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Lista de ilustracoes

Figura 1: Mapa com a distribui¢do das espécies do género Scytalopus que ocorrem no leste da
América do Sul. As espécies representadas no mapa sdo: Scytalopus speluncae (em rosa),
Scytalopus diamantinensis (em laranja), Scytalopus gonzagai (em azul), Scytalopus petrophilus
(em marrom), Scytalopus pachecoi (em verde), Scytalopus iraiensis (em vermelho) e Scytalopus
novacapitalis (em amarelo). Mapa autoral.

Figura 2: Filogenia retirada do trabalho de Pulido-Santacruz et al. (2016). Relacionamento entre
as populacdes de Scytalopus speluncae reconstruido com base em dois marcadores mitocondriais
utilizando 108 amostras. (A) Distribuigdo geografica das amostras utilizadas no estudo. (B) Arvore
mitocondrial estimada com ND2 e Cyt b. (C) Resultado da analise de estrutura populacional
baseada em 12 loci de microssatélites incluindo 93 individuos. O clado em laranja ja ¢ descrito
como uma espécie independente do complexo (Scytalopus gonzagai).

Figura 3: Mapa com as amostras a serem utilizadas no presente trabalho. As populagdes de
Scytalopus speluncae sao representadas pelos triangulos rosas. As demais espécies pertencentes
ao género ¢ que serao inclusas no trabalho sdo: Scytalopus diamantinensis (circulo laranja),
Scytalopus gonzagai (circulo azul), Scytalopus petrophilus (circulo marrom), Scytalopus pachecoi
(circulo verde), Scytalopus iraiensis (circulo vermelho) e Scytalopus novacapitalis (circulo
amarelo). Mapa autoral.
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1. INTRODUCAO

A variabilidade genética presente nas populagdes € regida por diversas forcas evolutivas, que
atuam em conjunto das constantes pressoes ambientais (Barrow et al., 2015; Harvey & Brumfield,
2015; Thome et al., 2014; Yan et al., 2023). O surgimento de barreiras, como a formagao de vales,
montanhas e rios, juntamente com processos histdricos, como a formacdo de refugios e
fragmentagdo de habitat, podem resultar no isolamento populacional, o qual, na auséncia de fluxo
génico, pode ser crucial para o surgimento de novas linhagens (Luna et al., 2023; Musher et al.,
2022). Organismos considerados complexos de espécies sdo bons exemplos para o estudo de
diversificacdo por barreiras geograficas (Lavinia et al., 2015; Thome et al., 2014). Esses sao
caracterizados por apresentar diversas populagdes em distribuicdes disjuntas, a qual podem conter
mais de uma espécie em sua conformidade. Contudo, devido a alta similaridade, a disting@o entre
elas ¢ muitas vezes inexata, sendo essas bons modelos para compreensao dos processos envolvidos
na diversificacao intraespecifica e estudos de revalidacao taxonomica (Bolivar-Leguizamon et al.,
2020; Lees et al., 2022; Mata et al., 2009; Mila et al., 2012; Yan et al., 2023).

A regido Neotropical ¢ amplamente conhecida como uma das areas mais ricas em
biodiversidade da avifauna em todo o planeta (Stotz, 1996). Nas tltimas décadas, o nimero de
estudos buscando compreender a historia evolutiva das espécies da regido tém aumentado
(Batalha-Filho et al., 2014; Bolivar-Leguizamon et al., 2020; Cadena et al., 2020; Harvey &
Brumfield, 2015; Sedano & Burns, 2010; Thom et al., 2020;). Estudos envolvendo espécies cujas
populagdes se encontram separadas por barreiras fisicas continuas (e.g. rios ¢ montanhas) e
influenciadas por processos bioldgicos temporarios (e.g. ciclo glaciais) t€ém revelado uma
diversidade de espécies ainda maior do que a estimada anteriormente (Lavinia et al., 2015; Mata
et al.,, 2009; Mauricio et al., 2008; Musher et al., 2022). Assim, estudos populacionais que
envolvam espécies da regido, com populagdes ocorrendo em localidades isoladas, podem auxiliar
na compreensdo de como o movimento tectonico, juntamente com 0s processos geologicos,
impactam na conectividade das linhagens e a divergéncia intraespecifica.

