e precipitacdo em etanol absoluto (Bruford et
al. 1992). As oito amostras de tecidos provenientes de museu foram extraidas utilizando
0 kit comercial PureLink™ Genomic DNA Kit (Invitrogen) e seguindo o protocolo

fornecido pelo fabricante.
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Tabela 2.1. Locais de captura de Neothraupis fasciata ao longo da distribuicdo da
espécie. Sdo indicados o local de captura, a sigla da localidade, suas coordenadas
geograficas e 0 numero de individuos amostrados em cada uma das areas.

Localidade Sigla Latitude Longitude N
Area de Protecio Ambiental Gama e AGCV  15°56'S  47°51'W 30
Cabeca de Veado

Estacéo Ecoldgica de Aguas Emendadas EEAE  15°33'S  47°36'W 07
Campo Experimental da Embrapa Cerrado  MACA  00°23'N  51°03'W 09

Ponte Alta do Tocantins PATO  10°45'S  47°30W 18
Parque Nacional da Chapada dos PNCG  15°24'S  55°49'W 10
Guimaraes

Parque Nacional das Emas PNEM  17°55'S  52°58'W 10
Parque Nacional Grande Sertédo Veredas PGSV  15°18'S  45°37'W 27
Parque Nacional Serra da Canastra PNSC  20°20'S  46°38'W 07
Urucui URUC  08°30'S  44°59'W 08

Um total de nove marcadores microssatélites polimérficos (NF0304, NF0506,
NF1112, NF1314, NF1516, NF1920, NF2122, NF2526 e NF2930), desenvolvidos para
o tié-do-cerrado por Corréa e colaboradores (Corréa et al. 2010), foram amplificados e
usados para obtencdo dos genoétipos dos 126 individuos amostrados. As reacfes de
amplificagdo foram realizadas via reacdo em cadeia da polimerase utilizando as
condigdes descritas por Corréa e colaboradores (2010). O sucesso da amplificagdo e a
qualidade dos produtos obtidos foi avaliada por meio de uma eletroforese em gel de
agarose 1,2% e visualizacdo sob transiluminador de luz ultravioleta. Apds essa
verificagdo os produtos da PCR foram enviados para analise em sequenciador automatic
ABI PRISM 3130 da Applied Biosystems na Universidade Catdlica de Brasilia. O
tamanho dos alelos foi determinado utilizando o programa GENEIOUS 6.1.6
(Biomatters), sendo empregado o marcador de tamanho 500 ROX™ (Applied

Biosystems) como referéncia.

Estimativas de diversidade genética

O desequilibrio de ligacdo entre todos os pares de loci foi testado utilizando o teste
exato para desequiibrio genotipico no programa GENEPOP 4.3 (Rousset 2008). A
significancia foi avaliada baseada em 10.000 permutagdes com 10.000 batches e 5.000

interacdes por batch. Desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) por locus e por
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localidade foram avaliados utilizando o teste de déficit de heterozigotos e o teste de
Haldane no programa GENEPOP. Para todas as analises citadas, o valor de significancia
(p) foi ajustado para multiplos testes utilizando o procedimento de Bonferroni (Rice
1989). Também avaliamos a ocorréncia de erros na determinacéo dos genotipos devido
a alelos nulos, dropout, e sttuter peaks no programa MICROCHECKER 2.2.3 (Van
Oosterhout et al. 2004) com base em1.000 cadeias de Monte Carlo e intervalo de
confianga de acordo com a correcao de Bonferroni.

indices de diversidade genética foram estimados para cada localidade. O
namero de alelos (Na) € 0 nimero médio de alelos corrigido pelo menor tamanho
amostral (riqueza alélica - Ag) foram estimados por locus e localidade no FSTAT 2.9.3.2
(Goudet 1995). A heterozigosidade observada (Ho) e esperada (Hg) foram estimadas por
locus por populagdo utilizando o programa ARLEQUIN 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer
2010). O mesmo programa foi utilizado para estimar o coeficiente de endogamia (Fs)
por localidade e a significancia foi avaliada com base em 50.000 permutac6es, sendo 0s

valores de significancia ajustados de acordo com o método de Bonferroni.

Estrutura genética

A abordagem baseada no agrupamento hierarquico das localidades amostradas, similar
ao método descrito por Holsinger e Mason-Gamer (1996), foi implementada para
construir um dendrograma que pode ser interpretado como uma representacdo da
estrutura genética dos dados. Resumidamente, primeiro foi calculado o Fsr par-a-par
considerando cada localidade amostrada como uma possivel populagédo. A diferenciacédo
entre as localidades amostradas foi avaliada calculando o Fsr par-a-par no programa
ARLEQUIN. O suporte estatistico foi obtido utilizando 50.000 permutac@es e o nivel de
significancia de p foi ajustado para mdaltiplas comparacfes utilizando o método de
Bonferroni. Em seguida, foi agrupado o par de localidades com menor valor de Fsr,
sendo o indice de diferenciacdo recalculado. Este processo foi repetido até que todas as
localidades amostradas fossem reunidas em um unico agrupamento.

Os grupos genéticos de N. fasciata tambem foram identificados empregando
duas abordagens baseadas no método bayesiano, sendo estas a Bayesian Analysis of
Population Structure (BAPS) e STRUCTURE. A primeira analise, BAps, foi implementada
considerando o nivel populacional (op¢do group of individuals) e a posicdo geografica
das localidades amostradas no programa BAPs 6.0 (Corander et al. 2008). De acordo

com Corander e colaboradores (2008), esta € melhor opcdo dado um conjunto de loci
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reduzido. Adicionalmente, esta analise considera que as populagdes podem apresentar
frequéncias alélicas diferentes quando avaliado no nivel populacional, com a vantagem
de evitar particionar individuos tendo como base 0 HWE. O modulo de agrupamento
espacial produz diagramas de Voronoi, sendo cada célula colorida de acordo com a
associacdo ao grupo ao qual foi atribuida. A analise foi realizada considerando o
nimero maximo de grupos (K) igual a 9 e 20 réplicas de cada K, uma vez que cada
localidade amostrada pode representar uma populacao diferente.

A segunda abordagem bayesiana foi realizada no programa STRUCTURE 2.3.4
(Pritchard et al. 2000) utilizando como parametros no-admixture + location prior +
correlated allele frequencies. O parametro no-admixture foi escolhido considerando a
baixa capacidade de dispersdo da espécie (Duca & Marini 2014) e a distancia
relativamente longa entre muitas localidades amostradas. Adicionalmente, este modelo
é mais eficiente para detectar a estrutura populacional sob baixo nivel de divergéncia ou
com menor numero de marcadores (Hubisz et al. 2009). Para cada valor de K avaliado
(1 —9) foram geradas 600.000 geracg0es e 10 iteracOes para cada K, sendo descartadas as
primeiras 100.000 geracfes. A inferéncia do nimero 6timo de grupos foi realizada
utilizando o método descrito por Evanno e colaboradores (2005) que considera o maior
valor de AK como o numero provavel de grupos utilizando 0 STRUCTURE HARVESTER
0.6.8 (Earl & vonHoldt 2012). A representacao grafica dos resultados do STRUCTURE foi
construida utilizando o CrLumpPAk (Kopelman et al. 2015) para calcular as
probabilidades de atribuicdo de cada individuo considerando o valor de K encontrado.

Por fim, foi estimado o nivel de diferenciacdo genética entre 0s grupos obtidos
pelos métodos de agrupamento hierarquico e bayesianos utilizando a Analise de
Variancia Molecular (AMOVA) no programa ARLEQUIN. Foi realizada uma AMOVA
do tipo locus by locus considerando uma matriz de Fst. O suporte estatistico foi

avaliado por meio de 50.000 permutacdes ndo parametricas.

Influéncia da distancia geografica na diversidade genética

Para avaliar se a distancia genética entre as localidades é influenciada pela distancia
geografica foi utilizado teste de Mantel. Este teste consistiu na regressao dos valores de
distdncia genética (Fst/1- Fst) e de logaritmo da distancia euclidiana entre os pares de
localidades usando a plataforma on-line IBD WEB SERVICE 3.23 (IBDWS; Jensen et al.
2005). A distancia euclidiana entre os pares de populacbes foi calculada utilizando

recurso on-line do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais
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(http://www.dpi.inpe.br/calcula/). A significancia dos coeficientes de regressdo foi
testada a partir de 30.000 permutacGes na plataforma IBDWS. Também foi avaliada a
correlacdo entre a diversidade genética e os gradientes geogréficos. Para tal, foram
realizadas regressdes entre os valores dos indices de diversidade genética Agr € He em
funcéo da latitude e longitude (grau decimal) utilizando o coeficiente de correlacdo de

Spearman no programa PAST 3.11 (Hammer et al. 2001).

Heterogeneidade do habitat: Provincias fitogeograficas do Cerrado

Ratter e colaboradores (2003) analisaram a composicao floristica de 376 areas de
Cerrado e savanas Amazonicas e, com base em analises multivariadas, descreveram seis
provincias fitogeograficas distintas. Estas provincias podem ser delimitadas
geograficamente e classificadas como provincias do Sul (S), central e sudeste (C & SE),
norte e nordeste (N & NE), centro-oeste (CW), mesotréficas do extremo oeste (FWM) e

fragmentos disjuntos na Amazonia (DA) (Fig. 2.2).

Figura 2.2. Representacdo das localidades amostradas em relacdo as provincias
fitogeograficas do Cerrado propostas por Ratter e colaboradores (2003) (linhas
pontilhadas). Siglas das provincias: fragmentos disjuntos na Amazonia (DA), norte e
nordeste (N & NE), centro-oeste (CW), central e sudeste (C & SE), mesotréficas do
extremo oeste (FWM) e sul (S). Para 0 nome das localidades ver Tabela 2.1.
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Para avaliar se a heterogeneidade de habitat teve influéncia no fluxo génico entre
as populacbes amostradas a estrutura genética esperada de acordo com a delimitacdo das
provincias fitogeogréficas (para detalhes ver a Fig. 2.2) foi comparada com o0s
resultados obtidos pelos métodos de agrupamento e bayesianos. Também foi
implementada a anadlise AMOVA utilizando os grupos esperados de acordo com as
provincias fitogeograficas para estimar o nivel de diferenciacdo entre 0s grupos e
comparar com os valores obtidos para os métodos de agrupamento hierarquico e

bayesianos.

Hipotese da fragmentacéo do habitat

Para avaliar se o processo de fragmentacdo do Cerrado afetou negativamente a
variabilidade genética de N. fasciata, as localidades amostradas foram classificadas
como pertencentes a uma paisagem fragmentada (PNSC, PNEM e PNCG) ou ndo
fragmentada (AGCV, EEAE, PGSV, PATO e URUC) de acordo com a base de dados
disponibilizada pelo MMA (2007) (Fig. 2.1). Para testar se as diferencas na diversidade
genética (Ar € Hg) em relacdo a fragmentacdo do habitat foi utilizado o teste nédo
paramétrico Kruskal-Wallis no PAST.

Adicionalmente, é esperado que populacdes localizadas nas areas fragmentadas
sofram reducdo do tamanho populacional (efeito gargalo ou bottleneck) devido a
reducdo do habitat e isolamento das populac6es. Populagdes que tenham passado por
um declinio abrupto no seu tamanho efetivo devem apresentar um excesso na
heterozigosidade observada em comparacédo a heterozigosidade esperada de acordo com
0 equilibrio entre mutacdo e deriva (Cornuet & Luikart 1996). Para detectar reducédo
recente no tamanho efetivo populacional, foi utilizado o teste de Wilcoxon para excesso
de heterozigotos no programa BOTTLENECK 1.2.02 (Cornuet & Luikart 1996). Este teste
foi escolhido por ser o mais robusto para a analise de conjuntos de dados com menos de
20 loci polimorficos e pequeno tamanho amostral (< 30 individuos por populagdo
analisada) (Piry et al. 1999). Os parametros selecionados para este teste foram modelo
de duas fases (two-phased model - TPM) com variancia igual a 12 e proporcdo de
mutaces stepwise de 95%, como recomendado por Piry e colaboradores (1999). Foram

utilizadas 100.000 iteracdes para obtencdo do suporte estatistico desta anélise.
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Hipotese centro-periferia

Para testar a hipotese de maior diversidade no centro da distribuicdo em comparacao
com as areas periféricas, as localidades amostradas foram categorizadas como centrais
ou periféricas com base no mapa de distribuicdo de Neothraupis fasciata
disponibilizado pela Birdlife International e NatureServe (2014). Para tal, dois cenarios
de amplitude da distribuicdo periférica foram definidos: 1) periferia estreita,
determinada por uma zona de 150 km paralela com o limite da distribuicdo da espécie; e
2) periferia ampla, tendo como base uma distancia maxima de 300 km da borda da
distribuicdo da espécie (Fig. 2.3). Com base no cenéario cuja delimitacdo da periferia é
mais restritiva, AGCV, EEAE, PGSV, PNEM e PNSC foram consideradas como
localidades centrais, enquanto PATO, PNCG e URUC foram consideradas periféricas.
Para o segundo cenario, de periferia mais ampla, AGCV, EEAE e PGSV foram
categorizadas como centrais, enquanto PATO, PNCG, PNEM, PNSC e URUC foram
categorizadas como periféricas. Diferencas na diversidade genética (Ar e Hg) entre
centro e periferia foram avaliadas com base no teste Kruskal-Wallis implementado no
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Figura 2.3. Cenérios centro-periferia com base na distribuicdo geografica conhecida
para Neothraupis fasciata (Birdlife International & NatureServe 2014): cenario amplo
em a partir da borda até a area delimitada em cinza escuro e cenario estrito estendendo
da borda até a area delimitada em cinza claro. Para o nome das localidades ver Tabela
2.1.
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Também foi realizado um teste de correlacdo entre os indices de diversidade genética
(Ar e Hg) e a distancia geografica de cada localidade amostrada do centroide da
distribuicdo da espécie. A distancia euclidiana entre cada localidade e o centréide da
distribuicéo foi calculada utilizando o recurso on-line do Instituto Nacional de Pesquisas
Espaciais. As correlacdes foram avaliadas utilizando o coeficiente de Spearman no

programa PAST.

RESULTADOS

Diversidade genética

O teste de desequilibrio de ligacdo nao foi significativo para nenhuma das comparacées
feitas (p > 0,05), indicando a segregacdo independente dos loci avaliados. De acordo
com os resultados do MICROCHECKER, foi encontrada evidéncia significativa de alelos
nulos em dois loci avaliados, NFO506 e NF2526. Considerando que alelos nulos podem
levar a interpretacdes equivocadas do numero de heterozigotos e, consequentemente,
comprometer as estimativas de variabilidade genética, todas as analises subsequentes
foram conduzidas excluindo esses loci. Adicionalmente, o locus NF1112 também foi
excluido das anélises por problemas no processo de amplificacdo e por dificuldades na
definicdo do tamanho dos alelos. A partir do conjunto de dados composto por seis loci,
apenas MACA apresentou desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (p = 0,0015) de
acordo com o teste de deficit de heterozigotos (Tabela 2.2).

O numero medio de alelos por localidade variou entre 3,33 (PNEM) e 6,33
(PGSV), enguanto a riqueza alélica variou entre 2,95 (PNEM) e 4,17 (EEAE) (Tabela
2.2). Adicionalmente, os maiores valores de heterozigosidade esperada e observada
foram encontrados em EEAE (He = 0,632 e Hpo = 0,761), enquanto que 0s menores
valores foram reportados em PNEM (He = 0,398 e Ho = 0,400). (Tabela 2.2). O
coeficiente de endogamia nédo foi estatisticamente significativo em nenhuma das
localidades avaliadas utilizando a corre¢cdo de Bonferroni, sendo o menor valor
reportado para PNCG (-0,23) e o maior valor para MACA (0,20) (Tabela 2.3).

31



Tabela 2.2. indices de diversidade genética por locus e por localidade estimados para Neothraupis fasciata com base na analise de nove loci de
microssatélites. Numero de individuos analisados (n), nimero de alelos (Na), riqueza alélica (Ar), heterozigosidade esperada (Hg) e observada
(Ho) por locus e localidade. Desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg utilizando a correcdo de Bonferroni *p < 0,0055; **p <
0,0083 estdo indicados em negrito. Locus monomorficos sdo indicados pela sigla mono. Para o nome das localidades ver Tabela 2.1.

Localidade Locus Na Ar He Ho Localidade Locus Na Ar He Ho
AGCV NF0304 4 2,583 0,490 0,466* PNEM NF0304 3 2,720 0,484 0,300
n=30 NF0506 8 4,610 0,768 0,266* n=10 NFO506 5 3,893 0,726 0,500
NF1112 10 - 0,811 0,450* NF1112 6 - 0,863 0,333*
NF1314 4 1,782 0,159 0,166 NF1314 1 1,000 mono mono
NF1516 4 2,471 0,545 0,633 NF1516 3 2,484 0,468 0,600
NF1920 2 1,528 0,126 0,133 NF1920 3 2,000 0,194 0,200
NF2122 5 3,734 0,721 0,833 NF2122 3 2,484 0,468 0,600
NF2526 5 4,029 0,732 0,689 NF2526 4 3,105 0,536 0,700
NF2930 12 6,491 0,896 0,833 NF2930 7 5,063 0,773 0,700
EEAE NF0304 4 3,648 0,714 1,000 PGSV NFO304 6 3,414 0,626 0,592*
n=07 NF0506 3 2,988 0,67 0,285 n=27 NF0506 7 4,053 0,712 0,461*
NF1112 8 - 1,000 1,000 NF1112 10 - 0,822 0,764
NF1314 4 3,648 0,714 1,000 NF1314 4 2,462 0,329 0,333
NF1516 4 3,648 0,714 0,857 NF1516 5 2,822 0,556 0,444
NF1920 1 1,000 mono  mono NF1920 4 1,556 0,109 0,111
NF2122 4 3,912 0,758 0,857 NF2122 7 4,293 0,760 0,741
NF2526 4 3,667 0,697 1,000 NF2526 5 3,871 0,684 0,434*
NF2930 8 6,494 0,89 0,857 NF2930 12 6,470 0,894 0,889

Continua
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Localidade Locus Na Ar He Ho Localidade Locus Na Ar He Ho
MACA NF0304 3 2,634 0,392 0,444 PNSC NF0O304 4 3,143 0,395 0,286
n=09 NF0506 2 2,000 0,529 0,111 n=07 NFO506 5 4,297 0,67 0,571
NF1112 - - - - NF1112 7 - 0,909 0,833
NF1314 2 1,992 0,400 0,000 NF1314 1 1,000 mono mono
NF1516 2 1,993 0,425 0,333 NF1516 2 2,000 0,494 0,429
NF1920 2 2,000 0,522 0,667 NF1920 3 2,429 0,275 0,286
NF2122 5 3,874 0,683 0,625 NF2122 4 3,637 0,648 0,714
NF2526 3 3,000 0,451 0,333 NF2526 4 3,818 0,78 0,428
NF2930 7 5,538 0,843 0,444* NF2930 7 5,945 0,857 0,714
PATO NF0304 4 2,437 0,376 0,278 URUC NF0304 3 2,617 0,491 0,625
n=18 NF0506 5 3,693 0,673 0,278 n=08 NFO506 3 2,713 0,538 0,143
NF1112 11 - 0,901 0,692 NF1112 4 - 0,821 0,750
NF1314 1 1,000 mono  mono NF1314 3 2,839 0,508 0,625
NF1516 2 2,000 0,515 0,647 NF1516 4 3,492 0,641 0,625
NF1920 2 1,826 0,246 0,167 NF1920 2 1,875 0,233 0,250
NF2122 5 3,709 0,698 0,889 NF2122 4 3,858 0,767 1,000
NF2526 5 4,069 0,746 0,611 NF2526 3 2,985 0,667 0,333
NF2930 9 5,809 0,856 0,889 NF2930 5 4,617 0,800 1,000
PNCG NF0304 4 3,676 0,695 1,000 Média AGCV 5,16 3,495 0,489 0,511
n=10 NF0506 6 4,220 0,674 0,300* (6 Loci) EEAE 4,17 4,167 0,632 0,761
NF1112 - - - - MACA 350 3,331 0,544 0,419
NF1314 3 2,940 0,626 0,900 PATO 3,83 3,113 0,449 0,478
NF1516 3 2,720 0,484 0,600 PNCG 4,33 4,005 0,612 0,728
NF1920 3 2,263 0,279 0,300 PNEM 3,33 2,950 0,398 0,400
NF2122 4 3,725 0,699 0,667 PGSV 6,33 4,027 0,546 0,518
NF2526 6 5108 0,842 0,700 PNSC 3,50 3,500 0,445 0,405
NF2930 9 6,361 0,889 0,900 URUC 350 3,448 0,573 0,687
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Tabela 2.3. Coeficiente de endogamia (Fis) e teste de reducdo populacional
(BOTTLENECK) das nove localidades amostradas para Neothraupis fasciata. O valor de
significancia do Fs foi obtido utilizando a correcdo de Bonferroni (p < 0,0083). Para o
nome das localidades ver Tabela 2.1.

Localidade Endogamia Bottleneck
Fis D p
AGCV -0,04402  0,81273  0,92188
EEAE -0,22684  0,99055  0,10938
MACA 0,20362  0,03479  0,42188
PATO -0,07769  0,87455  0,50000
PNCG -0,23052  0,99860  0,34375
PNEM -0,00465  0,58622 1,00000
PGSV 0,05126  0,17799  0,98438
PNSC 0,09735  0,26563  0,95313
URUC -0,21579  0,99332  0,50000

Estrutura genética do tié-do-cerrado
Do total de 36 comparacdes de Fsr par a par, aproximadamente 60% (22 comparagdes)
foram estatisticamente significativas utilizando a corregdo de Bonferroni (Tabela 2.4).
PGSV apresentou o maior numero de comparagdes significativas, enquanto PNSC
apresentou 0 menor numero de comparagdes significativas com as demais localidades.
A estrutura genética obtida pelo método de agrupamento hierarquico indica a
presenca de cinco grupos genéticos, sendo dois destes representados por mais de uma
localidade e trés representados por uma unica localidade amostrada: Grupo 1 - AGCV,
PATO, PNEM e PNSC; Grupo 2 - EEAE e PNCG,; Grupo 3 - URUC; Grupo 4 - PGSV
e Grupo 5 - MACA (Figs. 2.4 e 2.5B). A andlise bayesiana implementada no
STRUCTURE mostrou suporte para quatro grupos geneticos distintos (Fig. 2.5C e 2.6),
divergindo do resultado encontrado no método de agrupamento pela posi¢cdo de URUC,
que foi agrupada com EEAE e PNCG. A anélise no BAPs indicou a existéncia de trés
populagbes, com o Log(marginal likelihood) da melhor particdo igual a -1935,0265 e
probabilidade de 0,99701. A melhor particdo encontrada pelo BAPS mostrou suporte
para 0s Grupos 2 e 5, mas reuniu os Grupos 1, 3 e 4 em um unico agrupamento genético
(Fig. 2.5D).
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Tabela 2.4. Valores de diferenciacdo (Fsr; diagonal inferior) e distancia euclidiana em
quildometros (diagonal superior) entre os pares de localidades amostradas. Valores
significativos de diferenciacdo de acordo com a corre¢do de Bonferroni (p < 0,0013)
estdo destacados em negrito. Para 0 nome das localidades ver Tabela 2.1,

AGCV EEAE MACA PATO PNCG PNEM PGSV PNSC URUC

AGCV 54 1794 560 858 596 267 521 991
EEAE 0,080 1770 525 900 650 218 546 943
MACA 0,085 0,117 1265 1795 2046 1790 2315 1147
PATO 0,009 0,135 0,104 1046 1017 526 1068 501
PNCG 0,073 0,017 0,079 0,106 456 1115 1114 1538
PNEM 0,042 0,145 0,117 0,060 0,124 860 682 1510
PGSV 0,044 0,091 0,157 0,077 0,097 0,123 598 840
PNSC 0,021 0,122 0,061 0,011 0,081 0,012 0,102 1437

URUC 0,041 0,033 0103 0,063 0,078 0,102 0,071 0,063

AGCV
Fer=10.0094
p=0095
e P A T'O)
Fst=0.0320 Grupo 1
p=0.00419
PNEM
Fst=0.0119
p=0313
PNSC
Fst=0.06419
p = 0.00002*
—e. FEAE
Fer=00172
p=0.064 Grupo 2
Fst = 0.05739 Fer=0054 PNCG
p = 0.00000% p=0.0005§"
URUC | Grupo3
Fst = 0.08038
p = 0.00000*
PGSV | Grupo 4

MACA | Grupo 5

Figura 2.4. Dendrograma da estrutura genética de Neothraupis fasciata de acordo com
0 método de agrupamento hierarquico. Os numeros em cada né indicam o valor de Fste
o0 respectivo valor de significancia. Os valores significativos sdo destacados com um
asterisco (*).Para o nome das localidades ver Tabela 2.1.
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Os resultados da AMOVA mostraram que para o0 arranjo obtido pelo método de

agrupamento hierarquico e STRUCTURE aproximadamente 91% da variacdo genética esta

distribuida dentro das localidades amostradas, sendo este valor menor para o arranjo do
Baps (~89%) (Tabela 2.5). A AMOVA ainda indicou que uma parte significativa da

variacdo genética esta distribuida entre localidades dentro dos grupos tanto para o

método de agrupamento hierarquico (Fcr = 0,068) quanto métodos bayesianos (Fct

STRUCTURE = 0,057 e Fct BAPs = 0,060) e que a diferenciacao entre localidades dentro

dos grupos foi menor no método de agrupamento (Fsc = 0,02), seguido pelo STRUCTURE

(Fsc = 0,03) e BAPs (FSC = 0,05).
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Figura 2.5. Estrutura genética de N

eothraupis fasciata de acordo com os diferentes

métodos empregados. A) estrutura esperada segundo as provincias fitogeograficas do
Cerrado; B) estrutura de acordo com o0 método de agrupamento hierarquico; C) estrutura
de acordo com 0 STRUCTURE; € D) estrutura de acordo com o BAPS. As cores indicam o0
grupo genético ao qual cada localidade foi atribuida. Para o nome das localidades ver

Tabela 2.1.
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Tabela 2.5. Analise de Variancia Molecular dos grupos genéticos de Neothraupis fasciata identificados de acordo com as analises BAPS,
STRUCTURE e agrupamento hierarquico, além do esperado segundo as provincias fitogeograficas do Cerrado. As estatisticas correspondem a
soma dos quadrados (SS), porcentagem de variacdo (Var %) e valor de significancia (p).

Estrutura populacional Fonte da variagao SS Var(%) p

BAPs Entre grupos 15,119 6,013 0,00078
Entre localidades dentro dos grupos 23,328 4,737 <0,0001
Dentro da localidade 371,502 89,250 <0,0001
STRUCTURE Entre grupos 24,741 5,721 0,00008
Entre localidades dentro dos grupos 13,706 2,973 <0,0001

Dentro da localidade 371,502 91,306 <0,0001
Agrupamento hierarquico Entre grupos 28,801 6,818 0,00012
Entre localidades dentro dos grupos 9,645 1,994 0,00064
Dentro da localidade 371,502 91,188 <0,0001
Provincias fitogeograficas Entre grupos 19,062 -1,098 0,60273

Entre localidades dentro dos grupos 19,384 8,364 <0,0001

Dentro da localidade 371,502 92,734 <0,0001

BAPS: Fcr=0,060; Fsc = 0,050; Fsr= 0,107

STRUCTURE: Fcr=0,057; Fsc = 0,031; Fsr= 0,087

Agrupamento hierarquico: Fcr=0,068; Fsc = 0,021; Fst= 0,088
Provincias fitogeograficas: Fcr=-0,011; Fsc = 0,083; Fsr= 0,073
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Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 2.6. Andlise da estrutura genética do tié-do-cerrado utilizando o programa
STRUCTURE. A) valores de Evanno AK; B) Atribuicdo de cada individuo aos grupos
identificados assumindo K=4. Para o nome das localidades ver Tabela 2.1.

Gradientes geograficos

A hipotese nula de auséncia na correlacdo entre a distancia geogréafica e distancia
genética ndo foi rejeitada no teste de Mantel (r = 0,088; Z = 9,531; p = 0,332). Assim,
distancia geografica ndo parece exercer influéncia no nivel de diferenciagdo genética
observada entre as localidades amostradas. Como exemplo podemos citar a
diferenciacdo genética entre EEAE e AGCV, que embora apresentem uma distancia
geografica relativamente baixa (~50 km), apresentaram um valor moderado e
significativo de diferenciacdo genética (Fst = 0,08; p = 0,00014; Tabela 2.3). Em
contrapartida, localidades geograficamente mais distantes como PNSC e PATO
apresentaram um valor de diferenciacdo baixo e ndo significativo (Fsr = 0,011; p =
0,2245). Quanto a diversidade genética, ndo foi encontrada correlacdo significativa
entre Ag e He e os gradientes geograficos (Ag e latitude: rs = -0,151; p = 0,699; Ar €
longitude: rs = 0,176; p = 0,653; He e latitude: rs = 0,417; p = 0,249; He e longitude: rs
=0,0667; p = 0,843).
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Influéncia das provincias fitogeograficas na estrutura genética do tié-do-cerrado
Nenhuma das andlises da estrutura genética de N. fasciata revelaram um padrdo
concordante com o esperado tendo como base as provincias fitogeograficas delimitadas
por Ratter e colaboradores (2003) (Fig. 2.5). Por exemplo, embora as localidades
AGCV e EEAE facam parte da mesma provincia (C & CE), foi encontrado um valor
significativo e moderado de diferenciacdo entre estas (Tabela 2.4), além de fazerem
parte de grupos genéticos distintos tanto pelo método de agrupamento hierarquico
quanto pelos métodos bayesianos (Fig. 2.5). Considerando os resultados da AMOVA
para a estrutura populacional esperada de acordo com as provincias fitogeogréaficas foi
observado que mais de 92% da variacao genética esta distribuida dentro das localidades
amostradas. Dentre os quatro arranjos testados, o valor de diferenciacdo entre
localidades dentro dos grupos foi maior para o agrupamento seguindo as provincias
fitogeograficas (~8%; Tabela 2.5). Por fim, este arranjo também apresentou o menor
valor de Fst (0,073) e o0 maior valor de Fsc (0,083).

Influéncia da fragmentacgdo do habitat na diversidade genética

Em geral, as localidades classificadas como ndo fragmentadas apresentaram valor
médio de Ag igual a 3,65 (SD £ 0,44) enquanto as areas fragmentadas apresentaram
valor médio de 3,48 (SD + 0,53). A He média foi de 0,54 (SD + 0,07) nas areas nao
fragmentadas e 0,48 (SD + 0,11) nas areas fragmentadas. Os valores de diversidade
genética ndo foram significativamente diferentes nas areas fragmentadas e ndo
fragmentadas (Ag: H = 0.3556, p = 0.548; He: H = 1,089; p = 0,297). Desta forma, a
hipdtese de que areas fragmentadas apresentam menor diversidade genética do que
areas ndo fragmentadas foi rejeitada para ambos os indices de diversidade avaliados. De
acordo com a analise de reducdo no tamanho populacional avaliada no programa
BoTTLENECK nenhuma localidade apresentou valores significativos de excesso de
heterozigotos (Tabela 2.3), indicando que as localidades analisadas ndo passaram por

reducdo recente no tamanho populacional.

Hipotese centro-periferia

Considerando a delimitacdo de periferia estreita a Az média foi de 3,9 (SD + 0,35) no
centro e de 3,4 (SD % 0,41) na periferia, enquanto He média foi de 0,56 (SD + 0,07) no
centro e 0,49 (SD + 0,09) na periferia. Para o cenério de periferia ampla, a regido central
apresentou Ag media igual a 3,63 (SD £ 0,49) e He igual a 0,50 (SD + 0,09), enquanto a
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regido periférica apresentou Ag igual a 3,52 (SD + 0,45) e He igual a 0,54 (SD * 0,08).
De acordo com os resultados do teste de Kruskal-Wallis ndo foi observada diferenca na
Ag entre a regido central e periférica da distribuicdo da espécie tanto para o limite de
periferia estreito (H = 3,2; p = 0,072) quanto para o amplo (H = 0,556; p = 0,453). De
forma similar, ndo foi observada diferenca na He tanto para a o cenario de periferia
estreita (H = 1,089; p = 0,297) quanto ampla (H = 0,556; p = 0,456). O teste de
correlacdo entre os indices de diversidade genética das localidades amostradas e a
respectiva distancia do centrdide da distribuicdo também ndo foi significativa (Ag: rs = -
0,239; p = 0,567; He: rs = 0,1428; p = 0,703). Desta forma, a hipdtese de centro-
periferia foi rejeitada por todos os testes empregados, indicando que as localidades
amostradas situadas na periferia e centro da distribuicdo apresentam valores similares de

diversidade genética.

DISCUSSAO

Este estudo é o primeiro esfor¢co para entender os processos relacionados com a
estrutura genética da avifauna do Cerrado com base em uma amostragem ampla no
bioma. Um estudo prévio com foco na avifauna do Cerrado avaliou a diferenciacéo
genética em 10 espécies amostradas no oeste da Bolivia e no Amapa, tendo como base
um pequeno numero de individuos (maximo de quatro individuos por espécie) (Bates et
al. 2003). No referido estudo, os resultados indicaram uma baixa diferenciacdo entre
estas duas populacdes. Diante da lacuna de estudos sobre a diversidade genetica de
especies de vertebrados do Cerrado, em especial as aves, a interpretacdo e comparacao
dos nossos resultados torna-se ainda mais complexa.

A diversidade genética de Neothraupis fasciata encontrada ao longo das
localidades amostradas pode ser considerada moderada. De acordo com Evans e
Sheldon (2008), a heterozigosidade média de uma espécie € negativamente
correlacionada com o risco de exting¢do, sendo os valores médios de He proximos de 0,6
em espécies quase ameacadas e menores que 0,4 em espécies criticamente ameacadas.
Neste sentido, o nivel de variabilidade encontrado para o tié-do-cerrado, uma espécie
quase ameacada segundo os critérios da ITUCN (2013), é concordante com o resultado
reportado por Evans e Sheldon (2008). Alternativamente, a reducdo do tamanho
populacional ndo se refletiu ainda na reducdo da diversidade genética. Mesmo
considerando a localidade com o menor nivel de variabilidade genética (PNEM), os
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valores encontrados sdo préximos aos reportados para outra espécie australiana nédo
ameacada e que ocupa areas abertas, o Mallee Emu-wren, Stipiturus mallee (Brown
2013). Neothraupis fasciata também apresentou estrutura populacional moderada,
caracterizada por pelo menos trés grupos genéticos distintos. Contudo, nenhum dos
processos e padrdes analisados no presente estudo, como isolamento por distancia,
heterogeneidade do habitat relacionada as provincias fitogeograficas, fragmentacdo do
habitat ou distribuicdo central e periférica parece ter contribuido diretamente com a
estrutura genética observada nesta espécie endémica do Cerrado, como discutido a

sequir.

MACA: Populacdo disjunta e com diferenciacéo genética moderada

Localizada no grupo das savanas disjuntas da Amazénia no norte do Brasil, MACA é
uma das localidades mais isoladas no extremo norte da distribuigdo da espécie (ver
Mittermeier et al. 2010 para registro de ocorréncia em Sipaliwini, no Suriname). Todos
0s métodos utilizados para avaliar a estrutura genética identificaram MACA como um
grupo genético distinto das demais localidades (Fig. 2.5). A diferenciacdo genética entre
MACA e as demais localidades amostradas no Cerrado é evidente, sendo mais
pronunciada em relacdo a localidades situadas no centro da distribuicdo e relativamente
menos pronunciada nas compara¢fes com localidades situadas préximas a borda do
bioma, como URUC e PNCG (Tabela 2.4). Estes resultados estdo de acordo com o
estudo de Bates e colaboradores (2003), no qual foi identificado baixo nivel de
divergéncia genética entre diversas espécies de aves amostradas nas savanas do Amapa
(aqui representadas por MACA) e no Pargue Nacional Noel Kempff Mercado (regido
relativamente proxima do PNCG). E ainda, a baixa diferenciacdo genética observada
entre MACA e as localidades situadas na borda da distribuicdo da espécie sugere que a
restricdo do fluxo génico entre estas localidades pode ter ocorrido recentemente. Este
resultado parece estar de acordo com a hipotese de que as populacdes de aves
caracteristicas das savanas ao sul da Amazo6nia que habitam as savanas do Amapa sao
oriundas de uma expansdo populacional recente do Cerrado, potencialmente tanto por
um corredor Andino quanto pelo corredor Costeiro Atlantico (Silva 1995, Silva & Bates
2003). Estas conexdes historicas entre as savanas disjuntas no norte da Amazonia e o
Cerrado devem ter ocorrido em resposta aos eventos de expansdo das formacdes abertas
da Ameérica do Sul durante os periodos mais secos e/ou frios das flutuagbes climéticas
do Quaternario (Haffer 1967, 1985, Silva & Bates 2002, Werneck et al. 2012).
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Nossos resultados também mostraram que MACA apresentou uma reducdo
significativa na heterozigosidade observada. A teoria da genética de populagdes prediz
que a reducéo na diversidade genética deve ocorrer principalmente em resposta a fatores
como a deriva genética e endogamia em populagdes pequenas parcial ou completamente
isoladas durante diversas geracdes (Wright 1969). Com base neste pressuposto, o déficit
de heterozigotos observado em MACA pode ser interpretado como um sinal de que
acasalamentos ndo aleatérios podem estar ocorrendo em um nivel mais elevado que o
habitual nesta localidade, possivelmente devido ao pequeno tamanho efetivo
populacional, o que deve ser melhor investigado no futuro.

As savanas do Amapa tem sido rapidamente modificadas pela atividade
antropica para diversos usos, acarretando na reducdo de areas naturais e possivelmente
impactando as populagdes animais que ocorrem nesta formagéo. A interferéncia humana
nas savanas do Amapa comecou na década de 1970 e desde entdo mais de 200.000
hectares, cerca de 22% da &rea histdrica, foram convertidos em éareas de cultivo de
Pinus sp. e Eucalyptus e, mais recentemente, de soja (Melém-Janior 2003, Oliveira
2009). Assim, a fragmentacdo e perda de habitat pode ter contribuido para a reducéo do
tamanho efetivo populacional de N. fasciata, acelerando o processo de erosdo genética
desta populacdo. Neste sentido, mais estudos sdo necessarios para identificar os
impactos potenciais das alteragdes antropicas nas savanas do Amapa e auxiliar na
tomada de decisdes para mitigar quaisquer impactos sobre esta populacdo, garantindo a
manutencdo da variabilidade genética remanescente desta populacéo atualmente isolada.

Por fim, a identificacdo de populagdes geneticamente distintas tem sido uma
importante ferramenta na biologia da conservagdo (Avise 1989, Moritz 1994, Moritz &
Faith 1998, Brooks et al. 1992). Nesse sentido, de acordo com Moritz (1994), Unidades
de Manejo podem ser reconhecidas como populagdes com divergéncia significativa nas
frequéncias alélicas em loci nucleares ou mitocondriais, independentemente da distin¢ao
filogenética destes alelos. Assim, sugerimos que a populacédo de N. fasciata situada nas
savanas do Amapé deve ser considerada uma Unidade de Manejo distinta na orientacéo

dos esforcos de conservacao desta espécie.

Isolamento por distancia ndo explica a estrutura genética do tié-do-cerrado
A hipotese de isolamento por distancia foi rejeitada para esta espécie, indicando que
restrigdes no fluxo génico entre as localidades amostradas nédo estéa relacionada com a

distancia geografica. O padrdo encontrado neste trabalho é similar ao reportado para a
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espécie de sapo Physalaemus cuvieri na porcdo central do Cerrado, no qual a
diferenciacdo populacional tem pouca correspondéncia espacial (Telles et al. 2007). Por
outro lado, o estudo realizado com uma espécie de lagarto endémico do Cerrado,
Micrablepharus atticolus, reportou resultados significativos para a hipoOtese de
isolamento por distancia (Santos et al. 2014).

O tié-do-cerrado é uma espécie residente, territorial e com baixa capacidade de
dispersdo (Duca & Marini 2014), o que torna a rejeicdo da hipétese de IBD um
resultado inesperado. Contudo, esta espécie tem forte associacdo com determinadas
fitofisionomias abertas do Cerrado, como campo sujo e cerrado stricto sensu, nas quais
ela forrageia e nidifica (Sick 1984, Alves 1991). Considerando que paisagens
heterogéneas podem afetar o potencial de dispersdo de uma espécie e levar a desvios da
hipotese de isolamento por distdncia (Coulon et al. 2004), a heterogeneidade da
paisagem do Cerrado pode ter grande impacto na estrutura genética desta espécie.
Adicionalmente, observacdes de que localidades geograficamente prdximas, como
EEAE e AGCV apresentam maior diferenciacdo genética (Fst) do que localidades mais
distantes como PNSC e URUC parecem reforcar esta hipotese. Assim, estudos
utilizando uma escala geografica mais refinada, como o realizado por Broquet e
colaboradores (2006) parecem ser uma alternativa para elucidar a importancia do
isolamento por distancia para esta espécie. Contudo, cabe ressaltar que o IBD sé é
esperado se as populacdes tiverem atingido o equilibrio entre fluxo génico e deriva
genética, sendo que alguns estudos sugerem que pode demorar um tempo relativamente
longo para o equilibrio ser estabelecido em algumas espécies (e.g. Castric & Bernatchez
2003).

As provincias fitogeograficas e a fragmentacdo do habitat parecem néo influenciar a
estrutura genética de Neothraupis fasciata

De acordo com a hipdtese de heterogeneidade do habitat representada pelas provincias
fitogeogréaficas delimitadas para o Cerrado (Ratter et al. 2003), seria esperado um maior
fluxo génico entre as localidades amostradas dentro da mesma provincia. Como
resultado, também seria esperada uma maior similaridade genética entre localidades da
mesma provincia do que entre localidades amostradas em provincias diferentes.
Contudo, todas as andlises de estrutura genética utilizadas (agrupamento hierarquico,
STRUCUTURE, BAPS e AMOVA) indicaram que a estrutura genética de N. fasciata €

discordante com a maioria das provincias descritas (Fig. 2.5). As provincias constituem
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uma importante iniciativa para avaliar a distribui¢éo dos padrdes da flora do Cerrado, e
estdo relacionadas, por exemplo, com a distribuicdo da estrutura genética da espécie de
planta Dalbergia miscolobium (Novaes et al. 2013). Contudo, é importante ressaltar que
a heterogeneidade floristica € uma caracteristica marcante do Cerrado, cuja vegetacao
natural pode formar mosaicos ndo homogéneos ao longo do bioma (Ratter et al. 2003,
Silva et al. 2006) e até mesmo dentro das provincias fitogeograficas. Desta forma, em
uma escala mais detalhada a distribuicdo das unidades ecoldgicas do Cerrado (baseadas
na fisionomia e fenologia da vegetacdo, topografia e drenagem dos solos) apresenta um
padrdo disjunto (Silva et al. 2006) e pode constituir uma hipotese alternativa para
algumas das barreiras genéticas encontradas para N. fasciata. Também é importante
ressaltar que a selecdo natural em ambientes heterogéneos é um dos mecanismos
direcionadores da variacdo genética em populagfes naturais (revisado por Byers 2005).
Contudo, nossos resultados tem como base um conjunto de marcadores neutros, que néo
estdo sob influéncia direta da selecdo. Assim, a possibilidade de que a heterogeneidade
da estrutura floristica do Cerrado tenha afetado a diversidade adaptativa de N. fasciata e
outras espécies que habitam este bioma ainda necessita ser melhor investigada.

De forma similar, ndo foi encontrado suporte para a hipdtese de menor
diversidade genética nas localidades situadas na area mais fragmentada do Cerrado,
representadas principalmente pela porcao sul do bioma (Klink & Machado 2005, Klink
& Moreira 2002, Sano et al. 2010). Assim, tanto localidades amostradas em areas mais
preservadas quanto aquelas imersas em uma matriz mais fragmentada apresentaram
valores de diversidade genética similares. Adicionalmente, as localidades amostradas
também parecem estar em equilibrio quanto a mutacéo e deriva uma vez que nao foi
encontrado sinal de reducgéo populacional recente, apesar da taxa alarmante de perda de
habitat que N. fasciata esta submetida devido ao desmatamento do Cerrado. A resposta
genética de uma populacdo a reducdo e isolamento em decorréncia da fragmentacédo
pode estar associada diretamente com a escala temporal em que a reducéo do habitat e o
aumento do isolamento dos fragmentos remanescentes ocorreram (revisado por
Keyghobadi 2007). Desta forma, como possivel explicacdo para o cenario observado
podemos citar uma defasagem (time-lag) entre o tempo no qual ocorreu o processo de
desmatamento e a resposta genética das populagoes.

Neste contexto, as alteragdes antropicas no Cerrado tiveram inicio na porcao sul
do bioma durante o século XVIII e aceleraram com a expansdo das fronteiras agricolas e

pecuaristas em 1950, seguindo o rapido processo de desenvolvimento em dire¢do ao
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norte (Klink & Machado 2005, Sano et al. 2010). De acordo com o histdrico
relativamente recente de ocupacdo do Cerrado e assumindo um intervalo de geracéo de
dois anos para N. fasciata, seriam esperadas aproximadamente 30 geracGes desde a
intensificacdo do processo de fragmentacdo do bioma, sendo este nimero de gera¢des
relativamente curto desde o inicio a intensificacdo da fragmentacdo do Cerrado poderia
ser insuficiente para observar perdas significativas na diversidade genética desta
espécie. Ainda neste sentido, o fato de MACA apresentar apenas uma pequena reducdo
da variabilidade genética em comparacdo as demais localidades amostradas, embora
possivelmente represente uma populacdo pequena e isolada das demais por pelo menos
centenas de anos (Silva 1995, Silva & Bates 2002) também reforca a hipdtese de
defasagem na resposta a fragmentacdo do habitat.

Como segundo cenario alternativo podemos sugerir que o fluxo génico entre as
localidades amostradas ndo seria afetado pela fragmentacdo do habitat, evitando a perda
de diversidade pela deriva e endogamia. Contudo, N. fasciata é descrita como uma
espéecie moderadamente sensivel aos impactos antropicos do Cerrado (Parker 111 et al.
1996), possivelmente em resposta a dependéncia desta espécie ao estrato arbustivo
(Alves 1990, Tubelis & Cavalcanti 2000). Desta forma, este cenario parece 0 menos
provavel uma vez que a abundancia do tié-do-cerrado decresce com a perda da
complexidade do habitat, sendo que esta espécie ndo habita areas altamente impactadas,
como plantacdes e pastagens (Tubelis & Cavalcanti 2000).

Contrastando com nossos resultados, Telles e colaboradores (2007) encontraram
que a descontinuidade genética apresentada na espécie de sapo Physalaemus cuvieri na
parte central do Cerrado parece estar relacionada com os padrbes de fragmentacdo do
habitat de origem antropica. Para algumas espécies de plantas também tem sido
reportado impactos negativos da fragmentacdo do habitat na variabilidade genética
observada (Diniz-Filho 2009, Telles et al. 2014). Assim, embora nossos resultados néo
apontem um efeito direto da fragmentacdo do habitat na diversidade genética atual de N.
fasciata este resultado deve ser visto com cautela. Destacamos que estudos de médio e
longo prazo s@o necessarios para compreender os efeitos da fragmentacéo do Cerrado na
diversidade genética desta e outras espécie de aves do Cerrado.

Populaces centrais ndo abrigam maior diversidade genética
A hip6tese de maior diversidade genética no centro da distribuicdo da espécie foi

rejeitada em todos os testes empregados. Adicionalmente, o agrupamento genético entre
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algumas populages centrais e periféricas também reforca a rejeicdo desta hipotese. Para
a espécie de lagarto endémica do Cerrado, Micrablepharus atticolus, um padréo
diferente foi encontrado, sendo reportada baixa diversidade haplotipica e nucleotidica e
sinais de expansdo demograficas nas populacdes periféricas, corroborando a hipétese de
centro-periferia (Santos et al. 2014). A andlise da diversidade genética da espécie de
arvore endémica do Cerrado Caryocar brasiliensis também mostrou suporte para a
hipdtese de centro-periferia (Diniz-Filho et al. 2009). Embora a hipétese de centro-
periferia ja tenha sido corroborada em outras espécies endémicas do Cerrado,
populacdes periféricas de Neothraupis fasciata ndo apresentam uma menor diversidade
genética do que populacdes centrais.

Em termos ecoldgicos/ambientais nossos resultados indicam que tanto
populacBes periféricas quanto centrais podem abrigar tamanho efetivo populacionais
similares, estando, desta forma, igualmente susceptiveis aos efeitos deriva, endogamia e
migracdo. Uma possivel explicacdo é que a adequabilidade do habitat para N. fasciata
ndo decresce linearmente em funcdo da distancia do centro da distribuicdo da espécie.
Assim, ao invés de apresentar um decréscimo linear no tamanho efetivo populacional
em direcdo a periferia da distribuicdo a espécie pode apresentar multiplos picos de
abundancia na sua area de distribuicdo em resposta as mudancas nas condi¢des

ambientais (revisado por Sagarin e Gaines 2002, Sagarin et al. 2006).

CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que N. fasciata apresenta uma estrutura populacional
moderada, caracterizada por pelo menos trés grupos genéticos distintos. Dentre o0s
grupos genéticos observados, a populacdo amostrada nas savanas do Amapa constitui
um grupo isolado, apresentando niveis moderados de diferenciacdo genética em relagéo
as demais localidades. Desta forma, sugerimos que esta populacdo seja considerada
como uma Unidade de Manejo e que mais esforgos de conservacdo sejam direcionados
para esta area. Os outros dois grupos genéticos identificados estdo localizados no
Cerrado, sendo que o padrdo observado ndo parece ter sido influenciado pela distancia
geografica, pela heterogeneidade do habitat (com base nas provincias fitogeograficas do
Cerrado) ou mesmo com a hipotese cento-periferia. De forma similar, a fragmentacéo
do habitat também ndo apresentou uma relagdo significativa com o padrdo atual de

diversidade genética observado neste estudo. Contudo, nossos resultados devem ser
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vistos com cautela, uma vez que o processo de intensificacdo do desmatamento do
Cerrado é relativamente recentemente (menos de 60 anos) e que 0s impactos na
diversidade genética da espécie podem demorar para serem percebidos (efeito time-lag).
Assim, nossos resultados reforcam a ideia de que a historia biogeogréfica do Cerrado é
complexa (Silva 1997, Werneck 2011, Prado et al. 2012) e que estudos que abordem
outros aspectos histdricos e geograficos (e.g. areas estaveis, histéria demografica, dentre
outros) sdo necessarios para a compreensdo da origem e diferenciacdo intra-especifica

desta espécie, bem como da avifauna do Cerrado.
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CAPITULO Il

INFLUENCIA DOS EVENTOS CLIMATICOS DO QUATERNARIO NA
FILOGEOGRAFIA DE UMA AVE ENDEMICA DO CERRADO

(NEOTHRAUPIS FASCIATA, AVES: THRAUPIDAE)

O pér do sol no Cerrado.