O geénero Scytalopus (Gould, 1837) (Rhinocryptidae) ¢ um grupo de aves neotropicais que
habitam principalmente areas de alta elevagdo em florestas no sul da América Central e cadeias
montanhosas a oeste e leste da América do Sul, sendo considerado um dos grupos mais complexos

da regiao (Krabbe & Schulenberg, 2003). Das 49 espécies descritas ao longo da sua distribuigao,



sete espécies ocorrem no Brasil, sendo uma delas, Scytalopus speluncae Ménétres 1835. Esta
espécie encontra-se distribuida ao longo da Mata Atlantica ¢ ¢ considerada um complexo de
unidades evolutivas morfologicamente similares, mas geneticamente bem estruturadas (Pulido-
Santacruz et al., 2016). Neste contexto, devido ao continuo impacto antropogénico em sua
distribuicdo, passa a ser importante um estudo taxondmico aplicando dados gendomicos para uma
melhor resolugdo da historia por tras da divergéncia entre as populagdes de S. speluncae, seu status
de conservagdo ¢ a real classificacdo do tdxon (Harvey & Brumfield, 2015; Pulido-Santacruz et

al., 2016).

1.1 Especiacao em altitude

Montanhas e vales sdo considerados locais como potenciais divisores de espécies, nao
apenas por questoes de rearranjo geoldgico, mas também pelo surgimento de barreiras fisicas
temporarias, e.g. rios e fragmentag¢do de habitat (Harvey & Brumfield, 2015; Leite et al., 2016;
Thome et al., 2014). Apesar de comporem apenas 25% de toda a massa terrestre do planeta (Holt et
al., 2013), esses locais apresentam alto grau de diversidade e endemismo, o qual pode ser explicado
pela adaptabilidade local das espécies, regido por questdes topograficas unicas, e eventos de
separagdo temporaria (Myers et al., 2000; Rahbek et al., 2019).

No trabalho desenvolvido por Rahbek et al. (2019), os autores levantaram dados sobre
endemismo e diversidade das regides de altitude ao redor do planeta. Observou-se que 87% de
toda a biodiversidade de aves, mamiferos e anfibios provém de montanhas ¢ vales ao redor do
planeta. Quando consideraram locais que apresentavam o maior nimero de espécies com pequena
area de distribuicao e areas que demonstravam alto grau de endemismo, o norte dos Andes, assim
como a regido de Yungas, e a Mata Atlantica, foram as trés regides eleitas na América do Sul que
continham ambas as caracteristicas.

Duas principais teorias impulsionam a discussdo sobre o surgimento ¢ divergéncia de
taxons nessas regides: (i) isolamento geografico por meio de processo de vicariancia devido a
elevacdo de cadeias montanhosas e (ii) isolamento populacional por fragmentacdo de habitat
devido as oscilagdes climaticas (Cadena et al., 2020; Mauricio et al., 2014; Thomé et al., 2014).
Trabalhos na tltima década buscaram compreender esses padrdes em taxons nas areas de Mata
Atlantica do Brasil. Uma das hipoteses ¢ que um dos principais impulsionadores da diversidade

no local seja a grande estabilidade histdrica da mata apos o surgimento das cadeias montanhosas



presentes no bioma (Cabanne et al., 2016; Thomeé et al., 2014), tornando o ambiente propicio para

a diversificagdo de diversas linhagens (Carnaval & Moritz, 2008).

1.2 Género Scytalopus

O grupo das aves ¢ repleto de bons exemplos para estudos que envolvam a investigagao do
surgimento de novas linhagens a partir de processos de especiagdo alopatrica (Lavinia et al., 2015;
Musher et al., 2022; Pulido-Santacruz et al., 2016). O género Scytalopus (Gould, 1837)
(Rhinocryptidae), popularmente conhecidos por tapaculos, sdo considerados o grupo de aves mais
especioso na regiao neotropical (Bornschein et al., 1998; Krabbe & Schulenberg, 2003; Lees et al.,
2022), e juntamente com os géneros Merylaxis e Eleoscytalopus, ¢ membro da subfamilia
Scytalopodinae Miiller, 1846. Atualmente, apresenta 49 espécies distribuidas em cadeias
montanhosas e campos de varzea com alta vegetacao, desde o sul da América Central a oeste do
continente sul-americano, nos Andes, e a leste do mesmo (Clements et al., 2023).