Foto: Cassia Alves Lima
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RESUMO

A diversidade genética avaliada em um nivel intra-especifico produz informactes
importantes sobre os padrOes espaciais e temporais da estrutura da populagéo,
auxiliando na compreensdo dos processos ecoldgicos e evolutivos envolvidos. Desta
forma, o objetivo principal deste trabalho foi realizar o estudo filogeografico de
Neothraupis fasciata, uma ave endémica do Cerrado, e testar diferentes hipdteses que
podem estar relacionadas com a diferenciagdo intra-especifica desta espécie. Para tal,
individuos amostrados em distintas localidades de sua distribuicdo no Cerrado e nas
savanas do Amapa foram sequenciados utilizando um conjunto de dados mitocondrial e
nuclear. Com base neste conjunto de dados foi avaliada a diversidade genética das
localidades amostradas e a estrutura genética populacional, a correlagdo entre os indices
de diversidade genética e os gradientes geogréficos, a hipotese de isolamento por
distancia, a correlacdo entre a estabilidade climatica durante o Quaternario e os indices
de diversidade, além de testes demograficos. Os resultados sobre diversidade genética e
distribuicdo dos haplétipos basais apontam a porcao sul da distribuicdo como provavel
area de origem da espécie. A estrutura genética encontrada indica uma estruturacdo
histérica na possivel area de origem da espécie, possivelmente em decorréncia da perda
de adequabilidade climatica historica entre as populacdes identificadas. Os testes
demogréaficos indicam um processo recente de expansdo demografica, que teria
contribuido tanto para o reestabelecendo o fluxo génico entre as localidades ao sul da
distribuicdo atual quanto para a colonizacao/recolonizagdo da porcao norte do Cerrado.
Com base nos resultados obtidos foram encontradas evidéncias para a conexdo entre a
populacdo disjunta e as demais localidades via corredor Central da Amazonia.
Adicionalmente, ndo encontramos suporte para as hipoteses de isolamento por distancia
e de maior diversidade genética nas areas estaveis. Por fim, discutimos como nossos
resultados podem auxiliar na conservacdo da espécie, com foco principal na populacao

disjunta nas savanas do Amapa.

54



INTRODUCAO

O Cerrado € a maior formacao savanica da América do Sul e o segundo maior bioma
brasileiro, com aproximadamente dois milhdes de quildbmetros quadrados (Eiten 1972,
Silva 1995, Machado et al. 2004). Com cobertura vegetal variada, possui desde
fitofisionomias campestres até florestais, sendo a vegetacdo tipica deste bioma, o
cerrado stricto sensu, associada aos solos bem drenados (e.g. Eiten 1972, Ratter et al.
1997). O Cerrado caracteriza-se por abrigar elevada diversidade biologica, alto
endemismo para alguns grupos de animais e plantas e por ser um dos biomas mais
devastados do Brasil, sendo entdo classificado um dos hotspots mundiais de
biodiversidade (Myers 2000, Mittermeier et al. 2011, Marchese 2015).

A elevada biodiversidade desta savana tem sido relacionada principalmente aos
eventos geoldgicos e climéaticos do Terciario e as flutuagBes climéaticas do Quaternério
(e.g. Silva 1995, Colli 2005, Werneck et al. 2012a, Turchetto-Zollet et al. 2013). Mais
especificamente, os principais eventos de diversificacdo da herpetofauna do Cerrado
estdo ligados ao Terciario (Giugliano et al. 2007, Werneck et al. 2009, Maciel et al.
2010, Werneck et al. 2012b) enquanto a diversificacdo/estruturacdo de espécies de
plantas (Ramos et al. 2007) e invertebrados (Moraes et al. 2009) do Cerrado deve ter
sido influenciada principalmente pelos eventos climaticos do Quaternario.

Dentre os principais eventos do Terciario podemos citar a diferenciacdo
climética latitudinal e formac&o de provincias floristicas, 0 soerguimento da cordilheira
dos Andes, a grande transgressdao marinha do Mioceno e o0 soerguimento do Planalto
Central Brasileiro (revisado por Colli 2005). Pinheiro e Monteiro (2010) também
ressaltam que os eventos climaticos durante o Terciario tardio foram relevantes na
determinacdo das caracteristicas morfologicas, fisiondmicas e floristicas do Cerrado.
Assim, os eventos geomorfologicos e climaticos do Terciario resultaram na criacao e/ou
alteracdo de conexdes e barreiras para o fluxo génico que possivelmente influenciaram
na evolucdo bidtica.

Em relacdo ao Quaternario podemos destacar as flutuagdes climaticas, sendo que
durante os periodos mais secos e frios a distribui¢cdo do Cerrado deve ter expandido em
direcdo as formacdes florestais, enquanto nos periodos quentes e Umidos houve uma
retracdo na area do Cerrado (e.g. Bigarella et al. 1975, Gottsberger & Morawetz 1986,
Van der Hammen & Absy 1994, Silva 1995, Behling & Lichte 1997, Ledru 2002,
Behling 2002). Estes eventos ciclicos de expansdo e retracdo das formacdes abertas e
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florestais no Quaternario sdo considerados importantes na diversificagdo da fauna do
Cerrado (e.g. Silva 1995, Silva & Bates 2002, Werneck 2011). As variacdes climaticas
do Quaternario também influenciaram a conexao entre as savanas da América do Sul,
sendo proposto que a conex&@o entre as savanas ao norte e sul da Amazonia tenha se
dado em periodos secos pelo corredor Andino, corredor Central Amazonico e/ou
corredor Costeiro Atlantico (revisado por Silva 1995).

A diversidade genética avaliada em um nivel intra-especifico produz
informacdes importantes sobre os padrOes espaciais e temporais da estrutura da
populacdo, auxiliando na compreensdo dos processos ecoldgicos e evolutivos
responsaveis por esses padrdes (Avise 2000). Dentre os fatores que podem influenciar a
distribuicdo geografica da variabilidade genética de uma espécie podemos destacar o
fluxo génico, expansao da area de distribui¢do e contatos secundarios. Para espécies em
que o equilibrio entre fluxo génico e deriva genética é atingido, o padréo de isolamento
por distancia é esperado quando os individuos apresentam capacidade de dispersdo
limitada (Wright 1943, Jenkins et al. 2010). Neste sentido, hipotese de isolamento por
distdncia pode ser caracterizada como um padrdo de variacdo na distancia genética em
funcdo da distancia geografica (Wright 1943, Jenkins et al. 2010). A expansdo da area
de distribuicdo de uma espécie pode resultar em uma distribuicdo clinal da diversidade
genética em decorréncia de sucessivos eventos fundador ao longo da rota de
colonizacdo (ou recolonizacao), resultando na reducdo da variabilidade no sentido da
expansdo (Merila et al. 1997, Gillespie & Roderick 2014). Por fim, com o
reestabelecimento do fluxo génico entre populacfes parcial ou completamente isoladas
(contato secundario) é esperada uma assinatura genética indicando um aumento da
diversidade genética no sentido em que a expansao se deu em maior intensidade. Essa
hipotese é levantada considerando que populagBes que recebem migrantes tenham um
aumento na diversidade genética, em funcéo dos alelos novos que podem ser inseridos
pelos migrantes (Gillespie & Roderick 2014).

Na area da filogeografia, a modelagem de nicho tem sido aplicada como forma
de explorar a influéncia das variagdes climéticas na distribuicdo histérica da espécie e
como essa variacao pode ter refletido na distribuicdo da variabilidade genética (Carstens
& Richards 2007, Knowles et al. 2007). Assim, esta ferramenta tem ganhado destaque
na proposicdo de hipdteses filogeograficas. O principio da modelagem do nicho
ecoldgico de uma espécie leva em consideracdo a sua distribui¢cdo conhecida, refletindo
suas preferéncias ecologicas (Peterson 2001). Desta forma, sdo identificadas as
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diferentes caracteristicas ambientais relacionadas a sobrevivéncia de uma espécie e seus
possiveis efeitos sobre a distribuicdo geografica em diferentes cenérios climaticos.

Ao longo de uma escala temporal sdo esperadas quebras da adequabilidade
climatica em partes da distribuicdo da espécie, levando a formacdo de manchas de
habitat favoravel, denominados refugios. Assim, é possivel que em determinadas partes
da distribuicdo potencial de uma espécie a adequabilidade ocorra durante todos os
periodos avaliados formando areas estaveis, enquanto em outras partes da distribuicdo a
adequabilidade estaria restrita & algumas séries temporais. De forma geral, é esperado
que em éareas estaveis sejam encontradas populacdes com alta diversidade genética,
além de forte estrutra filogeogréafica entre as areas de refagios (Hewitt 2004, Carnaval et
al. 2009). Em contrapartida, populac@es de areas nao estaveis apresentariam menor
diversidade genética em decorréncia de eventos de extingdo e recolonizacdo (Hewitt
2004, Carnaval et al. 2009).

Apesar da alta biodiversidade, poucos aspectos sobre a avifauna do Cerrado tém
sido estudados, destacando-se os estudos sobre a biologia reprodutiva das espécies (e.g.
Alves & Cavalcanti 1990, Medeiros & Marini 2007, Marini et al. 2009, 2012) e a
estrutura e composicdo das comunidades nas diferentes fitofisionomias ou em areas
remanescentes (e.g.Tubelis & Cavalcanti 2000, Marini 2001, Motta-Junior et al. 2008,
Manica et al. 2010). Nesta perspectiva, existe uma lacuna no conhecimento sobre os
processos e padrdes que influenciaram a distribuicdo espacial e temporal da diversidade
genética da avifauna associada ao Cerrado (revisado por Turchetto-Zollet et al. 2013).

O tié-do-cerrado, Neothraupis fasciata (Lichtenstein, 1823), € uma espécie de
ave da ordem Passeriformes e familia Thraupidae, considerada endémica do Cerrado
(Pichorim et al. 2014). Unico representante do género, N. fasciata ocupa as regides sul
do Maranh&o e Piaui, sul de Minas Gerais, norte de Sdo Paulo e oeste do Mato Grosso,
além do leste da Bolivia e nordeste do Paraguai (Ridgely & Tudor 1989). E ainda, existe
registro de populagdes disjuntas desta espécie nas savanas Amazonicas do escudo da
Guiana (Silva 1995, Mittermeier et al. 2010). De forma geral, esta espécie habita as
fitofisionomias abertas do Cerrado (Ridgely & Tudor 1989, Alves 1991, Sick 2001), é
residente e territorialista (Alves 1990, Alves & Cavalcanti 1990) e apresenta baixo
potencial de dispersdo (Duca & Marini 2014). Desde 2004, o tié-do-cerrado é
considerado quase ameacado pela IUCN (near threatened; IUCN 2013), uma vez que é
geralmente escasso na sua area de distribuicdo e considera-se que apresenta declinio
moderadamente rapido em resposta a perda e degradacdo de habitat. Do ponto de vista
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genético, o Capitulo Il indica uma estrutura genética moderada para Neothraupis
fasciata, que ndo foi explicada pelos fatores avaliados, como a heterogeneidade de
habitat, o isolamento por distancia, a distribuicdo central ou periférica das populacdes,
ou até mesmo o processo recente de fragmentacdo do Cerrado, sugerindo um processo
historico de estruturacdo genética da espécie.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo realizar o estudo
filogeografico de N. fasciata ao longo do Cerrado e das Savanas do Amapa com o
intuito de testar hipdteses relacionadas a diversificagdo da biodiversidade nas formagGes
savanicas neotropicais. De forma mais especifica, com base em um conjunto de dados
mitocondrial e nuclear e na modelagem de nicho ecologico para a espécie, avaliamos:
(1) a hipédtese de isolamento por distancia, sendo esperado um aumento na diferenciacédo
genética entre as populagdes em funcdo do aumento da distancia geografica entre estas;
2) a influéncia das flutuagdes climéaticas do Quaternério na distribuicdo das areas
adequadas para a espécie e seus efeitos na sua historia demogréfica, sendo esperado; (a)
aumento no tamanho efetivo populacional em decorréncia da expansdo das areas
adequadas, e (b) reducdo na diversidade genética no sentido da expansdo e/ou aumento
na diversidade genética em decorréncia do reestabelecimento do fluxo génico entre
populacdes historicamente isoladas; (3) a hipotese de estabilidade climéatica como um
preditor da diversidade genética das populacGes, sendo esperada maior diversidade
genética nas areas estaveis do que nas ndo-estaveis; e (4) a possivel rota de conexdo
entre o Cerrado e as savanas Amazonicas, sendo esperada uma menor diferenciagéo
genética e maior compartilhamento de haplotipos entre a populacdo isolada na savana

Amazonica e a populacdo no Cerrado mais proxima de onde o corredor se estabeleceu.

MATERIAL E METODOS

Amostragem molecular

Amostras de tecido ou sangue de 137 individuos de N. fasciata foram obtidas em
colecBes ornitolégicas e em expedicbes ao campo, totalizando 11 localidades
amostradas (Fig. 3.1). Amostras de tecido conservadas em etanol absoluto provenientes
de Urucui (URUC) e Brasilandia de Minas (BRMI) foram obtidas junto ao Museu
Paraense Emilio Goeldi. Em relacdo as expedicdes de campo, foram amostradas nove
localidades, sendo estas: Area de Protecio Ambiental das Bacias do Gama e Cabega de
Veado (AGCV), Estacdo Ecolégica de Aguas Emendadas (EEAE), Fazenda
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Experimental da Embrapa Macapa (MACA), Nova Xavantina (NXAV), Parque
Nacional Chapada dos Guimardes (PNCG), Parque Nacional Serra da Canastra (PNSC),
Parque Nacional das Emas (PNEM), Parque Nacional Grande Sertdo Veredas (PGSV) e
Ponte Alta do Tocantins (PATO).

Os pontos de amostragem dentro de cada localidade foram selecionados de
acordo com a preferéncia da espécie por fitofisionomias abertas, como campo sujo e 0
cerrado stricto sensu (Sick 2001). A captura dos individuos em campo foi realizada com
rede de neblina e uso de playback, sendo que de cada individuo foi coletada uma
amostra de sangue (50-100uL) da veia braquial com uso de um tubo capilar sem
heparina, posteriormente armazenado em microtubos contendo etanol absoluto. Todos
os individuos amostrados em campo foram marcados com anilhas metélicas cedidas
pelo CEMAVE e soltos apos a coleta das amostras.

A autorizagéo para a execucdo das atividades foi emitida pelo ICMBIo (SISBIO
n° 27682-1) e os métodos de obtencdo das amostras foram avaliados e autorizados pela
Comissdo de Etica no Uso Animal da Universidade de Brasilia (UnBDoc n°
75111/2013).

Modelagem da distribuicédo potencial

Os cenarios de distribuicdo potencial de N. fasciata foram gerados usando o algoritmo
de maxima entropia implementado no programa MAXENT (Phillips et al. 2006). O
algoritmo escolhido prevé a distribuicdo da espécie usando conjuntamente dados
ambientais e climaticos com os dados de ocorréncia (presenca) da espécie. Dados de
ocorréncia georreferenciados de N. fasciata foram obtidos por meio de registros de
colecBes ornitolégicas, de trabalhos de campo do Laboratério de Genética e
Biodiversidade da Universidade de Brasilia, e de artigos cientificos e no Global
Biodiversity Information Facility (GBIF, disponivel em http://www.gbif.org/). Para
estimar a adequabilidade do habitat utilizamos os dados de altitude e bioclimaticos
disponibilizados pelo WorldClim (disponivel em http://www.worldclim.org/), sendo
que os dados bioclimaticos incluem 19 variaveis que representam padrbes anuais,
sazonais e fatores ambientais extremos ou limitantes relacionados a precipitacdo e
temperatura (BIO1 — BIO19, Anexo 3.1).
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Figura 3.1. Pontos de amostragem de Neothraupis fasciata no Cerrado e savanas
Amazoénicas. Em destaque a delimitagdo da distribuicdo da espécie segundo a IUCN
(linha tracejada) e a abrangéncia do Cerrado segundo o Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (2004) (area em cinza). As siglas correspondem as seguintes localidades:
Area de Protecdo Ambiental das Bacias do Gama e Cabeca de Veado (AGCV),
Brasilandia de Minas (BRMI), Estacdo Ecoldgica de Aguas Emendadas (EEAE),
Fazenda Experimental da Embrapa Macapa (MACA), Nova Xavantina (NXAV),
Parque Nacional Chapada dos Guimardes (PNCG), Parque Nacional Serra da Canastra
(PNSC), Parque Nacional das Emas (PNEM), Parque Nacional Grande Sertdo Veredas
(PGSV), Ponte Alta do Tocantins (PATO) e Urucui (URUC).

A simulacdo da distribuicdo atual da espécie foi realizada para trés modelos
iniciais, sendo estes: (M1) modelo contendo todas as variaveis bioclimaticas e altitude,
(M2) modelo contendo as varidveis ndo colineares usando um valor de corte menos
restritivo e (M3) modelo contendo as variaveis ndo colineares usando um valor de corte
mais restritivo. Os valores das variaveis BIO1 — BIO19 e altitude foram extraidos para
todos os pontos de ocorréncia obtidos e para identificar as variaveis colineares que
deveriam ser excluidas de cada modelo foi usada a funcéo vif (Variance inflation factor)

do pacote USDM, sendo a fungdo menos restritiva vifcor (th=0,9) e a mais restritiva
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vifstep (th=10), como proposto por Dormann e colaboradores (2012). Para avaliar qual
0 melhor modelo para o periodo atual utilizamos o valor de AUC, que avalia a
habilidade do modelo em discriminar entre os locais em que a espécie esta presente
contra aqueles na qual estd ausente (Elith et al. 2006). O uso do AUC tem sido
extensivamente empregado em trabalhos sobre a modelagem da distribuicdo de espécies
e seus valores variam entre 0 e 1, sendo valores inferiores a 0,5 indicativos de uma
performance pior do que o acaso, valores iguais a 0,5 considerados como ndo diferentes
do acaso e valores proximos a 1 indicando uma excelente performance do modelo (Elith
et al. 2006).

Tendo como base o modelo selecionado para o presente, foram construidos os
cenarios de distribuicdo potencial de N. fasciata para o Holoceno médio (6 mil anos
atras - ka), o Ultimo Maximo Glacial (LGM 21 ka) e o Ultimo Interglacial (LIG ~120 —
140 ka). Para os trés periodos foi utilizado o modelo de circulagdo geral estimados pela
Community Climate System Model (CCSM), além do modelo de circulagcdo geral
estimado pela Model for Interdisciplinary Research on Climate-Earth System Model
(MIROC-ESM) para o Holoceno e LGM. Para utilizar mesma resolu¢do em todos os
periodos avaliados foi utilizada uma base de dados com resolucdo espacial de 2,5 arc-
minutos, aproximadamente 5 km. Desta forma, os dados peridos LIG foram
transformados da resolugdo 30 arc-segundos para 2,5 arc-minutos utilizando a meédia
dos valores de cada variavel com a ferramenta aggregate do programa ARCMAP 10.1
(Esri).

Para avaliar a presenga/auséncia das areas adequadas foi aplicada a regra de
limiar baseada no equal training sensitivity and especificity para todos os modelos. Para
as simulagdes dos periodos com duas bases de dados (Holoceno e LGM) o cenério final
para o respectivo periodo foi construido considerando a area consenso entre os modelos
de presenca/auséncia obtidos para cada base de dados. Em seguida, a delimitacdo das
areas estaveis foi realizada por meio da sobreposicdo de todos os cenarios de
presenca/auséncia obtidos. Assim, &reas de adequabilidade climatica concordantes ao
longo de todos os cenarios foram definidas como estaveis durante o Quaternario. Todos

0s mapas foram gerados utilizando o programa ARCMAP .

Extracédo, amplificacéo e sequenciamento
O DNA total das amostras de sangue foi extraido utilizando o procedimento padréo de
digestdo com proteinase K seguida de purificagdo com fenol, cloroférmio e alcool
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isoamilico (25:24:1) e precipitagdo em etanol absoluto, de acordo com o proposto por
Bruford e colaboradores (1992). Para as amostras provenientes de museus a extracéo de
DNA foi realizada utilizando o kit comercial PureLink™ Genomic DNA Kit
(Invitrogen) e seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante.

Os dados moleculares foram obtidos a partir da amplificacdo de um fragmento
de DNA mitocondrial, o gene NADH desidrogenase subunidade 2 (ND2), e outro
nuclear, o intron 5 do gene B-fibrinogénio (FIB-5). A amplificacdo dos fragmentos via
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizando os iniciadores LMET (J.
Groth apud Ribas et al. 2005) e H6313 (Sorenson et al. 1999) para 0 ND2 e os
iniciadores FIB5 e FIB6 (Marini & Hackett 2002) para o FIB-5. Cada reacdo de PCR
foi realizada utilizando 30ng DNA, 2,5mM de dNTP, 30mM Cloreto de Magnesio,
1mM de cada iniciador, 1X de tamp&do e meia unidade de Taq polimerase, em um
volume final de reagdo de 10pL. Os ciclos de PCR consistiram em desnaturacdo inicial
de 300 segundos a 95°C; 35 ciclos de 60 segundos a 95°C, 45 segundos a 52°C, 60
segundos a 72°C; e extensao final de 600 segundos a 72°C. O sucesso da amplificacéo e
a qualidade dos produtos obtidos foi avaliada por meio de uma eletroforese em gel de
agarose 1,2% e a visualizacdo sob transiluminador de luz ultravioleta. O produto
amplificado foi purificado usando 0,1 unidade de exonuclease e 1 unidade de SAP e
posteriormente sequenciado utilizando BigDye V3.1 (Applied Biosystems) com
eletroforese no sequenciador automatizado ABI 3130 (Applied Biosystems) na
Universidade Catolica de Brasilia.

Para cada individuo a sequéncia consenso dos fragmentos sequenciados foi
obtida utilizando o programa GENEIOUS PRO (Geneious Co., Wellington, New Zealand),
sendo os sitios heterozigotos do fragmento nuclear denominados segundo o cédigo da
IUPAC. Além de altamente varidveis, sequéncias intrbnicas também podem apresentar
variacdo no comprimento total do fragmento em decorréncia de eventos de insergéo e
delecdo (indel) (Lewin 1997). Para a reconstrucdo das sequéncias dos individuos
heterozigotos para o indel utilizamos a metodologia descrita no Anexo 3.2. O
alinhamento das sequéncias consenso foi obtido implementando o algoritmo Muscle
implementado no programa GENEIOUS PRO. Posteriormente, a fase gamética d o0s
gendtipos nucleares foi resolvida utilizando o DnaSPhase implementado pelo programa
DNAsP 5.10 (Librado & Rozas 2009).
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Conjunto de dados moleculares

Durante o processo de obtencdo das sequéncias do fragmento mitocondrial foram
encontradas algumas dificuldades na plataforma de sequenciamento utilizada,
resultando na ndo obtencdo deste fragmento para 43 individuos amostrados. Por outro
lado, todos os individuos amostrados foram sequenciados para o fragmento nuclear.
Para obter o maximo de informacédo sobre a variacdo geneética existente foram geradas
matrizes de dados contendo todos os individuos sequenciados por marcador (matrizes
completas). Para fins de comparacdo, também foi gerada uma terceira matriz contendo
os individuos que foram sequenciados para os dois marcadores, sendo necessario
reduzir a matriz do FIB-5 (Anexo 3.3). Por fim, BRMI e NXAV foram excluidas das
analises e comparacdes no nivel de localidade devido ao baixo tamanho amostral (N <
2).

Caracterizacdo da diversidade genética

Iindices de diversidade. — Os indices de diversidade genética foram calculados por
localidade amostrada, e no conjunto destas, com base no nimero de sitios variaveis (S),
namero de haplotipos (h), nimero de haplétipos Unicos (Uh) e diversidades haplotipica
(Hd) e nucleotidica (), calculados no programa DNASP.

Rede de haplotipos. — Para representar a variacdo interespecifica as redes de haplotipos
sdo, na maioria das vezes, mais informativas do que arvores filogenéticas, uma vez que
haplotipos ancestrais podem estar presentes e as reticulacdes da rede de haplotipos tem
uma performance melhor considerando a incerteza na relacdo ancestral-descendente
(Mardulyn 2012). Desta forma, a relacdo entre os haplotipos da matriz de dados
completa do fragmento mitocondrial e matrizes completa e reduzida do fragmento
nuclear foi avaliada utilizando o algoritmo median-joining (Bandelt et al. 1999) no
programa POPART 1.7 (Leigh & Bryant 2015). A frequéncia de cada hapl6tipo também

foi avaliada espacialmente usando o mesmo programa.

Estrutura genética

A diferenciacdo genética entre os pares de populacdes (®st) foi calculada utilizando o
programa ARLEQUIN 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer 2010). A estrutura genética de N.
fasciata foi determinada utilizando a Andlise Espacial de Variancia Molecular no
programa SAMOVA 2.0 (Dupanloup et al. 2002). Esta abordagem define os grupos de
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populacdes (K) de forma a minimizar a diferenciagdo dentro do grupo e maximizar a
diferenca entre grupos (Dupanloup et al. 2002). A SAMOVA avalia os indices
hierarquicos de fixagdo entre populagdes (Pst), entre populagbes dentro do grupo (Psc)
e entre grupos (®ct), obtidos via analise de variancia molecular (AMOVA) com valor
de significancia avaliado empregando 1.000 permutacgdes. Para cada conjunto de dados
foram conduzidas analises com o valor inicial de K igual a 2 até o valor maximo de 8
grupos, usando o valor de condig¢es iniciais igual a 100. Considerando os modelos de
evolucdo disponiveis no SAMOVA foi utilizado o Tamura-Nei (93) para 0 ND2 e
Tamura para o FIB-5, sendo estes os mais proximos dos modelos selecionados no
programa JMODELTEST 2.1.3 (Darriba et al. 2012) empregando o critério bayesiano
(BIC). Para identificar o valor maximo de grupos foi avaliado o valor de ®sc, uma vez
que a subdivisao das populacdes em mais grupos ndo é desejavel quando o valor de ®sc
atinge o valor positivo mais préximo a zero, indicando que o méaximo de diferenciagao
entre os grupos foi obtido (Rodriguez-Robles et al. 2010). Desta forma, os valores ®s¢ e
K foram representados graficamente para avaliar o melhor nimero de grupos formados

a partir das localidades amostradas.

Estimativa de tempo do ancestral comum mais recente (TMRCA)

A estimativa do TMRCA foi realizada utilizando o processo de coalescéncia no
programa BEAST 1.6.2 (Drummond & Rambaut 2007). Considerando os modelos
implementados pelo BEAST, foi utilizado o modelo Tamura-Nei (TN93) para conjunto
de dados mitocondrial, Hasegawa-Kishino-Yano com sitios invariaveis (HKY+I) para a
matriz nuclear completa e Tamura-Nei com sitios invariaveis (TN93+I) para a matriz
nuclear reduzida. Andlises coalescentes necessitam de um modelo demogréafico, sendo
os modelos de tamanho constante, crescimento exponencial, crescimento logistico e
crescimento por expansdo 0s mais comuns (Drummond et al. 2005). Contudo, é
necessario escolher previamente entre os modelos disponiveis, sob o risco de nenhum
dos modelos se encaixar adequadamente no conjunto de dados. Desta forma, foi
utilizado o método "bayesian skyline", que € uma alternativa para estimar a dinamica
populacional ao longo do tempo sem a dependéncia de escolher um modelo paramétrico
especifico para a histéria demografica (Drummond et al. 2005). O método do reldgio
molecular estrito foi empregado, uma vez que este é mais apropriado para dados
intraespecificos (Ho & Duchéne 2014). A taxa de substituicdo empregada foi de 0,009
substituicdes por sitio por milh&o de anos para o ND2 (Pacheco et al. 2011), e de 0,0036
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substituicdes por sitio por milhdo de anos para o FIB-5 (Axelsson et al. 2004). Ao todo
foram realizadas 100 milhdes de geracdes para cada conjunto de dados e a convergéncia
das cadeias foi analisada utilizando o valor do effective sample size (ESS) no programa
TRACER 1.4 (Rambaut & Drummond 2003). O valor minimo aceitdvel de ESS foi de
200, como indicado no manual do programa. Apos o descarte das primeiras 20 milhdes
de geracGes a arvore consenso da maioria foi gerada para acessar o suporte dos clados
considerando a probabilidade posterior e também para estimar o tempo do ancestral
comum mais recente da espécie. Para tal, a distribuicdo posterior dos clados foi
sumarizada no programa TREEANNOTATOR 1.8.1 e as arvores visualizadas utilizando o
FIGTREE 1.4.2.

Influéncia dos padrées geograficos na distribuicdo da diversidade genética

Para testar a hipdtese de isolamento por distancia foi empregado o teste de Mantel, que
tem por objetivo avaliar se a distancia genética entre as localidades é correlacionada
com a distancia geogréafica. O teste de Mantel foi realizado separadamente para cada
marcador na plataforma on-line IBD WEB SERVICE 3.23 (IBDWS; Jensen et al. 2005),
utilizando a distancia genética linearizada (®st/1- ®s1) € 0 log da distancia geografica
euclidiana. A distancia euclidiana entre os pares de localidades foi calculada utilizando
a ferramenta on-line disponibilizada pelo Instituto Brasileiro de Pesquisas Espaciais
(http://www.dpi.inpe.br/calcula/). O suporte estatistico do teste foi avaliado por meio de
de 30 mil permutac6es também no programa IBDWS.

A relacgdo entre a diversidade genetica e os gradientes latitudinal e longitudinal
foi avaliada para cada marcador no programa PAST 3.11 (Hammer et al. 2001). Para tal
foram realizadas regressdes dos valores de diversidade (%r e Hd) em funcéo da latitude
e longitude da respectiva localidade (grau decimal) empregando coeficiente de

Spearman no programa PAST.

Influéncia das areas estaveis na diversidade genética

Para avaliar a hipotese de maior diversidade genética nas areas estaveis em comparagdo
as areas néo-estaveis foi utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis no programa
PAST, sendo a variavel explicativa a estabilidade climatica da localidade e as variaveis
resposta diversidade nucleotidica e diversidade haplotipica. Para tal, as localidades
amostradas foram classificadas com base na sua posicdo geografica em relacdo as areas

estaveis. As comparacgdes foram realizadas separadamente para cada matriz de dados.
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Historia demografica
Para avaliar possiveis variagbes no tamanho populacional em cada localidade
amostrada, e no conjunto destas, foram utilizados testes de neutralidade. Desvios da
neutralidade seletiva foram averiguados pelos testes D de Tajima (Tajima 1989) e Fs de
Fu (Fu 1997) no programa DNASP. A estatistica R2 de Ramos-Onsins e Rozas (2002)
também foi calculada para avaliar a hipotese de expansdo populacional. Estes testes sdo
sensiveis a expansdo e contracdo populacional sendo que valores negativos e
significativos de D e Fs ou valores poximos a zero de R2 indicam expansao
populacional recente, enquanto o declinio populacional esta associado a valores
positivos dos testes de neutralidade ou valores altos de R2. O suporte estatistico dos
testes foi obtido através de 10.000 simulacdes de coalescéncia no programa DNASP.

A historia demografica também foi avaliada utilizando o método de coalescéncia
com base no modelo bayesian skyline plot, previamente descrito. Para tal, a
reconstrucdo grafica do tamanho efetivo populacional ao longo do tempo foi realizada

utilizando a variante linear no programa TRACER.

Conexao entre o Cerrado e as savanas Amazonicas

As rotas de dispersdo entre as savanas Amazonicas e o Cerrado durante as mudancas
climaticas do Quaternario possivelmente ocorreram pelos seguintes corredores: (1)
Andino, (2) Central Amazodnico e/ou (3) Costeiro Atlantico (revisado por Silva 1995).
Para avaliar a rota de dispersdo mais provavel, foi avaliada a diferenciagdo genética
(dst) entre MACA, que faz parte de um fragmento de savana Amazonica, e outras trés
localidades distribuidas no Cerrado, sendo estas: corredor Andino - PNCG, ponto
amostral localizado na parte sudoeste da distribuicdo atual; corredor Central da
Amazonia - PATO, localizada proximo a area centro-norte de distribui¢do; e corredor
Costeiro Atlantico - URUC, localidade proxima ao extremo norte da distribuicéo.
Também foi avaliado o padrdo de compartilhamento de haplotipos entre MACA e as

demais localidades.

RESULTADOS

Modelagem da distribuicdo potencial
Considerando as diferentes bases de dados avaliadas foi compilado um total de 162
pontos de ocorréncia de N. fasciata (Anexo 3.4). A distribuicdo dos pontos de
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ocorréncia abrange quatro paises sul-americanos, sendo estes Brasil, Paraguai, Suriname
e Bolivia. Contudo, a maior parte dos registros de ocorréncia desta espéecie se concentra
no Cerrado brasileiro (Fig. 3.2).

O teste de colinearidade considerando o critério menos restritivo (M2) mostrou
que as varidveis BIO 2 — 4, 7, 9, 12 -15, 18 -19 e altitude deveriam ser mantidas,
enguanto o critério mais restritivo (M3) manteve as variaveis BIO 2 -4, 8, 13, 15e 18 -
19. A partir dos registros de ocorréncia obtidos, 0 modelo que apresentou o maior valor
de AUC foi o0 M1 (AUC = 0,951) (Fig. 3.3), além de ndo serem observadas grandes
diferencas na curva de omissao entre os cenarios testados. Considerando o maior valor
de AUC e que o cenario obtido pelo M1 foi 0 mais concordante com a distribuicédo atual
conhecida da espécie (Fig. 3.3) decidimos utilizar este modelo para as simulagdes dos
demais periodos.

As simulacdes para o Quaternario sugerem que partindo do LIG para o periodo
atual houveram tanto eventos de maior conexdo quanto fragmentacdo das areas
adequadas, mais especificamente:

e LIG - em relagcdo ao periodo atual, o LIG apresentou uma area adequada mais
fragmentada, principalmente na porcdo norte da distribuicdo potencial e uma
maior faixa de habitat adequada na & oeste da distribuicdo e na porcao central da

Amazonia (Fig. 3.4a);

e LGM - foi observado um aumento da conexdo entre as areas adequadas em
relacdo ao LIG, mesmo utilizando o consenso entre as duas bases de dados
modeladas para o periodo. Este aumento na conexdo e possivel aumento na area
de distribuicdo da espécie foi observado principalmente na faixa central e norte
da distribuicdo, com uma pequena reducdo das areas adequadas na parte sul da
distribuicéo (Fig. 3.4b);

e Holoceno - parece ter sido o periodo menos favoravel climaticamente para N.
fasciata. A distribui¢do potencial no Holoceno foi a mais fragmentada, marcada
pelo isolamento das populagdes a oeste e leste da distribuicdo atual da espécie e
por uma faixa de habitat adequado na porcdo central do Cerrado seguindo o

sentido norte-sul (Fig. 3.4c).

Assim, foi observada uma maior conexdo das areas adequadas entre 0 LIG e 0

LGM, seguido por um processo de fragmentacdo entre o LGM e o Holoceno.
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Posteriormente observa-se novamente expansdo da distribuicdo potencial, com

reconexdo das areas adequadas entre o Holoceno e o periodo atual (Fig. 3.4, Anexo 3.5).
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Figura 3.2. Pontos de ocorréncia de Neothraupis fasciata utilizados na modelagem de
nicho ecolégico. A linha tracejada indica a distribuicdo da espécie de acordo com a
Birdlife International e NatureServe (2014). Em cinza a area de abrangéncia do Cerrado
de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE 2004).

As areas que apresentam maior probabilidade de estabilidade durante o

Quaternario sdo mostradas na Figura 3.5. Estas areas estaveis sdo distribuidas

principalmente no Planalto dos Guimardes (1), do Planalto da Caiapbnia e Planalto

Central da Bacia do Parana (I1) e da Serra Geral de Goias e Planalto Central Brasileiro
(1) (Fig. 3.5). Em relacdo aos pontos de amostragem, PGSV, AGCV, EEAE, PNEM e
PNCG estdo localizadas ao longo das areas estaveis, enquanto MACA, URUC, PATO e

PNSC estdo localizadas em areas sem adequabilidade climatica em, pelo menos, um dos

periodos avaliados.
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Figura 3.3. Distribuicdo potencial de Neothraupis fasciata com base em modelagem de
nicho ecoldgico para o periodo atual. A linha tracejada indica a distribui¢cdo conhecida
da espécie de acordo com a BirdLife International e NatureServe (2014). Areas de
maior adequabilidade climatica sdo representadas pela cor laranja (mapa da esquerda) e
em verde (mapa da direita ap6s aplicar o limiar). a) M1 - modelo completo; b) M2 -
modelo excluindo variaveis colineares utilizando o critério menos restritivo; e ¢) M3 -
modelo excluindo varidveis colineares utilizando o critério mais restritivo.
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Figura 3.4. Projecdo da adequabilidade climéatica para a espécie Neothraupis fasciata
para trés periodos do Quaternario - (a) Ultimo Interglacial (LIG ~120 — 140 ka), (b)
Ultimo Méaximo Glacial (LGM 21 ka) e (c) Holoceno médio (6 mil anos atras - ka) -
além do periodo atual (d). Em verde a area adequada aplicando o limiar equal training
sensitivity and especificity. Para os periodos LGM e Holoceno a cor verde representa a
area consenso entre as duas bases de dados utilizadas (MIROC ou CCSM4), enquanto a
cor cinza indica adequabilidade climatica para apenas uma base de dados. A linha preta
delimita a distribuicdo conhecida da espécie de acordo com a BirdLife International e
NatureServe (2014).
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Figura 3.5. Areas de estabilidade climatica para Neothraupis fasciata. As areas estaveis
estdo distribuidas principalmente no Planalto dos Guimardes (l), do Planalto da
Caiaponia e Planalto Central da Bacia do Paranad (Il) e da Serra Geral de Goias e
Planalto Central Brasileiro (I11). Os pontos vermelhos indicam as localidades
amostradas. Para o nome das localidades ver Figura 3.1.

Caracterizacdo da diversidade genética

NADH desidrogenase subunidade 2 (ND2). — No total foram avaliados 94 individuos
para este marcador, sendo que a matriz de dados completa constituiu em um
alinhamento de 866 pb desconsiderando as posi¢oes com dados faltantes. A partir desta
matriz foram identificados 48 sitios polimérficos, correspondendo a aproximadamente
5% dos sitios analisados. Como esperado, ndo foram encontrados gaps no conjunto de
dados mitocondrial, assim como ndo foram encontrados codons de parada. Com base na
matriz de dados, foram observados 32 hapl6tipos, variando entre 1 e 8 haplotipos por
localidade amostrada (Tabela 3.1). A proporcdo de haplotipos Unicos corrigida pelo
total de haplétipos amostrados por localidade foi maior em PNEM (75% de haplétipos
unicos), enquanto o menor valor foi observado em MACA e URUC (nenhum haplétipo
unico amostrado). A diversidade haplotipica foi maior nas localidades EEAE (Hd =
0,952) e PATO (Hd = 0,909) enquanto a diversidade nucleotidica foi maior em PGSV
(%m = 0,69) e PNSC (%m = 0,48). O valor de diferenciagdo par-a-par (®st) variou entre
-0,04 e 0,37 (Tabela 3.2). Dentre todas as comparacdes apenas duas foram
estatisticamente significativas apds a correcdo de Bonferroni: MACA e AGCV (®st =
0,23; p =0, 0006) e PNSC e AGCV (®st =0,21; p = 0,0000).
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Tabela 3.1. Esforco amostral (N) e indices de diversidade genética por localidade e marcador. Tamanho do fragmento (pb), nimero de sitios
segregantes (S), haplotipos (H) e haplétipos unicos (Uh), diversidade haplotipica (Hd) e diversidade nucleotidica expressa em porcentagem (%r).

Para o nome das localidades ver Figura 3.1.

Localidade ND2 FIB-5 matriz completa FIB-5 matriz reduzida

N pp S HUh Hd %= N pb S HUh Hd %= N ppb S HUh Hd %=
AGCV 13885 9 8 5 0897 0310 35 473 10 8 2 0,752 0,280 13 487 4 5 1 0,702 0,222
BRMI 1 942 10 2 487 1 2 0 0667 0137 1 487 1 2 0 1,000 0,205
EEAE 7 915 7 6 2 0,952 0,260 7 487 4 5 0 0824 0269 7 487 4 5 1 0,824 0,269
MACA 8 895 1 2 0 0,536 0,060 8 487 2 4 0 0692 0217 8 487 2 4 0 0,692 0,217
NXAV 2 942 3 2 1 1,000 0,318 2 487 2 3 0 0833 0,240 2 487 2 3 0 0,833 0,240
PATO 11 932 8 7 4 0,909 0,203 18 473 11 12 4 0,824 0509 11 473 8 7 0 0,714 0,520
PGSV 21 905 17 8 5 0,848 0,687 28 473 10 10 3 0,816 0537 21 473 7 7 1 0,812 0,590
PNCG 6 86 7 6 4 1000 0,260 10 487 5 6 1 0674 0235 6 487 2 3 0 0,621 0,171
PNEM 9 91512 4 3 0583 0291 11 473 9 7 2 0,714 0464 9 473 9 7 1 0,739 0,513
PNSC 9 942 11 3 2 0,722 0,478 9 473 7 6 0 0,725 0492 9 473 7 6 1 0,725 0,492
URUC 7 942 1 2 0 0476 0,051 7 473 7 5 1 0,758 0358 7 473 7 5 1 0,758 0,358
Total 94 866 48 32 0,858 0,483 137 473 17 25 0,776 0,397 94 473 12 16 0,762 0,423
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Tabela 3.2. Diferenciacdo genética com base no marcador mitocondrial (diagonal
inferior) e distancia geografica euclidiana em quilémetros (diagonal superior) entre as
localidades amostradas. Para o nome das localidades ver Figura 3.1.

AGCV EEAE MACA PATO PNCG PNEM PGSV PNSC URUC

AGCV 54 1794 560 858 596 267 521 991
EEAE -0,005 1770 525 900 650 218 546 943
MACA 0,231 0,286 1265 1795 2046 1790 2315 1147
PATO 0,118 0,088 0,113 1046 1017 526 1068 501
PNCG 0,367 0,309 0,338 0,335 456 1115 1114 1538
PNEM 0,059 0,037 0,243 0,039 0,207 860 682 1510
PGSV 0,109 0,054 0,169 0,044 0,252 -0,041 598 840
PNSC 0,218 0,125 0,210 0,160 0,260 0,044 -0,020 1437

URUC 0,038 0,02 0458 -0,001 0,285 0,039 0,007 0,104

intron 5 do gene B-fibrinogénio (FIB-5). — De forma geral, o alinhamento das
sequéncias nucleares mostrou a presenca de dois blocos de indel, sendo o primeiro com
10 pb de comprimento e o segundo com 4 pb de comprimento, separados entre si por 37
pb (Fig. 3.6). O grupo externo (Diuca diuca) apresentou o mesmo padrdo das
sequéncias de menor comprimento, sugerindo que esta variacdo pode ser uma condicdo

ancestral para a espécie.

PGSV-3061-2 TARATTTGATAATTARACTTGAT
PGSV-3063-1 TARATTTGATAATTAARACTTGAT
PE8V-32063-2 TAATTTGATARTTARRCTTGAT

TAAATCTGATTGACTTGTTCAGGGAAGGTCATCTTGAGATCATCTGCTGATGC
TAARARTCTGATTGACTTGTTCAGGGAAGGTCATCTTGAGATCATCTIGCTGATGC
TCTGATTGACTTGTTCAGGGRAGGTCATCTTGAGGTCATCTGCTGATGT

PGSV-3064-1 GARATT ACTTGAT. TCTGATTGACTTGTTCAGGGAAG TCTTGAGGTCATCTGCIGATGS

PGSV-3064-2 GRATT ACTTGRAT. TCTGATTGACTTGTTCAGGGRAAG TCTTGAGGTCATCTGCTGATGC

PGSV-3068-1 TAATTTGATAATTAAACTITGAT. TCTGATTGACTTGTTCAGGGAAGGTCATCTTGAGGTCATCTGCTGATGC

PE8V-2068-2 GRATT ACTTGRATRATTARATCTGATTGACTTGTTCAGGGRRG TCTTGAGGTCATCTGCTGRTGC

Diuca diuca TAATT ACTTGATAATTARATCTGATTGACTIGTITCAGGGARG TCTTGAGGTCATCTGCTGATGC
— — —

131 140 178 181
Bloco 1 Bloco 2

Figura 3.6. Representacdo do indel observado no alinhamento das fases haplotipicas do
FIB-5 para individuos de Neothraupis fasciata e do grupo externo Diuca diuca.

A matriz de dados completa do fragmento nuclear foi composta de 137
individuos (274 haplétipos apds reconstruir a fase haplotipica) com 487 pb apos a
exclusdo dos sitios com dados faltantes. Ao todo foram obtidos 17 sitios polimorficos e
25 haplétipos, variando entre 2 e 12 haplétipos por localidade amostrada (Tabela 3.1).
A proporgdo de haplétipos Unicos foi maior em PATO (0,33), enquanto nenhum
haplotipo unico foi observado em BRMI, EEAE, MACA, NXAV e PNSC. O maior
valor de diversidade haplotipica foi obtido em EEAE e PATO (Hd = 0,824) e 0 menor
em PNCG (Hd = 0,674). A diversidade nucleotidica foi menor em MACA (%n =
0,217), enquanto o maior valor foi observado em PGSV (%n = 0,537). As comparagdes
de dst par-a-par variaram entre -0,036 e 0,137, sendo que nenhuma das comparagdes
foi significativa apos aplicacdo de correcao de Bonferroni (Tabela 3.3).
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A matriz de dados reduzida consistiu em 94 individuos (188 sequéncias) com
487pb apods a exclusdo das posicbes com dados faltantes. Com base nesta matriz foram
observados 12 sitios polimorficos e 16 haplétipos, entre 2 e 7 haplétipos por localidade.
O namero de haplétipos Unicos corrigido pelo esforco amostral foi maior em PNEM
(0,43), enquanto nenhum hapldtipo unico foi observado em BRMI, MACA, NXAV,
PATO e PNCG. A diversidade haplotipica foi maior em EEAE (Hd = 0,82) e menor em
PNCG (Hd = 0,62), enquanto diversidade nucleotidica foi maior em PGSV e menor em
PNCG (Hd = 0,59 e 0,17, respectivamente). As comparacdes de ®sy par-a-par variaram
entre -0,04 e 0,15 e nao foram significativas ap6s aplicacdo de correcdo de Bonferroni
(Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Diferenciacdo genética entre as localidades amostradas considerando a
matriz de dados nuclear completa (diagonal inferior) e reduzida (diagonal superior).
Para 0 nome das localidades ver Figura 3.1.

AGCV EEAE MACA PATO PNCG PNEM PGSV PNSC URUC

AGCV -0,039 0,006 0,089 0,093 0,131 0,090 0,034 -0,003
EEAE -0,036 0,027 0,074 0,077 0,148 0,083 0,025 -0,013
MACA 0,012 0,027 0,059 0,081 0,089 0,027 0,012 0,052
PATO 0,031 0,012 0,017 0,014 0,019 -0,033 -0,010 0,000
PNCG 0,057 0,038 0,043 -0,010 0,131 0,035 -0,021 0,020
PNEM 0,116 0,137 0,073 0,046 0,099 -0,002 0,093 0,080
PGSv 0,078 0,068 0,000 -0,010 0,016 0,002 -0,005 0,023
PNSC 0,039 0,025 0,012 -0,026 -0,030 0,106 -0,006 -0,020

URUC 0,008 -0,013 0,052 -0,027 -0,010 0,093 0,019 -0,020

Rede de hapldtipos. — A rede dos haplotipos mitocondriais indica a existéncia de trés
grupos: haplogrupo 1 (mtl) - representado por hapldtipos amostrados em PGSV e
BRMI; haplogrupo 2 (mt2) - composto por individuos amostrados em PNSC e PNEM; e
haplogrupo 3 (mt3) - composto por um haplétipo central com alta frequéncia e
compartilhado pela maioria das localidades, com 1 a 3 nucleotideos de diferenca dos
demais haplotipos, sugerindo um evento de expansdo demografica (Fig. 3.7).
Conectando o mit3 aos demais haplogrupos podemos observar haplétipos amostrados
em PNCG (Fig. 3.7, mt HAP_25 e 26). A rede de hapl6tipos do FIB-5 foi similar entre o
conjunto de dados completo e reduzido (Fig. 3.7), sendo caracterizada por trés
haplotipos amplamente distribuidos entre as localidades, dos quais derivam haplotipos

com até duas bases de diferenca.
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Figura 3.7. Rede de hapl6tipos para o fragmento mitocondrial (ND2) e para o nuclear
(FIB-5). Os resultados do FIB-5 s&o mostrados tanto para a matriz de dados completa
quando reduzida. Os haplogrupos identificados estdo delimitados pela linha tracejada.
Para o nome das localidades ver Figura 3.1.
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Estrutura genética

De acordo com o resultado obtido pelo teste SAMOVA o menor valor positivo de ®sc
para o marcador mitocondrial foi obtido considerando K = 4 (Fig. 3.8). Desta forma, as
localidades amostradas podem ser subdividas em quatro grupos genéticos, dos quais trés
sdo0 compostos por uma unica populacdo MACA (grupo mitA), PGSV (grupo mitB) e
PNSC (grupo mitC) e o terceiro grupo formado pelas demais localidades (grupo mitD -
EEAE, AGCV, PNCG, PNEM, PATO, URUC) (Tabela 3.4). Para o arranjo obtido,
aproximadamente 31% da variagdo genética esta distribuida entre grupos, menos de 1%
entre populagdes dentro dos grupos e cerca de 69% dentro dos grupos (Tabela 3.4). O
valor de ®¢r para este arranjo foi de 0,31 (p = 0,016), o ®sr foi de 0,31 (p = 0,000) e o
®sc foi de 0,001 (p = 0,002).

0,06
--e-- ND2

'Y — B - FIB-5 matriz completa
0,04 | N —e— FIB-5 matriz reduzida

0,02 -

(ON®

-0,02 -

-0,04 -

-0.06 - ~

Figura 3.8. Valor de diferenciacdo entre populagdes dentro do grupo (®sc) em relagdo
ao numero de grupos testados (K) pelo teste SAMOVA para cada marcador utilizado.

Para o marcador FIB-5 0 teste SAMOVA apresentou suporte para dois grupos
genéticos para as duas matrizes de dados analisadas (Fig. 3.8). Contudo, a composicao
dos grupos obtidos foi diferente entre as duas matrizes de dados utilizadas: para o
conjunto de dados completo o primeiro grupo foi constituido apenas por PNCG (grupo
nucCA) e o segundo pelas demais localidades amostradas (grupo nucCB). J& para a
matriz de dados reduzida o primeiro grupo foi composto por PATO, PGSV, PNEM e
PNSC (grupo nucRA) e o segundo grupo por AGCV, EEAE, MACA, PNCG e URUC
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(grupo nucRB) (Tabela 3.4). O arranjo decorrente do conjunto de dados completo
resultou em aproximadamente 5% da variacdo genética distribuida entre grupos, menos
de 2% entre populacdes dentro dos grupos e cerca de 93% dentro dos grupos (Tabela
3.4). O valor observado de ®ct foi de 0,052 (p = 0,109), ®st = 0,072 (p = 0,005) e dsc
= 0,021 (p = 0,048). Para o0 arranjo baseado na matriz de dados reduzida foi observado
aproximadamente 6% de variacdo genética entre grupos, menos de 1% entre populacdes
dentro dos grupos e cerca de 93% dentre dos grupos (Tabela 3.4). O valor observado de
@cr foi de 0,06 (p = 0,009), de ®st = 0,068 (p = 0,016) e dsc = 0,007 (p = 0,219).

Estimativa de tempo do ancestral comum mais recente

A topologia recuperada pelo consenso de maioria para cada marcador esta representada
na Figura 3.9. Para o marcador mitocondrial (ND2) foram encontrados trés clados
principais: o primeiro clado é composto pelos haplétipos do haplogrupo mtl,
apresentando posicdo basal em relacdo aos demais clados; o segundo clado constitui o
grupo irmdo do clado basal e corresponde ao haplogrupo mt2; e o terceiro clado
representa 0 haplogrupo mt3, com haplétipos distribuidos ao longo de todas as
localidades amostradas e posi¢cdo mais derivada em relacdo aos demais clados e diversas
politomias representando os ramos terminais. Em geral, para o FIB-5 foram encontrados
dois clados principais que refletem a divergéncia entre as sequéncias (e.g. presenca de
indel), sendo observados individuos de diversas localidades em ambos os clados.
Assim, ndo existe uma clara correspondéncia geogréafica entre os clados e localidades
amostradas para o FIB-5. De forma geral, a maioria dos nds apresentaram baixo suporte
estatistico e se concentraram nos ultimos 100 mil anos para ambos os marcadores (Fig.
3.9 area destacada em cinza).