As espécies do género estdo distribuidas em florestas e encostas imidas de vegetagdo
lenhosa em alta altitude (Krabbe & Schulenberg, 2003). Geralmente, habitam areas acima de 700
metros, com populacdes na regido andina ocupando localidades ainda mais altas, de mais de 3.000
metros (Areta & Monteleone, 2023). Das setes espécies que ocorrem no leste da América do Sul,
Scytalopus pachecoi € a que ocorre em menores altitudes, de 100 a 600 metros (Mauricio, 2005),
enquanto as demais tendem a habitar regides entre 700 e 2.100 metros (Bornschein et al., 2007;
Cunha et al., 2020; Mauricio et al., 2014; Vasconcelos et al., 2008; Whitney et al., 2010). Duas
outras espécies (Scytalopus novacapitalis e Scytalopus iraiensis), diferentemente das demais, sdao
encontradas em regides de campo, proximo a varzeas (Bornschein et al., 1998; Cunha et al., 2020).

A grande similaridade morfologica do género € destaque devido a alta similaridade que as
diferentes espécies apresentam. Geralmente, possuem uma coloragdo de plumagem que varia do
preto ao marrom, um tamanho médio de 10-14 cm e formato corporal semelhante. Ademais, o
nome do género deriva do grego skutalon, que significa vara, e pous, pé, remetendo aos longos
tarsos e pés largos que os permitem percorrer a mata com rapidez, como ratos, correndo e se
escondendo na vegetacdo (Krabbe & Schulenberg, 2003).

O relacionamento das espécies que compdem o género sugere o agrupamento do clado
composto pelas espécies do sul dos Andes com o clado das espécies do leste da América do Sul,

como uma maior proximidade filogenética entre as espécies da regido Tropical dos Andes e da



América Central, com uma divergéncia estimada ha pelo menos 10 milhdes de anos entre eles
(Cadena et al., 2020).

Devido a pouca habilidade de dispersdo por grandes perimetros, as espécies estdo mais
propensas a serem impactadas pelos processos historicos que ocorrem em suas areas de ocorréncia
(Cadena et al., 2020; Cadena & Céspedes, 2020; Krabbe & Schulenberg, 2003). A hipotese mais
recente que diz respeito ao surgimento dos clados, envolve o surgimento das primeiras espécies
no sul do continente e posterior coloniza¢gdo do norte com a ascensdo da cadeia montanhosa dos
Andes, possibilitando uma alta taxa de diversificagcdo devido ao isolamento geografico (Cadena et
al., 2020). Por outro lado, a hipétese de formagao de fragmentos, refligios e expansao de ambientes,
resultado de flutuagdes climaticas, também pode estar envolvida na diversificacdo de algumas
espécies, como alguns taxons na distribui¢ao ao leste do continente e espécies andinas em latitudes
mais proximas da linha do Equador (Cadena & Céspedes, 2020; Mata et al., 2009).

Com o aumento dos estudos incluindo dados de vocalizagao e alguns marcadores genéticos,
foi possivel descrever quatro vezes mais o nimero de espécies anteriormente descritas, além da
revalidagdo de outras (Avendafio et al., 2015; Coopmans et al., 2001; Cuervo et al., 2005; Donegan
& Avendaiio, 2008; Hosner et al., 2013; Krabbe & Schulenberg, 1997, 2003; Krabbe & Cadena,
2010; Krabbe et al., 2020; Lees et al., 2022). Muitas dessas inicialmente classificadas como parte
de um complexo de populagdes cripticas agrupadas como sendo uma mesma espécie (Avendafio
& Donegan, 2015; Krabbe et al., 2020; Mauricio, 2005; Mauricio et al., 2008; Mauricio et al.,
2014).

Ainda que a taxonomia atual do grupo esteja mais bem elucidada, a dificil diferenciacao
na coloracao da plumagem e forma corporal torna o grupo um dos mais dificeis de resolu¢ao, com
continua necessidade de revisdes taxondmicas que incluam cada vez mais informagdes, tanto
morfologicas, mas principalmente genéticas e ecoldgicas (Cadena et al., 2020; Krabbe &

Schulenberg, 2003; Lees et al., 2022).

1.3 Clado leste do género Scytalopus

No Brasil, eram reconhecidos dois principais complexos de espécies (Scytalopus
indigoticus € S. spenlucae), uma espécie da regido do estado da Bahia (Scytalopus psychopompus)
¢ uma espécie descrita na construcao da capital do pais (S. novacapitalis) (Bornschein et al., 1998;

Mauricio, 2005).
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Conhecida popularmente como tapaculo-de-brasilia, S. novacapitalis possui uma pequena
area de distribui¢do na regido da Serra da Canastra nos estados de Goias ¢ Minas Gerais (MG).
Devido a pequena distribui¢do e as constantes ameacas do desenvolvimento antropogénico na
regido, a espécie se encontra com status de conservagdo classificado como Em Perigo (BirdLife
International, 2018; Cunha et al., 2020).