O TMRCA com base no conjunto de dados mitocondrial foi estimado em 0,69
milhdo de anos (ma) (95% HPD = 1,03 — 0,39 ma), indicando a diversidade genética
amostrada vem sendo acumulada no Quaternario. Para o marcador nuclear, 0 TMRCA
foi de 1,82 ma (95% HPD = 3,84 — 0,47 ma) para a matriz de dados completa e de 1,92
ma (95% HPD = 4,57 — 0,41 ma) para a matriz reduzida. Em ambas estimativas, 0
TMRCA estimado remete ao Quaternario. Considerando o intervalo de confianca, a

datacéo do FIB-5 compreende ao intervalo entre o Plioceno e Pleistoceno.
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Tabela 3.4. Analise de Variancia Molecular dos grupos genéticos de Neothraupis fasciata obtidos pelo teste SAMOVA. As localidades que fazem
parte de cada grupo identificado estdo indicadas entre colchetes. As estatisticas correspondem a soma dos quadrados (SS), porcentagem de
variacdo (Var %) e valor de significancia (p). Para o nome das localidades ver Figura 3.1.

Estrutura Populacional Fonte da variagéo SS Var % p
ND2

[PGSV] [PNSC] [MACA] [EEAE,  Entre grupos 44,02 30,82 0,01662
AGCV, PNCG, PNEM, PATO, Entre localidades dentro dos grupos 8,23 0,07 0,00293
URUC] Dentro da localidade 133,79 69,11 0,00000
FIB-5 matriz completa

[PNCG] [AGCV, EEAE, MACA,  Entre grupos 3,37 5,27 0,10948
PATO, PGSV, PNEM, PNSC, Entre localidades dentro dos grupos 10,68 1,96 0,04888
URUC] Dentro da localidade 243,64 92,77 0,00587
FIB-5 matriz reduzida

[PATO, PGSV, PNEM, PNSC] Entre grupos 7,04 6,07 0,00880
[AGCV, EEAE, MACA, PNCG, Entre localidades dentro dos grupos 8,07 0,74 0,21994
URUC] Dentro da localidade 173,04 93,19 0,01662
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Figura 3.9. Arvores de coalescéncia para os marcadores mitocondrial (a) e nuclear (b).
Para o marcador mitocondrial (a) as cores dos clados principais representam os haplogrupos
mtl (vermelho), mt2 (verde) e mt3 (azul) identificados na Figura 3.7. O tempo para o
ancestral comum mais recente (TMRCA) esta indicado na parte interna do n6. Na parte
externa do no o valor de probabilidade posterior. Entre parénteses o intervalo de confianca
(95%HPD). Destacado em cinza o intervalo de entre 0 e 0,1 milhdo de anos atras (ma).
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Padrdes geograficos de distribuicdo da diversidade genética

A hipotese nula de auséncia na correlacao entre a distancia geografica e distancia genética
ndo foi rejeitada no teste de Mantel para nenhum dos marcadores analisados (ND2 r =
0,139; p = 0,191; FIB-5 matriz completa r = 0,061; p = 0,39; FIB-5 matriz reduzida r =
0,090; p = 0,342). Assim, distancia geogréafica ndo parece exercer influéncia significativa
no nivel de diferenciacdo genética observada entre as localidades amostradas.

De forma geral, considerando os dados mitocondriais foi observada uma correlagédo
negativa entre diversidade genética e a latitude, indicando uma reducdo na diversidade em
direcdo a latitude 0° (Tabela 3.5 e Anexo 3.6). Para este gradiente norte sul, o resultado foi
estatisticamente significativo considerando a diversidade nucleotidica. Para o marcador
nuclear foi encontrada uma tendéncia positiva entre o gradiente longitudinal e os indices de
diversidade, sendo esta variacdo caracterizada pela reducdo da diversidade haplotipica no
sentido leste para oeste (Tabela 3.5 e Anexo 3.6). Os resultados significativos, ou
marignalmente significiativos, foram encontrados para as correlagBes entre os indices de
diversidade e o gradiente longitudinal tanto para a matriz completa quanto reduzida do

marcador FIB-5.

Tabela 3.5. Testes de correlacdo de Spearman para os gradientes geograficos e diversidade
genética para a espécie Neothraupis fasciata. Os resultados indicam o coeficiente de
correlagcdo (rs) e o valor de significancia (p) para as diversidades nucleotidica (%) e
diversidade haplotipica (Hd) em funcgéo da latitude e longitude.

Correlacéo ND2 FIB-5 matriz completa ~ FIB-5 matriz reduzida
rs p rs p rs p
latitude e %n -0,711 0,037 -0,216 0,551 -0,066 0,868
latitude e Hd -0,250 0,521 0,108 0,783 -0,133 0,708
longitude e % 0,050 0,903 0,616 0,076 0,577 0,109
longitude e Hd  -0,350 0,358 0,706 0,033 0,617 0,076

Influéncia das Areas Estaveis na Diversidade Genética

De forma geral, a diversidade genética de N. fasciata ndo apresentou relacéo significativa
com a posi¢do geografica das localidades amostradas em relacdo as areas estaveis e nao
estaveis tanto para o marcador mitocondrial (%n: H = 2,16; p = 0,11 e Hd: H =2,16; p =
0,141) quanto nuclear (matriz completa %n: H = 0,06; p = 0,806 e Hd: H = 0,015; p =
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0,902; matriz reduzida %mn: H = 0,135; p = 0,712 e Hd: H = 0,24; p = 0,624). Assim, a
hipdtese de maior diversidade genética nas areas estaveis foi rejeitada em todos os testes

empregados.

Historia demografica

De forma geral, os testes de neutralidade empregados indicam um evento de expansao
demogréfica recente para espécie (Tabela 3.6). O conjunto de dados mitocondrial analisado
na forma de uma Unica populacdo apresentou suporte estatistico para expansdo demografica
para todos os testes empregados. Dentre os grupos identificados no SAMOVA, apenas 0
mitD apresentou valores significativos para os testes D, Fs e R2. Considerando a matriz
completa do marcador nuclear foi encontrado suporte estatistico para expansdo demografica
recente com base no teste Fs para todas as localidades analisadas conjuntamente e para o
grupo nucCB, enquanto nenhum dos demais testes empregados foram significativos. Pela
analise da matriz reduzida néo se obteve resultado significativo para expanséo populacional

em nenhum dos testes realizados.

Tabela 3.6. Testes de neutralidade D de Tajima, Fs de Fu e R2 de Ramos Onsins e Rozas,
obtidos a partir conjunto de dados mitocondrial (ND2) e nuclear (FIB-5) considerando
todas as localidades amostradas conjuntamente (Total) e para 0S grupos genéticos
identificados para a espécie Neothraupis fasciata.

Populacao D Fs R2
ND2

mitA 1,16 0,86 0,26
mitB 1,16 1,68 0,17
mitC 0,52 4,09 0,20
mitD -2,37* -18,30*  0,03*
Total -1,76*  -16,05*  0,04*
FIB-5 matriz completa

nucCA -0,58 -1,86 0,11
nucCB -0,77  -10,30* 0,05
Total -0,79  -11,52* 0,05
FIB-5 matriz reduzida

nucRA 0,85 -1,58 0,12
nucRB -1,03 -2,38 0,07
Total -0,07 -3,93 0,08
*p< 0,02
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Tamanho efetivo populacional
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Figura 3.10. Analise da mudanca no tamanho populacional efetivo em funcdo do tempo
(escala em mil anos atrds - ka) para Neothraupis fasciata. A linha continua indica a
mediana do tamanho populacional efetivo em escala logaritmica, enquanto o o intervalo de
confianca é indicado em azul.
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A reconstrucdo grafica do bayesian skyline plot do fragmento do ND2 indicou um
tamanho efetivo populacional constante durante o periodo entre 350 e 100 ka, seguido por
um evento de expansdo populacional com inicio ha aproximadamente 90 ka, que se
intensificou ha cerca de 50 ka, persistindo até o presente (Fig. 3.10). Para o marcador
nuclear observamos um padrdo semelhante entre a matriz de dados completa e reduzida
(Fig. 3.10). Em geral foi observado um aumento no tamanho efetivo populacional nos
ultimos 75 ka, sendo precedido por um periodo de aproximadamente 325 ka com tamanho

efetivo populacional constante (Fig. 3.10).

Conexao entre o Cerrado e as savanas Amazonicas

Os resultados de diferenciacdo foram concordantes em ambos os marcadores utilizados,
sendo o menor valor reportado entre MACA e PATO (ND2 &gy = 0,113; FIB-5 &gt =
0,017) e os maiores valores de diferenciacdo observados entre MACA e PNCG (ND2 ®gr =
0,338; FIB-5 ®st = 0,043) e MACA e URUC (ND2 ®gr = 0,458; FIB-5 ®st = 0,052).
Quanto ao compartilhamento de haplotipos, MACA apresenta tanto haplétipos amplamente
distribuidos quanto haplétipos compartilnados com apenas uma localidade, sendo PATO
(ND2) ou PGSV (FIB-5) (Fig. 3.7 e Anexo 3.6).

DISCUSSAO

O presente estudo traz uma avaliacdo da filogeografia e histéria demogréfica de uma
especie de ave endémica do Cerrado. Com base nos resultados obtidos foi discutido como a
distribuicdo da variabilidade genética e dos haplétipos basais podem estar relacionados com
a possivel area de origem da espécie, a influéncia dos eventos climaticos do Quaternario na
estrutura histérica da espécie bem como na expansao demogréfica recente. Adicionalmente,
discutimos como nossos resultados sugerem o corredor Central da Amazénia como rota de
dispersdo entre o Cerrado e as savanas do Amapa e como a diversidade genética nas
localidades amostradas ndo parece estar associada a estabilidade climatica durante o
Quatenario. Por fim, foi discutido como os resultados apresentados podem auxiliar na

conservacao da espécie, com foco na populacédo disjunta nas savanas do Amapa.
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Distribuicdo da variabilidade genética e possivel area de origem do tié-do-cerrado
Neothraupis fasciata apresentou valores moderados de diversidade genética. Em escala
geografica, foi encontrada uma distribuicdo clinal da diversidade genética, diminuindo no
sentido sul para norte. Este padrdo foi observado para a diversidade nucleotidica estimada
com ambos os marcadores empregados, sendo encontrado suporte estatistico para o
marcador mitocondrial e, mesmo sem suporte estatistico, 0 marcador nuclear mostrou a
mesma tendéncia, indicando uma congruéncia entre os marcadores. A reducdo clinal da
diversidade € menos evidente para o conjunto nuclear, possivelmente em decorréncia da
menor variabilidade apresentada por este marcador devido as baixas taxas de evolucdo
obsevadas em loci nucleares (Birky 1982, Moore 1995, Avise 2000).

Alguns estudos tém sugerido que o centro de origem de uma espécie esta situado em
uma area com maior diversidade genética (e.g. Hewitt 2000, Merila et al. 1997, Cheviron et
al. 2005). Desta forma, a reducdo da diversidade no sentido sul para norte indica que o
possivel centro de origem de N. fasciata esta localizado na parte sul da distribuicdo atual,
estendendo por PNCG, PNEM, PNSC até PGSV (Fig. 3.11). A presenca de haplotipos
basais nas localidades amostradas no sul da distribuicdo (ND2) também reforca esta
hipotese. Adicionalmente, de acordo com a filogenia da familia Thraupidae (Burns et al.
2014), as cinco espécies que compdem a linhagem de N. fasciata (géneros: Lophospingus,
Neothraupis, Gubernatrix e Diuca) estdo associadas a ambientes com vegetacdo aberta e
ocorrem na porgao centro-sul da América do Sul (Ridgely & Tudor 2009). Desta forma, o
ancestral destas espécies possivelmente ocupava uma area mais austral na América do Sul,
reforgando a hipdtese do centro de origem de N. fasciata no sul da area atualmente coberta
pelo Cerrado. A porcéo sul do Cerrado ja foi reportada como o possivel centro de origem
para espécies de lagartos (Santos et al. 2014) e sapos (Prado et al. 2012). Por exemplo, para
Micrablepharus atticolus, espécie de lagarto endémico do Cerrado, o clado basal foi
atribuido a porgéo sul da distribuicao atual, estendendo do sudoeste (localizada na regido do
PNCG) até o sudeste da distribuicdo (abrangendo a area proxima ao PNSC e PGSV)
(Santos et al. 2014). Ja para a espécie de sapo Hypsiboas albopunctatus a populagdo de
PNCG foi apontada como o clado basal (Prado et al. 2012).

A diferenciacdo genética entre as localidades amostradas ndo parece estar

relacionada com a hipotese de isolamento por distancia. Resultado concordante foi
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encontrado para esta espécie empregando marcadores microssatélites (Capitulo I1).
Considerando o baixo potencial de dispersdo desta espéecie, aproximadamente 200 metros
da area natal (Duca & Marini 2014), a rejeicao da hipdtese de isolamento por distancia seria
um resultado inesperado. Contudo, o isolamento por distancia apresenta seu valor maximo
quando o equilibrio entre deriva genética e fluxo génico € atingido, o que pode levar um
consideravel intervalo de tempo (Crispo & Hendry 2005). Desta forma, a historia
demogréfica da espécie ndo pode ser negligenciada, sendo gque o isolamento por distancia é
encontrado com maior frequéncia em populacGes mais antigas e pode ser ausente em
populacdes que se estabeleceram em um intervalo de tempo recente (Castric & Bernatchez
2003). Considerando que nossos resultados indicam uma expansao demografica recente do
tié-do-cerrado, é possivel que o equilibrio entre deriva genética e fluxo génico ainda nao

tenha sido atingido, resultando a rejeicdo da hip6tese de isolamento por distancia.
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:} Colonizacdo

Figura 3.11. Possivel area de origem, estrutura populacional historica e expansao recente
em Neothraupis fasciata. Os poligonos hachurados indicam os grupos genéticos observados
na possivel area de origem da espécie, indicada pela cor amarela. A seta em laranja indica a
hipdtese de reestabelecimento do fluxo génico entre as populagdes da por¢édo sul, enquanto
a seta partindo da &rea de origem em dire¢do ao norte indica a rota expansdo na distribuicéo
da espécie. Em cinza a distribuicdo atual da espécie. Siglas: PNCG - Parque Nacional da
Chapada dos Guimardes; PNEM - Parque Nacional das Emas; PNSC - Parque Nacional da
Serra da Canastra; e PGSV - Parque Nacional Chapada dos Guimaré&es.
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Flutuacdes climéticas do quaternario e a filogeografia do tié-do-cerrado

Estrutura populacional historica. — Tanto a estrutura populacional quanto a estimativa do
TMRCA para o tié-do-cerrado apresentaram divergéncias entre os marcadores utilizados.
Para o marcador mitocondrial foi encontrado suporte para quatro populagdes, com
divergéncia inicial estimada em 700 mil anos atras. Para o marcador nuclear foi encontrado
suporte para duas populacdes e tempo de divergéncia inicial ha 1,82 ma considerando a
matriz completa e 1,92ma considerando a matriz reduzida. A diferenca na taxa de mutacgéo
entre marcadores mitocondriais e nucleares pode afetar a resolucdo das relagdes observadas
entre as populacbes (Zink & Barrowclough 2003), podendo explicar a discordancia na
estrutura encontrada entre os marcadores utilizados no presente trabalho. A discordancia
observada na estimativa do TMRCA entre os marcadores pode ser decorrente das
diferencas no tempo de coalescéncia entre os tipos de marcadores empregados, sendo que
em funcdo do menor tamanho efetivo populacional o marcador mitocondrial apresenta
tempo de coalescéncia menor do que marcadores nucleares (revisado por Zink &
Barrowclough 2008).

Para acomodar a diferenca nas estimativas do TMRCA entre os dois marcadores, 0
TMRCA da espécie sera discutido com base no intervalo entre os valores médios obtidos:
1,92 — 0,7 milhdo de anos. Este intervalo estd compreendido no periodo Quaternario de
acordo com a Ultima versdo da tabela cronoestratigrafica disponibilizada pela International
Commission on Stratigraphy (ICS 2016). Este resultado parece concordante com a
literatura que remete grande parte da diversificacdo da avifauna a América do Sul ao
Quatenario (Miyaki 2009, Turchetto-Zollet et al. 2013)

Considerando os resultados obtidos com base no SAMOVA, na rede de haplotipos e
na reconstrucdo de coalescéncia, trés grupos genéticos identificados parecem estar
associados a area de origem da espécie na por¢do sul do Cerrado (PNCG; PNSC+PNEM;
PGSV). De forma concordante, a analise da estrutura genética do tié-do-cerrado utilizando
marcadores microssatélites indica um padrdo similar de agrupamento das populacdes
localizadas no sul da distribuicdo (Capitulo Il). A delimitacdo geografica dos grupos
genéticos identificados parece corresponder as éareas isoladas devido a perda de
adequabilidade climatica em alguns dos periodos utilizados na modelagem de nicho

ecologico (Figs. 3.5 e 3.11). Considerando que as mudancgas climaticas ocorreram em
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diversos momentos na América do Sul (Haffer 1997, Haffer & Prance 2002), sendo
reportados eventos mais intensos no intervalo entre o Plioceno e Pleistoceno, o isolamento
entre as populac@es situadas na area de origem da espécie durante o inicio do Pleistoceno
pode ter ocorrido devido as oscilagcBes climaticas que determinaram a dindmica da
vegetacdo da América do Sul (Haffer & Prance 2002). Assim, o estabelecimento das areas
de refugio identificados para esta espécie pode ter sido recorrente durante todo o

Quaternario, moldando a estrutura populacional historica desta espécie.

Expansédo demografica no Pleistoceno tardio. — A influéncia das flutuagdes climaticas do
Quaternario sobre as formacfes vegetais da América do Sul é tida como um importante
aspecto biogeogréafico recente tanto para areas abertas quanto florestais (e.g. Haffer 1969,
Bigarella et al. 1975, Silva 1995, Burnham & Granham 1999, Silva & Bates 2002, Mayle
& Beerling 2004, Carnaval & Moritz 2008, Werneck et al. 2012a, Leite et al. 2016). Os
resultados da modelagem de nicho do tié-do-cerrado para o Quaternario mostraram uma
maior conexdo das areas adequadas entre o LIG e LGM, seguido por uma reducdo e
fragmentacdo entre o LGM e o0 Holoceno e subsequente expansdo até atingir a distribuicao
atual. Assumindo a dependéncia de N. fasciata por determinadas fitofisionomias do
Cerrado (Sick 2001), é esperado que a paleodistribuicdo da espécie tenha acompanhado
mudancas ambientais que foram favoraveis para o estabelecimento das fitofisionomias
abertas do Cerrado.

Nossos resultados apontam um processo de expansdao populacional recente, como
evidenciado pelos testes de neutralidade, a baixa resolucédo das construcdes filogenéticas e
as configuracdes das redes de haplétipos. A andlise de reconstrucdo do tamanho efetivo
populacional ao longo do tempo (bayesian skyline plot) indicou um aumento do tamanho
efetivo ha aproximadamente 75 mil anos atras . Diante destes resultados, sugerimos que a
expansdo demografica do tié-do-cerrado deve ter ocorrido favorecida por uma maior
conexdo e possivel expansdo das areas adequadas no LGM. Embora o aumento da conexao
entre as areas adequadas tenha sido identificado durante o LGM com base nos dados
projecdes para 21 mil anos atras, é possivel que esse processo de conexdo das areas
adequadas tenha iniciado ha mais tempo. Esta hipotese é reforcada pelo fato que o periodo

entre 75 e 12 mil anos atrds (marine isotope stages 4 — 2) foi marcado por oscilacbes
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climaticas tendendo ao esfriamento da temperatura, caracterizada por ciclos glaciais
menores (Van Andel 1985, ICS 2010), os quais podem ter contribuido para o inicio do
aumento da conexdo das areas adequadas para N. fasciata.

Diante do exposto, nossos resultados estdo de acordo com as predigdes de que
durante os periodos secos e frios as formagdes abertas expandiram na América do Sul,
enguanto nos periodos mais quentes e Umidos estas areas possivelmente retrairam
(exemplos Bigarella et al. 1975, Silva 1995, Burnham & Granham 1999, Haffer & Prance
1992, Mayle & Beerling 2004, Carnaval & Moritz 2008). De forma concordante, registros
palinoldgicos sugerem que o Cerrado expandiu para por¢do sul da Amazo6nia durante o
LGM (Burnham & Granham 1999). Adicionalmente, uma parte significativa dos estudos
filogeogréaficos realizados com aves florestais na América do Sul mostram sinal de
fragmentacdo das populagdes durante os ciclos glaciais e/ou expansdo durante o periodo
interglacial (revisado por Turchetto-Zollet et al. 2013). Contudo, trabalhos que fizeram a
modelagem da distribuicdo potencial do Cerrado (Werneck et al. 2012a) e de espécies
arboreas tipicas do Cerrado (Bueno et al. 2016) encontram um aumento das areas
adequadas durante o LIG e reducdo no LGM. Vale ressaltar que, embora o trabalho de
modelagem de espécies de arvores tipicas do Cerrado tenha encontrado evidéncia de
retracdo das areas adequadas durante o LGM, a conexao entre as areas adequadas foi maior
no LGM se comparado ao LIG, o que esta de acordo com 0s nossos resultados.

Diferentes resultados tem sido reportados para as espécies de vertebrados de areas
abertas, com tendéncias a expansdo (mamiferos), manutencdo (mamiferos e lagartos) ou
mesmo retracdo (mamiferos e aves) da distribuicdo durante o LGM (Turchetto-Zollet et al.
2013). Embora ainda ndo exista um padrdo claro sobre a dindmica populacional das
espécies que ocupam as areas abertas da América do Sul, 68% dos estudos filogeograficos
revisados por Turchetto-Zollet e colaboradores (2013) indicam expansdo populacional
durante o LGM e fragmentagdo no LIG. Adicionalmente, sinais de expansdo populacional
durante o Pleistoceno foram encontrados pela espécie de mosca cactofilica Drosophila
gouveai (Moraes et al. 2009) e para a espécie de sapo Hypsiboas albopunctatus (Prado et
al. 2012).

Em termos genéticos, no processo de expansdo de uma espécie podemos destacar

pelo menos dois padrdes esperados: o primeiro associado ao reestabelecimento do fluxo
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génico entre as populacGes parcialmente ou mesmo totalmente isoladas e o segundo

associado ao processo de colonizacdo (ou recolonizacdo) de novas areas. Para o primeiro

padrdo sdo esperadas assinaturas genéticas de aumento da diversidade genética no sentido

em que a expansao se deu em maior intensidade em funcédo dos alelos novos que podem ser

inseridos pelos migrantes (Gillespie & Roderick 2014). O segundo padrdo esta relacionado

com as consequéncias negativas do efeito fundador, sendo que sucessivos eventos

fundadores ao longo da rota de colonizacdo resultam em populagdes com diversidade

genética cada vez menor (Merila et al. 1997, Gillespie & Roderick 2014). Diante do

exposto, sugerimos que os dois padrdes acima descritos possam ter ocorrido durante o

processo de expansdo de N. fasciata:

O primeiro padrao teria resultado no reestabelecimento do fluxo génico na parte sul
da distribuicdo atual da espécie principalmente no sentido oeste para leste,
reconectando 0s grupos genéticos compostos por PNCG, PNSC (+PNEM) e PGSV
(Figura 3.11). Assim, historicamente N. fasciata ocupava a por¢do sul da sua
distribuicdo atual, estruturada em pelo menos trés populagées. Como suporte para
esta hipOtese podemos ressaltar que tanto PGSV quanto PNSC (+PNEM)
apresentam haplétipos basais, indicando uma diferenciacdo genética prévia ao
evento de expansdo, e que os hapldtipos mais antigos que conectam o haplogrupo da
expansdo (mit3) com os demais haplogrupos (mitl e mit2) sdo oriundos de PNCG.
Além disto, a diversidade genética parece aumentar no sentido oeste para leste de
acordo com o marcador nuclear. Assim, 0 evento de expansdo recente pode ter
atuado reduzindo a estrutura historica apresentada pela espécie a medida que
diversidade genética local foi redistribuida como consequéncia do processo de
expansédo populacional.

O segundo padréo seria caracterizado pela colonizacao, ou recolonizacdo, da por¢éo
setentrional da distribuicdo da espécie (Fig. 3.11). Este evento tem suporte na
reducdo da diversidade no sentido sul para norte da distribuigdo, possivelmente
devido a sucessivos eventos fundador. Durante 0 processo de expansao 0S grupos
genéticos do sul foram responsaveis pela colonizacdo (ou recolonizacdo) da parte

norte da distribuicdo, processo que pode ter ocorrido de forma heterogénea, sendo
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que os diferentes grupos genéticos podem ter contribuido em intensidade diferente,

assim como em diferentes momentos.

Consideracdes sobre a conexao entre as savanas Amazénicas e o Cerrado

De acordo com a literatura, trés possiveis rotas foram propostas para explicar a conexao
entre as savanas Amazonicas e o Cerrado, sendo essas através do corredor Andino, do
corredor Central Amazénico e do corredor Costeiro Atlantico (Silva 1995). Contudo, de
acordo com Silva (1995) e Silva e Bates (2002) o padrdo de distribuicdo de espécies de
aves de savana suportam a existéncia dos corredores Andino e Costeiro Atlantico e rejeitam
o corredor Central Amazénico. Considerando os baixos valores de diferenciacdo entre
MACA e PATO e o padrdo de compartilhamento de haplétipos mitocondriais entre estas
localidades, sugerimos que a possivel rota de conexdo entre as savanas do Amapa e o
Cerrado tenha ocorrido pelo corredor Central Amazonico. Adicionalmente, foi observada
uma adequabilidade climatica na regido descrita como &area de baixa precipitacdo da
Amazonia durante alguns periodos do Quaternario.