Enquanto a classificagdo taxondmica de S. novacapitalis ndo foi questionada até o
momento, a classificagcdo envolvendo as populacdes das espécies designadas S. speluncae e S.
indigoticus levou a persistentes debates taxondmicos (de Moraes et al., 2018; Mata et al., 2009;
Mauricio & Bornschein, 2017; Nemésio et al., 2013; Raposo et al., 2008). Consideradas complexos
de espécies por possuirem diversas populacdes com distribui¢des segmentadas ao longo do leste
da costa brasileira, ambas sofreram mudangas em suas classificagbes taxondmicas desde suas
descrigdes. O resultado desses trabalhos levou a descricdo de um novo género e cinco novas
espécies (Bornschein et al., 1998; Bornschein et al., 2007; Mata et al., 2009; Mauricio 2005;
Mauricio et al., 2014; Nemésio et al., 2013; Pulido-Santacruz et al., 2016; Raposo et al., 2008;
Whitney et al., 2010) (Figura 1).

Um dos primeiros trabalhos aplicando marcadores genéticos abordando o relacionamento
entre as espécies do clado leste do género, evidenciou a nao monofilia dos Scytalopus da regido.
Nesse trabalho (Mauricio et al., 2008), os autores sugeriram a realocacdo das espécies
anteriormente consideradas Scytalopus indigoticus e Scytalopus psychopompus no novo género
descrito, Eleoscytalopus. Sendo assim, Eleoscytalopus formava o grupo irmao dos tapaculos
verdadeiros, contendo uma espécie endémica do sul da Bahia, Eleoscytalopus psychopompus, €
Eleoscytalopus indigoticus, distribuida em menores altitudes na por¢ao sudeste da costa brasileira.

Assim como a revisdo das espécies do género Eleoscytalopus, o complexo de espécies
anteriormente denominada S. speluncae também recebeu reformulacdes nas tltimas décadas. Com
o avango dos estudos, cinco novas espécies foram descritas: S. iraiensis, S. pachecoi, S.
diamentinensis, Scytalopus petrophilus e Scytalopus gonzagai, todas anteriormente associadas a
nomenclatura do popularmente conhecido como tapaculo-preto (Bornschein et al., 1998;
Bornschein et al., 2007; Mauricio, 2005; Mauricio et al., 2014; Whitney et al., 2010). Essas
erroneas atribui¢des sdo justificadas pela extrema similaridade morfologica entre os individuos de

populagdes isoladas. Recentes trabalhos possibilitaram uma melhor diferenciacdo das linhagens
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por meio da aplicagdo de dados genéticos (Bornschein et al., 2007; Cadena et al., 2020; Mata et
al., 2009; Mauricio et al., 2008; Pulido-Santacruz et al., 2016).

Figura 1: Mapa com a distribuicdo das espécies do género Scytalopus que ocorrem no leste da América do Sul. As
espécies representadas no mapa sdo: Scytalopus speluncae (em roxo), Scytalopus diamantinensis (em laranja),
Scytalopus gonzagai (em azul), Scytalopus petrophilus (em rosa), Scytalopus pachecoi (em verde), Scytalopus
iraiensis (em vermelho) e Scytalopus novacapitalis (em amarelo). Mapa autoral.

A primeira espécie a ser separada do complexo de S. speluncae foi classificada como S.
iraiensis Bornschein, Reinert & Pichorim 1998. Sua distribuicdo esta relacionada a regides de
altitude de no maximo 900 metros, nas margens de rios e varzeas nos estados do Rio Grande do
Sul (RS), Santa Catarina (SC), Parana (PR) e Minas Gerais (MG). Apresentam menor tamanho
corporal e caudal, além de uma coloracao diferenciada quando comparada a S. speluncae, preta no
dorso e cinza no ventre, sendo reconhecida como um taxon independente a partir da sua

vocalizagdo e informagdes morfologicas (Bornschein et al., 1998).
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A descrigdo da espécie S. pachecoi Mauricio 2005, foi definida a partir da andlise da sua
distinta vocalizagdo e leve diferenciacdo de coloragdo, mais clara que a de S. speluncae. Sua
distribuicao compreende altitudes que variam de 100 a 1.200 metros, abrangendo a mesma area
que o tapaculo-preto na Serra do Sudeste do RS e na regido dos Campos de Cima da Serra, entre
os estados do RS e SC, exceto no noroeste do estado do RS e norte da Argentina, na regido definida
como Provincia das Missdes (Mauricio, 2005; Mauricio & Bornschein, 2017).