A existéncia de um corredor na porcdo central da Amazénia tem sido alvo de
intenso debate desde a proposicdo da teoria dos reflgios por Haffer (1969). Embora nossos
resultados ndo permitam descartar completamente nenhuma das rotas, as evidéncias
indicam o corredor Central Amazo6nico como a rota de dispersdo mais provavel para esta
espécie. Como suporte adicional para nossos resultados podemos citar os trabalhos de
Werneck e colaboradores (2012) e Bueno e colaboradores (2016) que também indicam a
presenca de areas adequadas para a vegetacdo do Cerrado proximo ao corredor de baixa
precipitacdo da Amazonia durante o LIG. Destacamos que estudos que busquem elucidar as
conexdes entre as areas de savana ao norte e sul da Amazonia ainda sdo necessarios,
principalmente no que diz respeito a validade do corredor Central Amaz6nico, que tém sido
sistematicamente alvo de grande debate.

Considerando os resultados obtidos no Capitulo 1l, os valores de diferenciacédo
foram relativamente menores entre MACA e as localidades amostradas na borda do bioma,
como URUC e PNCG, do que entre as localidades na porgdo central do Cerrado. Este
resultado pode ser um indicativo de fluxo génico recente entre estas populagdes,

possivelmente pelos corredores Costeiro Atlantico ou o Andino que podem ter conectado o
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Cerrado e as savanas Amazonicas (Silva 1995) Contudo, este resultado é discordante dos
valores de diferenciagdo obtidos com os dados de sequéncias, que apontam para uma
possivel conexao via corredor Central Amazonico. De acordo com Zink e Barrowclough
(2008), resultados de analises com base em loci microssatélites ndo devem ser utilizadas
isoladamente para identificar relagbes histéricas, uma vez que a relacdo entre alelos pode
ser enviesada por homoplasias no numero de repeticdes devido ao mecanismo de mutacéo
tipico para este marcador. Assim, a estrutura recuperada com base na frequéncia alélica ndo
remete necessariamente a uma assinatura de vicariancia ou isolamento de longo tempo
entre populacbes, sendo esta uma possivel explicacdo para a discordancia observada

(revisado por Zink & Barrowclough 2008).

Areas estaveis e diversidade genética

Ao todo, entre 0 LIG e o periodo atual trés areas principais permaneceram estaveis para N.
fasciata: (1) o Planalto dos Guimarées; (I1) o Planalto da Caiaponia e Planalto Central da
Bacia do Parana; e (Ill) a Serra Geral de Goias e Planalto Central Brasileiro (Fig. 3.5).
Estas areas estaveis representam regides de altitude elevada e estdo, em grande parte, de
acordo com as areas estaveis anteriormente descritas (Ab’ Saber 1983, Werneck et al.
2012a, Santos et al. 2014, contudo ver Bueno et al. 2016). De forma mais especifica, Ab’
Saber (1983) classifica os planaltos no sul do Cerrado como areas de estabilidade climética
durante o Quaternario, possivelmente constituindo um unico refagio continuo. A existéncia
de um anico refagio ao sul do Cerrado tem sido rejeitada (Werneck et al. 2012a, Santos et
al. 2014), sendo encontrado na maior parte das vezes refugios menores isolados em regides
de planalto.

Embora seja postulada uma maior diversidade genética associada as areas estaveis
(Hewitt 2004, Carnaval et al. 2009), esta hipdtese foi rejeitada por nosso trabalho. De
forma similar, Santos e colaboradores (2014) também ndo encontraram suporte para esta
hipdtese investigando uma espécie de lagarto com areas estaveis preditas em regides
similares as de N. fasciata. Uma das possiveis explicacbes seria a capacidade de
persisténcia ou adaptacdo das populacdes frente a mudangas ambientais, evitando eventos
sucessivos de extingdo e recolonizacdo e até mesmo resultando na estabilidade

demogréafica, que por sua vez resultariam na manutencdo da variabilidade genética
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apresentada nas localidades amostradas. Adicionalmente, ndo podemos descartar o fato de
que as localidades amostradas nas areas ndo estaveis se encontram na borda das areas
estaveis, com excecdo de MACA. Assim, tanto a capacidade adaptativa e de persisténcia
das populagdes quanto a proximidade das &reas estaveis podem ter atenuado os efeitos da
perda da variabilidade genética esperados para as areas nao estaveis.

ImplicagGes para a conservagao

Localizada em um fragmento de savana Amazonica, MACA representa um grupo genético
com base no conjunto de dados mitocondrial, além de apresentar alguns dos menores
valores de diversidade genética dentre as localidades amostradas. Esses dados também sao
concordantes com os obtidos no Capitulo I, reforcando o cenario atual de possivel
diferenciacdo e baixa diversidade genética na populacdo de MACA. A variacdo genética
existente em uma populacdo pode ser determinante na sua capacidade adaptativa as
mudancas no ambiente, sendo populacdes com baixa diversidade genética mais susceptiveis
a extincdo (Frankham 2005). Acompanhando a tendéncia de desmatamento observada no
Cerrado, as savanas do Amapa tem sido rapidamente modificadas pela atividade antropica
desde a década de 1970 (Melém-Janior et al. 2003, Oliveira 2009), contribuindo para a
reducdo de areas naturais e possivelmente impactando as popula¢fes animais que ocorrem
nesta formacdo. O forte impacto antrépico sobre o habitat natural de N. fasciata levou esta
espécie ao status de quase-ameacada devido a uma tendéncia de reducdo do tamanho das
populagbes em decorréncia da perda de habitat (IUCN 2013). Desta forma, a baixa
diversidade genética observada em MACA, somada ao atual isolamento desta populagéo e
aos niveis de perda de habitat das savanas do Amapa podem aumentar as chances de
extingdo desta populagdo. Assim, de acordo com os resultados obtidos no Capitulo Il e
seguindo 0s mesmos critérios apresentados sugerimos MACA seja considerada uma
Unidade de Manejo (Moritz 1994), merecendo atencdo especial do ponto de vista
conservacionista para preservar o potencial evolutivo das populagdes de N. fasciata

isoladas nas savanas Amazonicas, aqui representadas apenas por MACA.
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CONCLUSAO

Com base na distribuicdo geografica da diversidade genética e dos hapldtipos basais a
porcdo sul da distribuicdo atual de N. fasciata foi identificada como provével area de
origem da espécie. Ainda, a estrutura genética encontrada indica uma estruturacéo histdrica
na possivel area de origem da espécie, com as populacdes sendo isoladas possivelmente
por eventos recorrentes de perda de adequabilidade climatica desde o inicio do Pleistoceno.
Os testes demograficos indicam um processo recente de expansdo populacional durante o
Pleistoceno tardio, que teria contribuido tanto para o reestabelecimento do fluxo génico
entre as populacbes ao sul da distribuicdo atual quanto para a colonizacdo (ou
recolonizacdo) da porcdo norte do Cerrado. Nao foi encontrado suporte para o teste de
isolamento por distancia, possivelmente em decorréncia do processo expansdo populacional
recente. Considerando os resultados dos testes de diferenciacdo e o padrdo de
compartilhamento de haplotipos foram encontradas fortes evidéncias da conexdo entre a
populacdo disjunta do Amapa e as demais localidades amostradas via corredor Central da
Amazonia. Embora seja postulada maior diversidade genética em areas climaticamente
estaveis, ndo foi encontrado suporte estatistico para esta hipétese. Por fim, a populacéo
disjunta nas savanas do Amapa representa um grupo genético com base no conjunto de
dados mitocondrial, além de apresentar alguns dos menores valores de diversidade genética
dentre as localidades amostradas. Desta forma, sugerimos que esta populacdo seja
considerada como uma Unidade de Manejo e que mais esfor¢os de conservagdo sejam

direcionados para esta area.
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Anexo 3.1. Variaveis bioclimaticas disponibilizadas pelo WorldClim. Porcentagem de contribuicdo (% cont) e importancia na
permutacdo (PI) das varidveis utilizadas nas simulacdes de distribuicdo potencial atual. M1- modelo contendo todas as variaveis; M2 -
modelo contendo as varidveis ndo correlacionadas utilizando o critério menos restritivo; M3 - modelo contendo as variaveis ndo
correlacionadas utilizando o critério mais restritivo.

Variavel Descricdo M1 M2 M3

% cont Pl % cont Pl % cont Pl
Altitude 23,10 15,10 27,90 23,90
BIO1  Temperatura média anual 0,00 0,00
B102 Intervalo médio diurno (Média mensal (max temp - min temp)) 1,00 0,90 2,00 2,70 50 54
B103 Isotermalidade (BIO2/BIO7)(*100) 8,90 10,90 8,70 8,10 10,0 15,7
BIO4  Sazonalidade de temperatura (devio padrdo * 100) 0,20 3,40 0,20 4,50 12,7 10,0
BIO5  Temperatura méxima do més mais quente 4,00 040
BIO6  Temperatura minima do més mais frio 9,60 8,10
BIO7 Intervalo da temperatura anual (BIO5-BIO6) 0,30 6,10 7,10 4,90
B108 Média do quarto de ano mais Umido 0,00 0,70 24,3 244
BIO9 Média do quarto de ano mais seco 0,60 10,20 11,30 12,10
BIO10 Meédia do quarto de ano mais quente 3,60 4,50
BIO11 Meédia do quarto de ano mais frio 8,90 570
BIO12 Precipitacdo anual 1450 11,50 22,40 20,00
B1O13 Precipitagcdo do més mais frio 0,10 2,70 570 1,90 20,0 20,9
B1O14 Precipitacdo do més mais seco 0,30 1,60 0,80 10,50
BIO15 Sazonalidade de precipitacdo (coeficiente de variagcdo) 6,30 4,10 6,70 6,70 13,2 11,2
B10O16 Precipitacdo do quadrimestre mais imido 10,30 0,40
BIO17 Precipitacdo do quadrimestre mais seco 0,70 12,20
BIO18 Precipitacdo do quadrimestre mais quente 0,10 0,00 1,20 2,20 13 56
BIO19 Precipitacdo do quadrimestre mais frio 7,50 1,40 6,00 2,50 135 6,9
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Anexo 3.2 — Método de obtencdo de sequéncias consenso para individuos heterozigotos
para insercdo/delecéo.

Durante o processo de obtencdo das sequéncias do intron 5 do gene beta-
fibrinogénio nos deparamos com dificuldades na interpretacdo dos eletroferogramas
gerados para alguns individuos. Para estes individuos foi observado uma sobreposicéo de
picos em parte do sequenciamento, como representado na Figura Al. Adicionalmente, a
sobreposicdo de picos era observada sempre a partir da mesma posicdo tanto para o
resultado do sequenciamento utilizando o iniciador FIB5 quanto para o iniciador FIB 6
(Fig. Al). Segundo experiéncias anteriores com sequenciamento de fragmentos nucleares,
este € um padrédo condizente para individuos heterozigotos para eventos de insercdo/delecdo
(indel). Desta forma, para avaliar se o problema era decorrente da presenca de indel no
intron analisado, foi realizado um alinhamento de sequéncias consenso obtidas para
individuos aparentemente homozigotos para a presenca de indel mais a sequéncia do grupo

externo Diuca diuca (Burns et al. 2014).

YA AR M\Aﬂﬂf\ﬁv’\f\fﬂf\ﬂh"'{\h
.‘TGJJJTTTT TCTTTTT*JJTT CTTGATTATTCATTCTGATT

n ‘.I‘ nn N n N AAn
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Figura Al. Eletroferogramas mostrando a sobreposicdo de picos no sequenciamento
utilizando (a) o iniciador FIB5 e (b) o iniciador FIB6. A seta verde indica o inicio do bloco
primeiro bloco de indel, enquanto a seta vermelha indica o final do segundo bloco de indel.
Para mais detalhes ver a a Figura A2.

Com base neste alinhamento foi observada uma variagdo no comprimento total da
sequéncia do FIB-5, sendo que parte dos individuos e 0 grupo externo apresentavam
sequéncias mais curtas para o fragmento completo, com 558 pares de base, enquanto 0s
demais apresentavam sequéncias maiores, com 572 pares de bases. De forma geral, o
alinhamento das sequéncias mostrou a presenca de dois blocos de indel, sendo o primeiro
com 10 pb de comprimento e o segundo com 4 pb de comprimento, separados entre si por
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37 pb (Fig. A2). Desta forma, a presenca de picos duplos no sequenciamento estava

associada a individuos heterozigotos para o indel, caracterizados por herdarem copias de

tamanhos diferentes para o segmento analisado. Assim, o proximo passo foi construir

manualmente a sequéncia consenso destes individuos através das partes sequenciadas para

cada iniciador, ou seja: primeiro foi inserido o fragmento recuperado pelo sequenciamento

utilizando o marcador FIB5, seguido pelo sequéncia complementar e reversa do fragmento

recuperado pelo sequenciamento utilizando o marcador FIB6. Por fim, esse fragmento

gerado foi alinhado com as demais sequéncias geradas, e a fase haplotipica posteriormente

determinada utilizando o DnaSPhase implementado pelo programa DNASP 5.10 (Librado

& Rozas 2009).

PGE3V-3061-2
PGSV-3063-1
PG3V-3063-2
PGSV-3064-1
PG3V-3064-2
PG3V-3068-1
PG3V-3068-2
Diuca_diuca

I L L R e e AL AR FEEEER EEeaea
130 140 150 160 170 180 150 200
TAATTTGATAATTARACTTGATAATTARATCTGATTGACTTGTTCAGGGAAGGTCATCTTGAGATCATCTGCTGATGC
TRATTTGATAATTARACTTGATRAATTARATCTGATTGACTTGTTCAGGGRAAGGTCATCTTGAGATCATCTGCTGATGC
TARATTTGETAATT AR AC T TGATAATT AR ATCTGAT TGACT TGTICAGGGRARGGTCATCTTGAGGTCATCTGCTGATGC
GRATT ACTTGATAATTARRATCTGATTGACTTGTTCAGEGRAG TCTTGAGGTCATCTGCTGATGC
GRATT ACTTGATAATTARATCTGATTGACTTGTTCAGGGRRG TCTTGAGGTCATCTGCTGATGC
TRATTTGAT AR T AR ACT TGAT AR T T AR AT CTGAT TGACTTGTTCAGGGRAAGGTCATCTTGAGGTCATCTGCTGATGC
GRATT ACTTGATAATTARRATCTGATTGACTTGTTCAGEGRAG TCTTGAGGTCATCTGCTGATGC
TRERTT ACTTGATRAATTARATCTGATTGACTTGTTCAGGGRRG TCTTGAGGTCATCTGCTGATGC

— —

131 140 178 181
Bloco 1 Bloco 2

Figura A2. Representagdo dos blocos de indel observado no alinhamento das fases
haplotipicas do intron 5 do gene beta-fibrinogénio para individuos de Neothraupis fasciata
e do grupo externo Diuca diuca.
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Anexo 3.3. Relacdo dos individuos de Neothraupis fasciata sequenciados para cada um dos
marcadores utilizados. Localidade onde a amostra foi coletada, numero de tombo no
Laboratorio de Genética de Biodiversidade da Universidade de Brasilia e hapldtipo (Hap)
identificado para cada marcador genético.

Localidade Tombo ND2  FIB5 matriz completa FIB5 matriz reduzida
LabGenBio/UnB

AGCV
0005 Hap01 Hap02
2396 Hap03 Hap03
2418 HapO1 Hap02 Hap03 Hap02 Hap03
2420 Hap02 Hap03 Hap03 Hap03 Hap03
2464 Hap02 HapO01 Hap03 HapO1 Hap03
2471 Hap03 HapO1 Hap03 HapO1 Hap03
2667 Hap02 Hap02 Hap03 Hap02 Hap03
2721 Hap02 HapO01 Hap03 HapO1 Hap03
2802 Hap01 Hap03
2804 Hap01 Hap03
2806 Hap02 Hap04
2807 Hap01 Hap03
2808 Hap02 Hap05
2809 Hap03 Hap03
2810 Hap04 Hap02 Hap03 Hap02 Hap03
2811 HapO01 Hap02
2812 Hap04 Hap01 Hap03 Hap01 Hap03
2818 Hap01 Hap03
2819 Hap05 Hap01 Hap03 HapO1 Hap03
3198 Hap02 Hap05
3205 Hap02 Hap06
3206 Hap06 HapO01 Hap06 HapO1 Hap06
3207 Hap01 Hap03
3208 Hap01 Hap06
3209 Hap03 Hap01 Hap07 Hap01 Hap07
3210 Hap05 Hap06
3212 Hap03 Hap06
3214 Hap02 Hap08
3215 HapO07 Hap02 Hap03 Hap02 Hap03
3219 HapO01 Hap03
3221 Hap03 Hap03
3398 Hap01 Hap01
3400 Hap01 Hap02
3421 Hap08 Hap02 Hap03 Hap02 Hap03

Continua
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Localidade Tombo ND2 FIB5 matriz completa FIB5 matriz reduzida
LabGenBio/UnB

3427 Hap02 Hap03
BRMI'
2801 HapO01 Hap02
3522 Hap09 Hap01 Hap02 Hap01 Hap02
EEAE
3689 Hap10 HapO1 Hap03 HapO1 Hap03
3697 Hap03 Hap01 Hap03 Hap01 Hap03
3701 Hap08 Hap01 Hap02 HapO1 Hap02
3704 Hap02 Hap02 Hap03 Hap02 Hap03
3710 Hap08 Hap02 Hap03 Hap02 Hap03
3719 Hap08 Hap02 Hap05 Hap02 Hap05
Al125 Hapll Hap06 Hap06 Hap06 Hap06
MACA
4017 Hapl2 Hap03 Hap09 Hap03 Hap09
4018 Hap08 Hap01 Hap01 Hap01 Hap01
4019 Hapl2 Hap01 Hap03 HapO1 Hap03
4020 Hapl2 HapO1 HapO1 HapO1 HapO01
4024 Hap08 Hap01 Hap03 Hap01 Hap03
4025 Hapl2 Hap03 Hap09 Hap03 Hap09
4063 Hapl2 Hap03 Hap03 Hap03 Hap03
4103 Hap08 Hap02 Hap03 Hap02 Hap03
NXAV
2973 Hapl3 Hap01 Hap02 Hap01 Hap02
2974 Hap08 HapO01 Hap03 HapO1 Hap03
PATO
3261 Hap08 Hap03 Hap04 Hap03 Hap04
3284 Hap08 HapO01 Hap02 HapO1 Hap02
3288 Hapl2 Hap01 Hap02 Hap01 Hap02
3292 Hapl2 Hap01 Hap01 Hap01 Hap01
3293 Hapl4 HapO01 Hap02 HapO1 Hap02
3294 Hap01 Hap10
3298 Hapl5 Hap02 Hapll Hap02 Hapll
3300 Hap03 Hap03
3301 Hap06 Hap12
3302 Hap8 Hap01 Hap06 Hap01 Hap06
3303 Hap01 Hapl3
3304 Hapl6 Hap01 Hap01 Hap01 Hap01
3317 Hap03 Hap03

Continua
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Localidade Tombo ND2 FIB5 matriz completa FIB5 matriz reduzida
LabGenBio/UnB

3323 Hapl7 HapO01 Hapl4 HapO1 Hapl4
3325 Hap02 Hapl5
3331 Hapl6 HapO01 HapO01 HapO1 Hap01
3333 Hapl8 Hap02 Hapll Hap02 Hapll
3335 Hap02 Hapl6
PGSV
3049 Hap09 Hap01 Hap02 Hap01 Hap02
3061 Hap02 Hap01 Hap02 HapO1 Hap02
3063 Hap02 Hap01 Hap09 HapO1 Hap09
3064 Hap08 Hap04 Hap04 Hap04 Hap04
3068 Hapl9 Hap09 Hapll Hap09 Hapll
3074 Hap08 Hap02 Hap03 Hap02 Hap03
3075 Hap02 Hap03
3076 HapO1 Hap02
3077 Hap01 Hap03
3085 Hap08 Hap01 HapO01 HapO1 Hap01
3102 Hap02 Hap06
3126 Hap01 Hap03
3136 Hap02 Hapl7
3147 Hap02 Hap01 Hap03 Hap01 Hap03
3149 Hap20 Hapll Hapll Hapll Hapll
3151 Hap21 Hapll Hapll Hapll Hapll
3156 Hap21 Hap01 Hap03 Hap01 Hap03
3159 Hap22 Hap02 Hap03 Hap02 Hap03
3160 Hap08 HapO01 Hap03 HapO1 Hap03
3163 Hap09 Hap03 Hap03 Hap03 Hap03
3165 Hap09 HapO01 Hap03 HapO1 Hap03
3168 Hap09 Hapll Hapl8 Hapll Hapl8
3170 Hap08 Hap03 Hapll Hap03 Hapll
3173 HapO01 Hap19
3177 Hap02 Hap02 Hapll Hap02 Hapl1l
3178 Hap09 Hap01 Hap02 Hap01 Hap02
3180 Hap23 HapO01 Hap02 HapO1 Hap02
3184 Hap08 Hap01 Hap03 Hap01 Hap03
PNCG
3608 Hap24 Hap01 Hap03 Hap01 Hap03
3610 Hap02 Hap01 Hap02 Hap01 Hap02
3638 HapO01 Hap05
Continua
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Localidade Tombo ND2 FIB5 matriz completa FIB5 matriz reduzida
LabGenBio/UnB
3639 Hap25 HapO01 HapO01 HapO1 Hap01
3640 Hap20 Hap21
3641 HapO01 HapO01
3648 Hap26 Hap01 Hap01 Hap01 Hap01
3649 Hap08 Hap01 Hap02 Hap0l  continua
3650 HapO1 Hap02
3651 Hap27 Hap02 Hap03 Hap02 Hap03
PNEM
2620 Hap28 Hap01 HapO1 HapO1 Hap01
2624 Hap29 Hap01 Hap01 Hap01 Hap01
2626 Hap01 Hap01
2631 Hap30 Hap01 Hapll Hap01 Hapll
2636 Hap08 Hap01 Hap03 Hap01 Hap03
2637 Hap08 HapO1 Hap03 HapO1 Hap03
2638 Hap08 Hap21 Hap22 Hap21 Hap22
2639 Hap08 Hap01 Hap03 HapO1 Hap03
2640 Hap08 Hapll Hap23 Hapll Hap23
2644 Hap08 Hap01 Hap02 Hap01 Hap02
2645 Hap03 Hap03
PNSC
2742 Hap08 Hap01 Hap03 Hap01 Hap03
2743 Hap08 Hap03 Hapll Hap03 Hapll
2744 Hap31 Hap01 Hap02 Hap01 Hap02
2745 Hap08 Hap03 Hap03 Hap03 Hap03
2750 Hap08 HapO01 HapO01 HapO1 HapO01
2752 Hap32 Hap01 Hap03 Hap01 Hap03
2753 Hap32 HapO01 Hap03 HapO1 Hap03
2754 Hap31 Hap01 Hap03 Hap01 Hap03
2763 Hap32 Hapl4 Hapl6 Hapl4 Hapl6
URUC'
3514 Hap08  Hap02 Hap03 Hap02  Hap03
3515 Hap08  Hap01 Hap02 Hap0l1  Hap02
3516 Hapl4  Hap02 Hap03 Hap02  Hap03
3517 Hap08  Hapll Hap24 Hapll  Hap24
3518 Hap08  Hap02 Hap03 Hap02  Hap03
3519 Hapl4  Hap02 Hap03 Hap02  Hap03
3520 Hap08  Hap0l Hap02 Hap0l  Hap02

As siglas correspondem as seguintes localidades: Area de Protecdo Ambiental das Bacias
do Gama e Cabeca de Veado (AGCV), Brasilandia de Minas (BRMI), Estacdo Ecoldgica
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de Aguas Emendadas (EEAE), Fazenda Experimental da Embrapa Macapa (MACA), Nova
Xavantina (NXAV), Parque Nacional Chapada dos Guimaraes (PNCG), Parque Nacional
Serra da Canastra (PNSC), Parque Nacional das Emas (PNEM), Parque Nacional Grande
Sertdo Veredas (PGSV), Ponte Alta do Tocantins (PATO) e Urucui (URUC).  Amostras
emprestadas pelo Museu Paraense Emilio Goeldi.
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Anexo 3.4. Pontos de ocorréncia de Neothraupis fasciata utilizados para a modelagem de nicho ecoldgico no programa MaxEnt.
Coordenadas sdo dadas em grau decimal.

Estado/Provincia (Pais) Localidade Latitude Longitude
Amambay (Paraguai) Amambay -23,000 -56,000
Amapa (Brasil) Campo Experimental da EMBRAPA Macapa 0,033 -51,050
Amapa (Brasil) BR-156, norte do Macapéa 0,483 -51,100
Bahia (Brasil) Correntina -13,750 -45,600
Bahia (Brasil) Gerais do Mucugé -13,100 -41,483
Bahia (Brasil) Vilas do Sumidouro e Paulista -13,040 -41,420
Bahia (Brasil) Morro do Chapéu, Regido do alto Rio Salitre -11,409 -41,165
Bahia (Brasil) Municipio de Umburanas, Regido do médio Rio Salitre -10,505 -41,331
Bahia (Brasil) Municipio de Juazeiro, Baixo Rio Salitre -9,692 -40,558
Caazapa (Paraguai) 5 km a leste de Caaguazu -25,433 -56,033
Caazapa (Paraguai) Alto Rio lguasu, Paraguai -25,033 -55,850
Distrito Federal (Brasil) Fazenda Agua Limpa -15,950 -47,917
Distrito Federal (Brasil) Reserva Ecoldgica do IBGE -15,933 -47,883
Distrito Federal (Brasil) Estacdo Ecoldgica do Jardim Botéanico de Brasilia -15,917 -47,867
Distrito Federal (Brasil) Brasilia -15,783 -47,917
Distrito Federal (Brasil) Campus da Universidade de Brasilia -15,767 -47,917
Distrito Federal (Brasil) Parque Nacional de Brasilia -15,717 -47,950
Distrito Federal (Brasil) Planaltina -15,617 -47,667
Distrito Federal (Brasil) Estaco Ecoldgica de Aguas Emendadas -15,533 -47,617
Goiés (Brasil) Parque Nacional das Emas -18,261 -52,888
Goias (Brasil) Fazenda Santa Adélia, Jatai -17,883 -51,717
Goias (Brasil) Parque Estadual da Serra de Caldas Novas -17,783 -48,700
Continua
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Estado/Provincia (Pais) Localidade Latitude Longitude
Goias (Brasil) Nerdpolis -16,417 -49,233
Goiés (Brasil) Anapolis -16,333 -48,967
Goiés (Brasil) Fazenda Americana, Grdo Mogol -16,267 -42,917
Goias (Brasil) Fazenda Bandeirantes, Baliza -16,250 -52,417
Goiés (Brasil) Itaberai -16,017 -49,783
Goias (Brasil) Rio Araguaia, margem direita, Aragarcgas -15,917 -52,250
Goias (Brasil) Fazenda Formiga, Rio da Almas -15,533 -49,450
Goiés (Brasil) Sao Jodo da Alianca -14,700 -47,533
Goias (Brasil) Rio Sdo Miguel, préximo de Cavalcanti -14,183 -47,800
Goiés (Brasil) Chapada dos Veadeiros -14,117 -47,517
Goias (Brasil) Formoso -13,617 -48,900
Maranhéo (Brasil) Estiva, Alto Parnaiba -9,583 -46,417
Maranhéo (Brasil) Alto Parnaiba -9,100 -45,950
Maranhdo (Brasil) Fazenda Inhuma, Alto Rio Parnaiba -8,750 -45,967
Maranhéo (Brasil) Serra do Gado Bravo, Balsas 7,767 -46,233
Maranhao (Brasil) Parque Estadual do Mirador -6,417 -45,167
Maranhdo (Brasil) Barra do Corda -5,500 -45,250
Maranh&o/Tocantins (Brasil) Cerrados da Serra Geral na divisa MA/TO -9,470 -46,598
Mato Grosso (Brasil) Parque Nacional Chapada dos Guimaraes -15,641 -56,612
Mato Grosso (Brasil) Lagoinha -15,467 -55,550
Mato Grosso (Brasil) Pargque Nacional Chapada dos Guimaraes -15,458 -55,765
Mato Grosso (Brasil) Parque Nacional Chapada dos Guimaraes -15,454 -55,767
Mato Grosso (Brasil) Chapada dos Guimaraes -15,417 -55,800
Mato Grosso (Brasil) Escola Buriti, Chapada dos Guimaraes -15,417 -55,800
Mato Grosso (Brasil) Estrada Agua Fria -15,387 -55,788
Continua
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Estado/Provincia (Pais) Localidade Latitude Longitude
Mato Grosso (Brasil) Cerrado préximo a Cuiaba -15,319 -56,006
Mato Grosso (Brasil) Cidade de Pedra, Parque Nacional Chapada dos Guimaraes -15,300 -55,833
Mato Grosso (Brasil) Rio das Mortes, margem esquerda, Bandeira Anhanguera -13,383 -51,367
Mato Grosso (Brasil) Rio Buriti -12,833 -58,467
Mato Grosso (Brasil) Aldeia do Ponto -6,117 -45,150
Mato Grosso do Sul (Brasil) Trés Lagoas -20,783 -51,700
Mato Grosso do Sul (Brasil) Campo Grande -20,450 -54,617
Mato Grosso do Sul (Brasil) Fazenda Santa Emilia, Aquidauana -19,505 -55,612
Mato Grosso do Sul (Brasil) Porto Faia -18,467 -57,367
Mato Grosso do Sul (Brasil) Parque Estadual das Nascentes do Rio Taquari, Alcinopolis e Costa -18,100 -53,300
Rica
Mato Grosso do Sul (Brasil) Estacdo Ecolodgica Serra das Araras -15,650 -57,217
Minas Gerais (Brasil) Parque Nacional Serra da Canastra -20,334 -46,775
Minas Gerais (Brasil) Parque Nacional Serra da Canastra -20,251 -46,496
Minas Gerais (Brasil) Pargue Nacional Serra da Canastra -20,250 -46,617
Minas Gerais (Brasil) Retiro das Pedras, Brumadinho -20,100 -43,983
Minas Gerais (Brasil) APA Especial de Mananciais pertencentes a COPASA -20,017 -43,983
Minas Gerais (Brasil) Parque das Mangabeiras, Belo Horizonte -19,933 -43,883
Minas Gerais (Brasil) Lagoa Santa -19,633 -43,883
Minas Gerais (Brasil) Rio das Velhas, Matozinhos -19,583 -43,900
Minas Gerais (Brasil) Estrada Belo Horizonte-Serrra do Cip6, km 80 -19,367 -43,700
Minas Gerais (Brasil) Serra do Cip0 -19,350 -43,617
Minas Gerais (Brasil) Reserva Ecoldgica Panga, Uberlandia -19,183 -48,350
Minas Gerais (Brasil) Ronivo's route -19,166 -48,582
Minas Gerais (Brasil) Reserva Legal do Clube Caca e Pesca Itororo, Uberlandia -18,950 -48,200
Minas Gerais (Brasil) Fazenda Monte Carmelo -18,917 -47,667
Continua
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Estado/Provincia (Pais) Localidade Latitude Longitude
Minas Gerais (Brasil) Romaria -18,883 -47,633
Minas Gerais (Brasil) Diamantina -18,250 -43,600
Minas Gerais (Brasil) Fazenda Pedr@es, Trés Marias -18,183 -45,417
Minas Gerais (Brasil) Fazenda Buriti, Diamantina -17,641 -43,501
Minas Gerais (Brasil) Fazenda do Senhor Onofre Sandinha, Leme do Prado -17,117 -42,767
Minas Gerais (Brasil) Fazenda Brejéo, Brasilandia de Minas -17,067 -45,900
Minas Gerais (Brasil) Botumirim -16,867 -43,017
Minas Gerais (Brasil) Rio de Peixe, Botumirim -16,867 -42,983
Minas Gerais (Brasil) Boa Vista do Bananal, Cristalia -16,733 -42,967
Minas Gerais (Brasil) Rio Congonhas, Grao Mogol e Itacambira -16,683 -43,317
Minas Gerais (Brasil) Trindade -16,667 -49,500
Minas Gerais (Brasil) Santa Marta, Grdo Mogol -16,617 -43,300
Minas Gerais (Brasil) Rio Itacambirucu, Grdo Mogol e Cristélia -16,583 -42,883
Minas Gerais (Brasil) Gréo Mogol -16,567 -42,900
Minas Gerais (Brasil) Sitio Recanto, Grdo Mogol -16,550 -43,400
Minas Gerais (Brasil) Parque Estadual de Grdo Mogol -16,500 -42,900
Minas Gerais (Brasil) Chapada do Catuni, Francisco S& e Grao Mogol -16,450 -43,400
Minas Gerais (Brasil) S&o Romaéo -16,367 -45,067
Minas Gerais (Brasil) Municipio de Séo Francisco -15,933 -44.867
Minas Gerais (Brasil) Fazenda Sao Miguel -15,833 -46,500
Minas Gerais (Brasil) Reflgio da Vida Silvestre Rio Pandeiros -15,667 -44,633
Minas Gerais (Brasil) Fazenda Trés Irmés, Bacia do Rio Pandeiros -15,666 -44,633
Minas Gerais (Brasil) Januaria -15,417 -44,433
Minas Gerais (Brasil) Parque Nacional Grande Sertdo Veredas -15,350 -45,833
Minas Gerais (Brasil) Formoso -14,933 -46,217
Continua
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Estado/Provincia (Pais) Localidade Latitude Longitude
Minas Gerais (Brasil) Boqueirdo da Onca, Baixo Rio Sdo Francisco -9,900 -41,510
Paréa (Brasil) Fazenda Fartura, Santana do Araguaia -9,667 -50,383
Parana (Brasil) Rio Tibagi -24,500 -50,333
Parana (Brasil) Fazenda Chapada de Santo Antbnio e Rio das Perdizes -24,250 -49,800
Piaui (Brasil) Pargue Nacional das Nascentes do Rio Parnaiba -10,000 -45,800
Piaui (Brasil) Santo Antonio de Gilboez -9,833 -45,350
Piaui (Brasil) Santa Maria -9,633 -45,450
Piaui (Brasil) Urucui, Fazenda Unido -8,867 -44.,967
Piaui (Brasil) Fazenda Emaflor, Bom Jesus -8,700 -45,017
Piaui (Brasil) Rio Parnaiba -8,200 -45,617
Piaui (Brasil) Cerrado dos Indianos -6,783 -43,833
San Pedro (Paraguai) Establecimiento Laguna Blanca -23,817 -56,300
San Pedro (Paraguai) Estancia Laguna Blanca, Departamento San Pedro -23,813 -56,295
Santa Cruz (Bolivia) Ipias, Chiquitos -18,033 -60,183
Santa Cruz (Bolivia) Chiquitos -18,000 -60,000
Santa Cruz (Bolivia) Estancia Zapacoz, 1.5 km N Concepcion -16,250 -62,067
Santa Cruz (Bolivia) Huanchaca Il -14,525 -60,740
Santa Cruz (Bolivia) Huanchaca 11, Parque Nacional Noel Kempff Mercado -14,517 -60,383
Santa Cruz (Bolivia) Huanchaca I, Parque Nacional Noel Kempff Mercado -13,967 -60,833
Santa Cruz (Bolivia) Concepcion -16,113 -61,983
Séo Paulo (Brasil) Itararé -24,117 -49,333
Séo Paulo (Brasil) Fazenda Barro Branco, Itapetininga -23,717 -47,983
Sé&o Paulo (Brasil) Fazenda Campo Grande, Itapetininga -23,633 -47,967
Séo Paulo (Brasil) Cemitério do Lambari -23,567 -47,900
Séo Paulo (Brasil) Sorocaba -23,535 -47,516
Continua
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Estado/Provincia (Pais) Localidade Latitude Longitude
Séo Paulo (Brasil) Angatuba -23,400 -48,367
Sé&o Paulo (Brasil) Fazenda Santa Tereza, Avaré -23,117 -48,983
Séo Paulo (Brasil) Pardinho -23,083 -48,383
Sé&o Paulo (Brasil) Fazenda Pedras, Avaré -22,967 -48,867
Sé&o Paulo (Brasil) Fazenda Experimental Santa Barbara do Rio Pardo -22,883 -49,250
Séo Paulo (Brasil) Agua Branca -22,850 -48,933
Séo Paulo (Brasil) Estacdo Ecoldgica de Santa Barbara -22,800 -49,217
Séo Paulo (Brasil) Fazenda Rio Claro, Lancdis Paulista -22,450 -48,950
Séo Paulo (Brasil) Bauru -22,317 -49,067
Sé&o Paulo (Brasil) Itirapina -22,300 -47,850
Séo Paulo (Brasil) Retiro -22,300 -48,017
Sé&o Paulo (Brasil) Itirapina -22,283 -47,800
Sé&o Paulo (Brasil) Brotas -22,283 -48,000
Séo Paulo (Brasil) Estacdo Ecologica de Itirapina -22,270 -47,834
Sé&o Paulo (Brasil) Fazenda Campininha, Mogi Guagu -22,267 -47,167
Séo Paulo (Brasil) Rio Itaqueri, Sdo Carlos -22,250 -47,867
Séo Paulo (Brasil) Orissanga -22,200 -46,950
Sé&o Paulo (Brasil) Broa - cerrado junto a vila, S&o Carlos -22,167 -47,867
Séo Paulo (Brasil) Fazenda Santa Maria da Fabrica, Sdo Carlos -22,167 -47,917
Sé&o Paulo (Brasil) Estacdo Conde do Pinhal, S&o Carlos -22,100 -47,850
Sé&o Paulo (Brasil) Cerrado norte, S&o Carlos -21,917 -47,817
Séo Paulo (Brasil) Campus da Universidade Estadual Paulista -21,817 -48,200
Sé&o Paulo (Brasil) Rincéo -21,583 -48,067
Séo Paulo (Brasil) Corrego Lajes, Cajuru -21,217 -47,283
Séo Paulo (Brasil) Fazenda Desengano, Batatais -20,850 -47,583
Continua
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Estado/Provincia (Pais) Localidade Latitude Longitude
Séo Paulo (Brasil) Batatais -20,800 -47,733
Sé&o Paulo (Brasil) Franca -20,533 -47,400
Séo Paulo (Brasil) S&o José do Pinhal -20,117 -47,833
Sipaliwini (Suriname) Mamia Pakoro, Vier Gebroeders airstrip 1,963 -55,928
Sipaliwini (Suriname) 6 km a sudeste de Vier Gebroeders hills 2,000 -55,962
Tocantins (Brasil) Serra Contenda, interflGvio Tocantins-Parana -13,396 -47,706
Tocantins (Brasil) Serra Contenda, interflivio Tocantins-Parana -12,400 -47,683
Tocantins (Brasil) Alianca do Tocantins -11,300 -48,933
Tocantins (Brasil) Parque Estadual do Jalapéo -10,467 -46,317
Tocantins (Brasil) Parque Estadual do Lajeado -10,267 -48,367
Tocantins (Brasil) Tocantinia -9,550 -48,367
Tocantins (Brasil) Fazenda Maravilha, Pedro Afonso -8,950 -47,333
Tocantins (Brasil) Araguatins -5,650 -48,117
Tocantins (Brasil) Araguatins -5,633 -48,117

114



Anexo 3.5. Projecdo da adequabilidade climatica para a espécie Neothraupis fasciata para:
(a) o periodo Atual (b) Ultimo Méximo Interglacial (LIG), Ultimo Maximo Glacial (LGM)
com a base de dados (c) CCSM4 e (d) MIROC e Holoceno usando a base de dados (e)
CCSM4 e (f) MIROC. A linha preta delimita a distribuicdo conhecida da espécie de acordo
com a BirdLife International e NatureServe (2014). Os pontos indicados na projecéo para o
periodo atual representam os registros de ocorréncia utilizados na simulacéo.
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Anexo 3.6. Correlacdo entre a diversidade genética por localidade amostrada e os gradientes
geogréaficos para Neothraupis fasciata. Cada teste foi realizado por marcador, sendo: a) ND2;
b) FIB-5 matriz completa; c) FIB-5 matriz reduzida.
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Anexo 3.7. Distribuicdo espacial dos hapl6tipos identificados para Neothraupis fasciata ao
longo das localidades amostradas para o marcador ND2 (a) e a matriz completa do FIB-5 (b).
Cada cor corresponde a um hapl6tipo compartilhado por pelo menos duas localidades
amostradas, com excessao da cor branca, que indica hapl6tipos exclusivos para a localidade.

Os numeros dos haplotipos correspondem a Figura 3.7.
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O presente estudo é o primeiro trabalho a discutir os eventos historicos e recentes
relacionados com o padrdo filogeografico e estrutura genética de uma espécie de ave
caracteristica do Cerrado, trazendo novas consideragdes sobre a complexa historia
biogeografica de sua avifauna. Neothraupis fasciata apresenta variabilidade genética
moderada e, com base na distribuicdo geogréfica da diversidade genética e dos haplotipos
basais, a porcdo sul da sua distribuicdo atual foi identificada como provavel area de origem
da espécie (Capitulo III). Ainda, a estrutura genética encontrada com base nos dados de
sequéncias indica uma estruturacdo histérica na possivel area de origem da espécie, sendo a
delimitacdo dos grupos possivelmente associada a eventos recorrentes de perda de
adequabilidade climatica entre estas populaces desde o inicio do Pleistoceno. De forma
concordante, os resultados de estrutura populacional utilizando marcadores microssatélites
indicam a mesma estrutura no sul da distribuicao.

Os testes demogréaficos indicaram um processo recente de expansdo populacional
durante o Pleistoceno tardio, que teria contribuido tanto para o reestabelecimento do fluxo
génico entre as populacBes ao sul da distribuicdo atual quanto para a colonizacdo (ou
recolonizacdo) da porcdo norte do Cerrado (Capitulo I11). Considerando os resultados dos
testes de diferenciacdo e o padrdo de compartilhamento de haplétipos, indicamos que a
conexdo entre a populagdo disjunta do Amapa e as demais localidades possa ter ocorrido via
corredor Central da Amazénia (Capitulo I11). De forma geral, ndo foi encontrado suporte para
o teste de isolamento por distancia, possivelmente em decorréncia do processo expansao
populacional recente. Diferentes hipdteses relacionadas com os niveis de diversidade genética
de uma espécie, como a heterogeneidade do habitat, distribuicdo centro-periferia e
fragmentacdo do habitat (Capitulo Il) além das areas estaveis ao longo das mudangas
climaticas do Quaternario (Capitulo I111) também ndo foram corroboradas com base no
conjunto de dados apresentado.

Merece destaque que a populacdo disjunta de N. fasciata localizada nas savanas no
Amapa constitui um grupo genético distinto, apresentando niveis moderados de diferenciagao
genética em relacdo as demais localidades. Adicionalmente, os valores de diversidade
genética apresentados por MACA estdo ente os mais baixos dentre as localidades amostradas.
Desta forma, sugerimos que esta populagéo seja considerada como uma Unidade de Manejo e
que mais esforcos de conservacdo sejam direcionados para esta area. Tendo em vista a
alarmante taxa de supressdo da vegetacdo natural reportadas para este bioma destacamos a

importancia de estudos que avaliem os efeitos da fragmentacdo do habitat & médio e longo
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prazo sobre a diversidade genética de diferentes grupos taxondmicos com ocorréncia no
Cerrado.

Como perspectiva futura, nosso trabalho levanta a relevancia de melhor investigar as
possiveis rotas de conexao entre as savanas ao norte e sul da Amazonia. Para isso sugerimos
estudos comparativos que permitam avaliar qual, ou quais, corredores foram utilizados como
rota de conexdo entre as savanas da América do Sul. Para contribuir com esta discussdo, um
estudo envolvendo diferentes espécies com distribuicdo ao longo das savanas Amazénicas e
do Cerrado ja vem sendo conduzido pelo Laboratério de Genética e Biodiversidade da
Universidade de Brasilia utilizando marcadores multilocus obtidos via sequenciamento de

nova geracéao.
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Abstract.— Sexual dimorphism is widely distributed among birds. However, the lack
of consensus and comprehensive descriptions of the dimorphism in some
Neotropical species make the sex identification in the field a difficult task.
Furthermore, characterization of sexual dimorphism of a species is essential to
propose and test hypotheses about the mechanisms responsible for its origin and
maintenance. In this context, we examined the sexual size and plumage dimorphism
in the White-banded tanager (Neothraupis fasciata) based on wild individuals sexed
using DNA-based techniques. Based on eight morphometric traits, in all sampled
localities males were on average larger than females, but only in Ponte Alta do
Tocantins was found significant size dimorphism. The plumage characterization
showed that sexual dimorphism in this species was related to the extension of the
black mask, which extended to the lores in males and was restricted to the auriculars
in females. Thus, our results showed that N. fasciata exhibits dimorphism in size
(only one locality) and plumage, indicating that sexual dimorphism in this species
seems more complex than have been described in literature. We also emphasize
that the extension of the black mask is the best trait for sexing this species, including
because it can be applied in immatures. Finally, we pointed out some aspects that
should be investigated to better understand the evolution and maintenance of the
sexual dimorphism in N. fasciata.

Key words: Cerrado; molecular sexing; Neotropical; plumage dichromatism; sexual
size dimorphism; SSD; Thraupidae.

Resumo.— Dimorfismo sexual em um traupideo com reproducédo cooperativa
(Neothraupis fasciata, Aves: Thraupidae) € mais complexo do que a literatura
tem mostrado: arelevancia da mascara preta.— O dimorfismo sexual é
amplamente distribuido entre as aves. No entanto, a falta de consenso e descricbes
detalhadas do dimorfismo em algumas espécies neotropicais faz a identificacao do
sexo dos individuos no campo uma tarefa dificil. Além disso, a caracterizacdo do
dimorfismo sexual de uma espécie € essencial para propor e testar hipoteses
relacionadas aos mecanismos responsaveis pela sua origem e manutencéo. Neste
contexto, examinamos o dimorfismo sexual de tamanho e plumagem no tié-do-
cerrado (Neothraupis fasciata) com base em individuos com sexo confirmado por
técnica molecular. Com base nas oito medidas morfométricas avaliadas, em todas
as localidades amostradas os machos foram em média maiores do que as fémeas,
mas apenas em Ponte Alta do Tocantins foi encontrado dimorfismo de tamanho
significativo. A caracterizacdo da plumagem mostrou que o dimorfismo sexual nessa
espécie esta relacionado com a extensao da mascara preta, que se estende até o
loro nos machos e esté restrita a regido auricular nas fémeas. Os resultados
mostram que N. fasciata apresenta tanto dimorfismo de tamanho (apenas uma
localidade) quanto de plumagem, indicando que o dimorfismo sexual nessa espécie
parece mais complexo do que tem sido descrito na literatura. Ressaltamos ainda
gue a extensdo da mascara preta é a melhor caracteristica para identificar o sexo
dos individuos desta espécie, inclusive porque esta caracteristica pode ser aplicada
em imaturos. Finalmente, nés apontamos alguns aspectos que podem ser
investigados para melhor entender a evolugéo e manutengéo do dimorfismo sexual
em N. fasciata.
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INTRODUCTION

Sexual dimorphism of plumage and/or size is widely distributed among birds (Amadon 1959,
Sick 1984, Ridgely & Tudor 1989, Shine 1989, Temeles 2000). Several hypotheses have been
proposed to explain the origin and maintenance of the dimorphism, and since Darwin (1871)
differences between the sexes are mainly ascribed to the sexual selection mechanism: male-male
competition (intrasexual selection) and female choice (intersexual selection). In this context,
social mating system and pattern of parental care can be considered important factors
determining whether plumage coloration is conspicuous or drab (Darwin 1871, Butcher &
Rohwer 1989, Wallace 1889, Andersson & Iwasa 1996). However, since the publication of
Darwin's principle of sexual selection, the ability of the mechanisms proposed to explain the
immense variation of sexual dimorphism found in nature, especially as considered plumage
dimorphism in birds, has been the subject of intense debate (Dunn ez a/. 2015).

In addition, males and females may attain different body sizes, known as sexual size
dimorphism (SSD; Amadon 1959, Selander 1966). Male is the largest sex in most bird species
(Darwin 1871, Amadon 1959, Jehl-Jr. 1970), although in some cases females are larger than
males (reversed SSD), such as some hummingbirds and raptors (Amadon 1959, Jehl-Jr. 1970,
Andersson & Norberg 1981, Temeles 2000, Stiles ez a/. 2005). Different hypotheses have been
used to explain SSD, but the main hypotheses in passerine birds are sex- (Darwin 1871, Hedrick
& Temeles 1989, Andersson & Iwasa 1996, Blondel ¢f 2/ 2002) and environment-related
(Hedrick & Temeles 1989, Shine 1989, Blondel e7 /. 2002). On the other hand, in cooperative
breeding species, the intrasexual competition (for breeding sites, food, social status, and others)
among females can be even greater than in males (Hauber & Lacey 2005, Clutton-Brock 2009).
According to these authors, females may acquire traits that improve reproductive success directly
by intrasexual competition, resulting in a reduced degree of SSD and also in ornamental
plumage. For instance, the influence of reproductive skew and selection on females is well-
known for the African starlings (Sturnidae), in which the degree of sexual dimorphism is greater
in non-cooperative breeding than in cooperative breeding species (Rubenstein & Lovette 2009).
Thus, cooperative breeding species have been shown as important models to study the different
forces shaping dimorphism in birds.

In Passeriformes order, sexual dimorphism has been reported for different bird families,
such as Emberizidae, Thamnophilidae and Thraupidae (Sick 1984, Isler & Isler 1987, Ridgely &
Tudor 1989, Sigrist 2013). In Thraupidae, about half of all species exhibit a marked plumage
dimorphism with males being more conspicuously colored than females, such as observed in the

genera Szalis, Dacnis, Tangara, and Tersina (Sick 1984, Isler & Isler 1987, Ridgely & Tudor 1989,
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Burns 1998, Burns ez a/. 2014). Instead, SSD has not been often reported for Thraupidae (Isler
Isler & Isler 1987), with few reports as for two species of the genus Tangara (1. preciosa and T.
peruviana) (Firme et al. 2014). Besides the importance of correct identification of the individuals’
sex in the field for studies of population structure, mating systems, and for making effective
decisions for conservation (Hughes 1998), there is a lack of detailed description for either sex or
no consensus on the plumage characterization for both sexes of some Neotropical bird species.
In this context, we examined sexual dimorphism in the White-banded tanager (Neothraupis
fasciata, Thraupidae), a monotypic and cooperative breeding species endemic to the tropical
savannas of South America (Cracraft 1985, Pichorim ez a/. 2014).

Based on the plumage color pattern, N. fasciata is characterized as sexually monomorphic
and drab by some authors (Allen 1981, Isler & Isler 1987, Burns 1998), although others have
described this species as dimorphic (Sick 1984, Alves 1988, Ridgely & Tudor 1989, Hilty & de
Juana 2013, Sigrist 2013, Duca & Marini 2014a). In general, adult males of this species has a
medium gray crown, nape and upperparts to uptails; a broad black mask extending from the
forehead through the lores and eyes to the rear cheeks; black bend of wing and lesser and
median upperwing coverts; and broadly white-tipped median coverts, which form a prominent
white wing bar. Its throat and lower underparts are white, and its chest and upper breast are
tinged light peatly gray. Considering the sexual dimorphism, adult females are described as
similar to adult males, but duller or slightly duller (Sick 1984, Alves 1988, Ridgely & Tudor 1989,
Sigrist 2013, Hilty & de Juana 2013, Duca & Marini 2014a). The immatures are much duller and
browner than adults, do not present neither evident black mask nor black wing-coverts
contrasting with the white wing-bar (Sick 1984, Alves 1988, Ridgely & Tudor 1989, Hilty & de
Juana 2013, Sigrist 2013). This lack of consensus and comprehensive descriptions of the plumage
of adult females make sex identification of this species in the field challenging. Therefore, it
seems important review the sexual dimorphism in this species, avoiding the sex identification
errors of individuals in the field, which cannot be subjected to another method of sex
identification. Additionally, some features make this species an excellent model to explore
different aspects that may influence sexual dimorphism in birds: N. fasciata is a resident and
facultative cooperative breeder species that defends a territory year-round and displays hostile
interactions between birds of different groups (Alves 1990, Alves & Cavalcanti 1990, Duca &
Marini 2014b).

In this paper, we investigated the variation in size and plumage between wild males and
females of the White-banded tanager using eight biometric measures and two aspects of plumage

coloration of individuals sexed genetically using DNA-based techniques. Then, based on our
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results, we point out some lines of study that can improve the understanding the processes
involved in the evolution and maintenance of sexual dimorphism in birds, particularly in NN.

fasciata.

METHODS

DATA COLLECTION

White-banded tanagers were attracted by playback calls and caught using mist nets in seven
different localities in Brazil: Environmental Protection Area (APA) Gama and Cabeca de Veado,
Aguas Emendadas Ecological Station, Serra da Canastra National Park, Emas National Park,
Chapada dos Guimaraes National Park, Grande Sertao Veredas National Park and Ponte Alta do
Tocantins (Fig. 1 and TABLE 1). The Chico Mendes Institute for Conservation of Biodiversity
provided the permits for the fieldwork (SISBIO n° 27682-1), and the methods were reviewed
and authorized by the Comité de Etica da Universidade de Brasilia (UnBDoc n® 75111/2013).
All captured birds were banded with numbered metal rings supplied by the National Center for
Bird Conservation (CEMAVE) and afterwards released in the capture sites.

Field work was carried from March 2012 to May 2014. Considering that the reproductive
period of this tanager starts in the end of dry season and lasts during part of the rainy season
(Duca & Marini 2011), we considered birds caught between September and January as sampled
during breeding season and those caught between February and August as sampled during non-
breeding season. The skull ossification was used to classify individuals as immature or adult
(CEMAVE 1994, Roos 2010). Skull ossification in Passeriformes is a process that takes four to
twelve months depending on the species (Ralph e# /. 1993). Thus, individuals with incomplete
skull ossification were classified as immature (hatching year), while those with complete
ossification were classified as adults.

A set of eight biometric measures were taken from all adult individuals as described by
Baldwin e# a/. (1931): total length with feathers (TLF, from the tip of the bill to the rectrices’
end), bill length (BL, straight line from the nostril to the tip of the maxilla), bill width at base
(BW, measured at the base of the exposed culmen), bill height at base (BH, from the base of
exposed culmen to the lower edge of the ramus of the mandible below), tarsus length (T'A, from
the joint between tibia and metatarsus to the internal base of hallux), tail length (TL, from
posterior base of uropygial gland to tip of central rectrices), wing length (WL, from the carpal
joint to the tip of the longest primary), and weight (WE). Measurements were done with a

Mitutoyo® digital caliper (£ 0.05 mm), with the exception of TLF, which was done with a ruler
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(+ 0.5 mm). Individuals weight were taken with a Pesola® dynamometer (precision 0.5 g). All
measurements were made by the same observer (CAL).

Plumage characterization of immature and adults was based on general body coloration
and black mask extension. Individuals were set into one of three categories of general body
plumage coloration: dull brownish — yellowish gray underparts, brown back, lacks evident mask
and also does not exhibit black wing-coverts contrasting with the white wing-bar (Fig. 2A); matte
grayish — differs from previous category mainly by the black wing-coverts contrasting with the
white wing-bar and more distinctive mask, back and breast more grayish, but still presenting
scattered brown feathers (Fig. 2B); and bright grayish — gray back and breast, white belly and
throat, black wing-coverts contrasting with the white wing-bar and evident black mask (Fig. 2C).
We also evaluated the extension of the black mask considering two regions: auriculars (ear-
coverts) — corresponding to the feathers that cover the ear opening; and lores — the lateral area
of the head between the front of the eyes and the base of the bill. Thus, three categories were
used: no black mask (Fig. 2A), black mask extending the auriculars (Fig. 2B) and black mask
extending to the lores (Fig. 2C). Although we were aware of subjectivity that plumage categories
were chosen, these ones were previously defined in a pilot study conducted in the field to allow
the unequivocal categorization of each individual. All individuals were categorized by the same

observer (CAL) during the fieldwork.

MOLECULAR SEXING

For each individual, a blood sample of 50-100 uL. was obtained from the brachial wing vein. The
blood was drawn from the puncture site with a sterilized microcapillary tube, and the blood
samples were stored in absolute ethanol at -20 °C. Total DNA was isolated using proteinase K
digestion followed by phenol-chloroform extraction according to standard procedure (Bruford ez
al. 1992). We used the CHD-based sex identification, a sexing technique based on Polymerase
Chain Reaction (PCR) using the P2/P8 primers as described by Griffiths ef a/. (1998), to
distinguishing between males and females. The sex in this species was identified based on the
analysis of the number of fragments (one for males and two for females) observed in 3% agarose

gels (Griffiths ez a/. 1998). Positive and negative controls were used at each PCR procedure.

STATISTICAL ANALYSIS
Considering the low number of sampled individuals in some locations (N < 7), the SSD was only
evaluated in four locations: APA Gama and Cabeca de Veado, Emas National Park, Grande

Sertao Veredas National Park and Ponte Alta do Tocantins (see TABLE 1). All statistical
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analyses listed below were performed using PAST 3 program (Hammer ez a/. 2001). To evaluate
the SSD in these locations, we first conducted a Principal Component Analysis (PCA) to reduce
the dimensionality of morphometric data. In PCA analysis, the linear combination of original
measures reduces all morphometric data to only two principal components, allowing a better
visualization of the differences between sexes. Considering that the variables were taken under
two different units (millimeters and grams), we chose the correlation matrix (which normalizes
the variables dividing them by their standard deviations, Hammer ez /. (2015)), to explore the
data. The location mean value of TLF was used in two females (one from APA Gama and
Cabeca de Veado and one from Ponte Alta do Tocantins) for which it was not possible to obtain
this measurement in the field (TABLE 2). Exclusively for Emas National Park, two
morphological variables (BW and BH) were not considered due to high number of missing data.
To test for significant difference between the sexes in each sampled location, we conducted the
non-parametric multivariate method one-way ANOSIM based on Gower distance (Clarke 1993).
The R-statistic value describes the extent of similarity between each pair in the ANOSIM
analysis, with values close to one indicating that the two groups are entirely separate and a zero
value indicating that there is no difference between the groups. The significance was accessed
considering 10,000 permutations.

For the sampled locations with significant size differences between the sexes, we also
performed a Discriminant Function Analysis (DFA) to evaluate the ability of morphological data
to correct classify adult individuals into males and females. First, morphological variables were
checked for normality and variance homogeneity. No transformations were necessary to meet
parametric assumptions (P > 0.05 for all variables). Differences between sexes was tested for
each measure using Student’s #tests, and only variables that were significant different between
males and females were included in the DFA. To predict group membership, we used the
minimal Mahalanobis distance from each point to each group multivariate mean. The leave-one-
out cross validation using jackknifing procedure was used to check the efficiency of discriminant

function in correctly assigning individuals to a group (male or female).

RESULTS
Based on molecular sexing, the morphometric analysis included 79 individuals: 45 males and 34
females (TABLE 1). Plumage color analysis was carried out with 80 individuals: nine immatures

(five males and four females) and 71 adults (39 males and 32 females) (TABLE 1).

SIZE DIMORPHISM
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Males were in average larger than females in most of the localities analyzed for all morphological
traits, except in bill length which presented a reverse pattern in females (TABLE 2). In four
localities were observed two distinct groups with low to medium overlapping areas in the PCA
(Fig. 3). The first two principal components explained almost 50% of the variance in Grande
Sertao Veredas National Park, 60% of the variance in both APA Gama and Cabeca de Veado
and Ponte Alta do Tocantins, and 70% of the variance in Emas National Park (Fig. 3). However,
the ANOSIM results showed significant size differences between sexes only in Ponte Alta do
Tocantins (R = 0.382, P = 0.002; TABLE 2), indicating presence of SSD in N. fasciata from this
locality in terms of morphometric measurements. Student’s ~tests showed that four measures,
TLF, TL, WL and BM, were different among the sexes in Ponte Alta do Tocantins (TABLE 2).
Finally, the DFA was performed using these four selected measures and the jackknife cross-
validation analysis showed that 88.24% of the individuals were correctly assigned to their sex,

being more accurate at identifying females (89%) than males (85%) from this sample locality.

SEXUAL PLUMAGE DIMORPHISM

Immatures of both sexes presented dull brownish plumage, except one bright gray immature
male, which showed a black mask extending to the lores (TABLE 3). All immature females (N =
4) and only one immature male exhibited dull brownish plumage with no black mask. The other
three immature males with dull brownish plumage exhibited the black mask extending to the
lores (TABLE 3). Ten adults also showed dull brownish plumage, but all males (N = 3) had a
black mask to the lores, while all females (N = 7) showed no black mask (TABLE 3). Among the
other adults, 35 males exhibited bright gray plumage with a black mask extending to the lores
and only one exhibited matte gray plumage with a black mask to the lores (TABLE 3). All
females (N = 25) showed a black mask at the auriculars (TABLE 3), however two patterns were
observed: 20 females showed matte gray plumage (same pattern of Fig. 2B), whereas five showed
bright gray plumage (same pattern of Fig. 2D).

In relation to the capture period, only individuals considered adults were caught during
the breeding seasons. All males (N = 3) caught during this period showed bright gray plumage
with a black mask to the lores (Fig. 4), while females showed two plumage patterns: 40% (N = 2)
showed dull brownish plumage with no black mask, and 60% (N = 3) showed matte gray
plumage with a black mask to the auriculars. During the non-breeding seasons, we caught both
immature and adults of both sexes. One immature male showed dull brownish plumage with no
black mask, three showed dull brownish plumage with a black mask to the lores and one showed

bright gray plumage with a black mask to the lores (Fig. 4). All immature females showed dull
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brownish plumage with no black mask. Among individuals with complete ossification caught in
this period, most of the males (N = 32) showed bright gray plumage with a black mask to the
lores (Fig. 4), while three showed dull brownish plumage with a black mask to the lores, and only
one showed matte gray plumage with a black mask to the lores. Among the adult females caught
during this period, we registered five with dull brownish plumage and no black mask, 17 with
matte gray plumage with a black mask in the auriculars and five with bright gray plumage and a

black mask in the auriculars (Fig. 4).

DISCUSSION

Our results indicated that sexual dimorphism exists in N. fasczata in both size (at least in one
location) and plumage, and also emphasizes that dimorphism in this species seems more
complex than presented in previous descriptions. The White-banded tanager is described by
some authors as monomorphic (Allen 1981, Isler & Isler 1987, Burns 1998), and even the studies
that described this species as dimorphic reported only slight plumage dimorphism, generally
denoted as females duller or browner than males (Sick 1984, Alves 1988, Ridgely & Tudor 1989,
Hilty & de Juana 2013, Sigrist 2013, Duca & Marini 2014a). However,

SIZE DIMORPHISM

Although SSD is not remarkable among tanagers (Isler & Isler 1987), we found SSD in the
White-banded tanager. In general, males were larger than females, but only in Ponte Alta do
Tocantins males were significantly larger in four traits: total length with feathers, wing length, tail
length and weight. Allen (1981) had already pointed out the possibility of size dimorphism in this
species considering birds sampled in Mato Grosso, located in the western part of Brazil. The
differences in size found between sexes were consistent with previous studies that describe the
male as the largest sex in birds (Darwin 1871, Amadon 1959, Jehl-Jr. 1970). In particular, a
similar pattern was observed in two species of the genus Tangara, in which males have larger
wings (1. periviana and T. preciosa) and tail (I. preciosa) (Firme ez al. 2014). The Henna-capped
toliage-gleaner (Hylocryptus rectirostris), a bird endemic to the gallery forests of the Cerrado, is
another example of species in which males show larger wings than females (Faria ez a/. 2007).
Furthermore, the spatial pattern of variation in SSD was also observed in the House finch
(Carpodacus mexicanus), due to differences in local selection pressures for sexual dimorphism
(Badyaev & Hill 2000, Badyaev e a/. 2000). In this context, the geographic variation in the degree

of sexual size dimorphism found for the White-banded tanager reinforces the importance of
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considering the geographical scale in body size when measuring birds in the field as previously

described by Blanckenhorn ez a/. (2000).

PLUMAGE DIMORPHISM

According to the literature, immatures of N. fasciata are much duller (or browner) than adults and
lack both mask and black-and-white wing pattern (Sick 1984, Alves 1988, Ridgely & Tudor 1989,
Hilty & de Juana 2013, Sigrist 2013). More specifically, according Alves (1988), this plumage
pattern occurs in individuals with less than six months old, after that, individuals gradually
acquire the dark mask and black-and-white wing pattern. This plumage succession seems to
occur in juveniles between 1 month old and one-year-old (Hilty & de Juana 2013, Duca & Marini
2014a). We found that the majority of immatures showed dull brownish plumage, reinforcing
these previous descriptions. However, some individuals classified as adults (complete
ossification) also showed dull brownish plumage. Among these individuals, only males showed
black mask and were caught in May (non-breeding period), and probably were individuals from
the previous breeding season, with about six months old. In contrast, all adult females with dull
brownish have no black mask and were caught during breeding and non-breeding periods, likely
representing individuals between six months and one-year-old. Thus, these findings suggest that
the black mask appears earlier in males than females, contrasting with Alves’ description, in
which both sex begin to acquire the black mask with around six months.

We also found one adult male and 20 adult females with matte gray plumage. This
plumage pattern has been found in individuals described as sub-adults (Alves 1988, Hilty & de
Juana 2013, Duca & Marini 2014a) and seems to occurs in individuals between 1 and 2 years old
(Hilty & de Juana 2013, Duca & Marini 2014a). All these individuals also showed black mask, but
in males it extends to the lores while in females was restricted to the auriculars. Considering that
we caught almost the same number of adult males and females, this result may be interpreted as
males retaining the sub-adult plumage during a shorter period than females, and acquiring the
full adult plumage (bright gray pattern) faster than females.

On the other hand, the majority of adult males (90%) and only five adult females (16%0)
showed bright gray pattern. Furthermore, in bright gray individuals both sex showed the mask
with almost the same black intensity (see Fig. 2E), but restricted to the auriculars in females and
extending to the lores in males. These findings contrast with some previous description in which
the plumage of adult females of . fasciata is duller or browner (e.g. Sick 1984, Alves 1988, Duca
& Marini 2014a) than adult males, with brown (Alves 1988) or dark gray mask (Duca & Marini

2014a). Thus, both the intensity of plumage brightness and mask color do not seem the best way

130



to classify individuals into each sex, as females may also exhibit bright gray plumage and black
mask. Furthermore, the extension of the black mask seems to be more relevant to identify the
sex in this species, since black mask extending to the lores was observed in all males with full
adult plumage and in some immature males with dull brownish plumage, but was never observed
in females. Based on that, we recommend to use the extension of the black mask instead the

color intensity as a main diagnose character for sexing N. fasciata.

FUTURE PERSPECTIVES
Taking into account the characterization of sexual dimorphism of a species is essential to
propose and test hypotheses about the mechanisms responsible for its origin and maintenance,
our findings added to the previous descriptions provide a starting point for future work to
understand the evolution of sexual dimorphism in this species. Geographical variations in the
selection pressures in this species have yet to be investigated to better understand which
principles or mechanisms may be driving the SSD in this species. Considering that large size in
males may evolve due to the advantages of large size in intrasexual competition for breeding
territories and mates, and sex differences in the provision of parental care (Selander 1972,
Clutton-Brock ez a/. 1977, Shine 1989, Blondel ez a/. 2002), we can ask: is the observed pattern of
larger body size in males related to advantages during tetritorial defense and /or male’s
competition for mating in N. fasciata? Is it locally associated with territories density and/or size?
In relation to plumage dimorphism, Rubenstein & Lovette (2009) showed that degree of
dimorphism is lower in cooperative breeding than in non-cooperatively species in response to
increased intrasexual competition among females. Moreover, changes in social status, particularly
in the breeding status, may be signaled by individuals’ capacity of increasing plumage brightness
(e.g. Karubian 2008, Solis ez a/. 2008). Since N. fasciata is a cooperative breeding species, another
important issue may be address: is the bright plumage of females a result of increased intrasexual
selection on female’s plumage traits? Or the expression of the black mask in females is correlated
with the expression of this trait in their male relatives, as suggested by Lande (1980)? In this
context, some field observations during our study may be seen as indicative of possible existence
of plumage variation in relation to the social status of the adult females. We used playback calls
to attract birds for the nets, as both males and females defend their territory (Duca & Marini
2014b) and respond agonistically to playback calls. In each sampled point, we usually captured
from two to six individuals, which seems to correspond to a single territorial group. Group size
in this species ranges from two to eight individuals per territory (Alves 1990, Duca & Marini

2014b). We never caught more than one bright-gray female per sampled point, and in some cases
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we caught both bright and matte gray females in the same point. In contrast, more than one
bright gray male was captured frequently in each sampled point. For instance, in one sampled
point in AGCV, we caught six individuals: two bright gray males, two dull brownish males, one
matte gray female and one bright gray female. Based on these observations, we suspect that
bright gray females were the breeders in each group while matte gray females were non-

reproductive and act as helpers in N. fasciata groups.

CONCLUSION

Our findings showed that Neothraupis fasciata exhibits dimorphism in size and agree partially with
some authors that exhibits dimorphism in plumage, indicating that sexual dimorphism in this
species seems more complex than have been described in literature. The SSD was observed in a
single locality, which limits the application of the discriminant function only for sexing
individuals in local scale. Similarly, even considering post-hatch year individuals (with complete
skull ossification) the difference between the sexes was subtle to distinguish considering the
bright grayish plumage, as the majority of adult males and few females shared this plumage
pattern. Therefore we emphasize that the observation of the extension of the black mask (to the
lores in males and restricted to the auricular in females) was the best trait of sexing this species,
including because it can also be applied in young birds. Finally, the complex plumage pattern
observed in N. fasciata can be seen as an interesting issue to be studied to understand the
processes involved in the evolution of sexual dimorphism in birds, especially in cooperative bird

species.
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TABLE 1. Sampled locations and sample size of the White-banded tanager (Neothraupis fasciata)
used in the size and plumage dimorphism analysis. Locations with asterisk mark were not
considered for size dimorphism. F - females; M - males.

Size Plumage
Location Abbreviation Coordinates
M F M

Environmental Protection Area AGCV 15°56'S, 47°51'W 8 8 8
Gama and Cabeca de Veado
Aguas Emendadas Ecological EEAE 15°33'S, 47°36'W 0 4 1
Station*
Serra da Canastra National Park* PNSC 20°20'S, 46°38"W 3 4 2
Emas National Park PNEM 17°55'S, 52°58"W 6 2 1
Chapada dos Guimaries National PNCG 15°24'S, 55°49"W/ 1 5 5
Park*
Grande Sertao Veredas National PGSV 15°18'S, 45°37"W 19 9 22
Park
Ponte Alta do Tocantins PATO 10°45'S, 47°30'W 8 4 5
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TABLE 2. Sample size (n), mean, and minimum (Min) and maximum (Max) values of eight morphological traits for female and male White-banded
tanagers (Neothraupis fasciata) in different locations in Brazilian Cerrado (for location abbreviations, see TABLE 1). Locations with more than seven
individuals (females + males) had sexes compared with ANOSIM test (look ANOSIM's R value and its P-value). Student’s tests was performed only
for Ponte Alta do Tocantins (PATO) (look t value and its P-value). All units are in mm, except for BM in grams.

Sample locality ANOSIM Measure Females Males t (P
R (P n Mean + SD Min—Max n Mean + SD Min—Max
AGCV -0.036 (0.583)
TLF 6  167.50 £ 7.58 155-175 8  167.5+845 155—175
BL 7 10.06 + 0.44 9.45-10.71 8 10.32 £ 0.30 9.88 —
BW 7 8821036 8.39-9.21 8 8.84 £ 0.44 8.30 —9.48
BH 7 8051025 7.71-8.34 8 827 £0.23  8.02—8.59
TA 7 2392+ 0.89 22.14-2474 8  23.09+324 1538 —
TL 7 7311+ 258 69.10-75.25 8 7190+ 4.14 64.43-77.28
WL 7 7322+ 1.62 70.07-75.25 8  73.71+229 71.41-77.22
WE 7 2957 +1.62 28-32 8§ 2750+ 233 24-31
PNEM 0.223 (0.095)
TLF 4 161.25 £ 4.79 155-165 6 16417 £8.61  155-180
BL 4 1020 £ 0.27 9.92-10.56 6 1016 +0.16  9.98-10.42
TA 4 2229 +1.03 20.92-23.33 6 2343 +0.50 22.43-23.82
TL 4 68.02+3.79 62.54-70.98 6  69.95+317 64.61-74.2
WL 4 6475+ 1.63 63.62—67.17 6 7093 +3.19 65.25-74.66
WE 4 2675+ 2.63 24.50—30.50 6  2725+157  25.5-30
PGSV 0.082 (0.199)
TLF 8 165 + 6.55 155-175 19  168.16 £ 6.06  155-180
BL 8  10.81 +0.51 10.11-11.56 19 1071 +0.51  9.87-11.58
BW 8  8.87 %031 8.39-9.45 19  898+025  842-9.37
BH 8 8371026 7.93-8.85 19 8431030  7.95-9.06
Continua
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Sample locality ANOSIM Measure Females Males t (P)
R (P n Mean * SD Min—Max n Mean £SD  Min—Max
TA 8 2456 %094 22.79-25.93 19 2423 +0.81 22.41-25.53
TL 8§ 7231 %282 67.39-77.16 19 7455+ 3.01 70.11-81.39
WL 8 7224 % 1.65 69.30-74.57 19 7532+202 72.14-79.31
WE 8§  29.75%219 27-33 19 29.42 + 1.61 27-32
PATO 0.382 (0.002)
TLF 8 161.88 £ 4.58 155-170 8 106938 £4.17  165-175  -3.612 (0.003)
BL 9  10.12£0.52 9.41-10.87 8 10.28 £ 0.64  9.48-11.27  -0.569 (0.578)
BW 9 8.50 = 0.26 8.19-8.94 8 8.55 + 0.31 7.88-8.88  -0.371 (0.710)
BH 9 8.35 = 0.43 7.75-9.18 8 8.17 £ 0.24 7.76-8.45  1.049 (0.311)
TA 9 2346 % 0.87 22.24-25.32 8 2350 £0.55 22.66-24.14 -0.124 (0.903)
TL 9  68.13F+247 64.60-71.61 8 71.02 £ 239  67.91-75.24 -2.446 (0.027)
WL 9  69.90 £1.36 68.41-72.60 8 73.97 £2.10 70.87-77.71 -4.796 (<0.001)
WE 9 2778 £1.20 26-30 8 29.63 £ 1.06 28-31 -3.340 (0.004)
PNCG
TLF 1 150 150 1 160 160
BL 2 10.50 £ 0.13 9.96-10.14 1 8.95 8.95
BW 2 8.72 £ 0.25 8.54-8.90 1 7.32 7.32
BH 2 7.06 + 0.14 7.56-7.76 1 5.88 5.88
TA 2 23.33 £0.13 23.24-23.42 1 24 24
TL 1 61.74 61.74 1 04.38 64.38
WL 2 6710+ 0.93 66.44-67.76 1 71.08 71.08
PNSC
TLF 4 170.75 £ 3.38 165-178 3 16833 *£1.67 165-170
BL 4 10.67 £ 042 9.74-11.78 3 10.38 £ 0.16  10.06-10.56
BW 4 8.49 £ 0.19 8.02-8.93 3 8.78 £ 0.31 8.42-9.39

Continua
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Sample locality ANOSIM Measure Females Males t (P)
R (P n Mean * SD Min—Max n Mean £SD  Min—Max
BH 4 8.52 £ 0.26 7.93-9.14 3 8.9 £0.23 7.84-8.58
TA 4 2399 %0.11 23.8-24.26 3 2456 £ 0.13  24.30-24.73
TL 4 71.28%£0.79 69.89-73.05 3 72,70 £ 0.31  72.33-73.32
WL 4 7327 %0.68 72.17-75.12 3 74.48 £ 036 74.10-75.19
WE 4 30+ 0.41 29-30 3 3217 £ 1.42 30.5-35

TLF - Total length with feathers; BL - Bill length, BW - Bill width; BH - Bill height, TA - Tarsus length, TL - Tail length, WL- Wing length; WE -

Weight.
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TABLE 3. Plumage characterization of the White-banded Tanager, and the number individuals included in each plumage category.

Plumage category Male Female
Immature Adult Immature Adult
Dull brownish
No black mask 1 0 4 7
Black mask in the auriculars 0 0 0 0
Black mask until the lores 3 3 0 0
Matte gray
No black mask 0 0 0 0
Black mask in the auriculars 0 0 0 20
Black mask until the lores 0 1 0 0
Bright gray
No black mask 0 0 0 0
Black mask in the auriculars 0 0 0 5
Black mask until the lores 1 35 0 0
Total 5 39 4 32
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Figure legends

FIG. 1 Geographical distribution of Neothraupis fasciata in Cerrado and sample sites. Species
distribution is according to BirdLife International & NatureServe (2014), and Cerrado
distribution is according to the Ministério do Meio Ambiente (2006). Abbreviations of the

names of the sample locality according to TABLE 1.

FIG. 2 Plumage dimorphism in the White-banded tanager (Neothranpis fasciata). A)
immature with drab brownish plumage and no mask; B) adult females with matte grayish
plumage and black mask at the auriculars; C) adult male individual with bright grayish
plumage and black mask extending to the lores; D) adult female with bright grayish
plumage, black mask at the auriculars and dark gray coloration at the lores; and E) adult

bright gray male (left) and bright gray female (right) exposed to the same light conditions.

FIG. 3 Principal components I and I of morphometric measurements of male and female
Neothranpis fasciata over four different sample localities. Males are represented by blank
squares and females fill circles. The variance (%) explained by each component is given in

parenthesis. Abbreviations of the names of the sample locality according to TABLE 1.

FIG. 4 Percentage of each plumage category in relation to age, sex and capture period of
Neothranpis fasciata. Plumage categories are: I) dull brownish with no black mask, II) dull
brownish with black mask to the lores, I1I) matte gray with black mask in the auriculars,
IV) matte gray with black mask to the lores, V) bright gray with black mask in the

auriculars, and VI) bright gray with black mask to the lores.
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FIG. 3
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FIG. 4
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