Em 2007 a primeira espécie endémica de Scyfalopus da Bahia (BA) foi descrita.
Reconhecida como S. diamentinensis Bornschein, Mauricio, Belmonte-Lopes, Mata & Bonatto
2007, a espécie esta presente ao norte da Serra do Espinhoso na regido da Chapada Diamantina. E
a primeira espécie do género no Brasil a ser diagnosticada ndo s6 por caracteres vocais e
plumagem, mas também por marcadores genéticos. Habitando regidoes de 850 metros a 1.600
metros de altitude, a espécie € considerada com status de conservagdo Em Perigo (Bornschein et
al., 2007; BirdLife International, 2022).

A partir do avanco das técnicas moleculares, Mauricio et al. (2008), assim como outros
autores, incluiram em seus trabalhos marcadores nucleares e mitocondriais, tendo assim, uma
melhor resolugdo taxondmica (Mata et al., 2009; Mauricio et al., 2014; Pulido-Santacruz et al.,
2016). Consequentemente, outras espécies foram descritas, como S. petrophilus Whitney,
Vasconcelos, Silveira & Pacheco 2010. A espécie € localizada na cadeia montanhosa da Serra do
Espinhoso no estado de MG e ocorre em altitudes de 900 a 2.100 metros de elevacao (Marta et al.,
2009; Mauricio et al., 2010; Whitney et al., 2010).

Por fim, a ultima das espécies descritas no Brasil, S. gonzagai Mauricio, Belmonte-Lopes,
Pacheco, Silveira, Whitney & Bornschein 2014 se encontra distribuida em duas cadeias
montanhosas no sul da BA, no Planalto da Conquista e na Serra das Lontras, em altitudes de 600
a 1.140 metros. Descrita como possuindo plumagem mais amarronzada do que as demais espécies,
uma vocaliza¢do mais espagada, além de confirmacdo prévia de dados genéticos (Mata et al., 2009;
Mauricio et al., 2014). Junto com S. diamentinensis, também se encontra com status de Em Perigo
(BirdLife International, 2022).

Apesar de todos os esfor¢os para melhor classificar as populagdes do género no pais, ainda

s30 necessarios novos estudos para compreender as populagdes remanescentes de S. speluncae.

1.4 Scytalopus speluncae
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Atualmente a espécie classificada como S. speluncae ¢ endémica da Mata Atlantica
brasileira e possui a maior distribuicdo geografica quando comparada com as demais espécies do
género no Brasil (Cadena et al., 2020; Pulido-Santacruz et al., 2016). A associacdo com o nome
tapaculo-preto ¢ historicamente atribuida para descrever exemplares de coloragdo cinza-escuro
habitantes de cadeias montanhosas, em elevagdes de 600 a 2.500 metros, em florestas imidas no
leste do Brasil e noroeste da Argentina (Bornschein et al., 1998; Krabbe & Schulenberg, 2003;
Mauricio 2005; Mauricio et al., 2010; Raposo et al., 2006; Rull & Carnaval, 2020). Suas principais
caracteristicas sao a plumagem uniforme de coloracdo cinza-escura do macho sem marcagao de
barras nos flancos, com fémeas apresentam uma coloragao marrom-amarelado no ventre, flancos
barrados e dorso marrom (Mauricio, 2005; Mauricio et al., 2010). A espécie foi descrita pela
primeira vez em 1835 (Ménétries). Apesar do exemplar descrever sua localidade como sendo de
Sao Jodo del Rei, em MG, autores sugerem que a correta coleta do exemplar possa ter sido
realizada no interior do estado do RJ, onde Ménétries realizou coletas entre os anos de 1822 e 1823
(Pacheco, 2004). Sugerindo entdo, que a localidade tipo da espécie seja considerada a Serra dos
Orgios no RJ (Mauricio et al., 2010).

As discordancias perante a descricdo morfolégica e o real niimero de linhagens do
complexo ¢ uma discussdo desde o inicio do século XXI (Mauricio et al., 2010; Mauricio &
Bornschein, 2017; Nemésio et al., 2013; Raposo & Kirwan, 2008). Por um longo periodo, todos
os exemplares encontrados nas montanhas costeiras do estado da BA até o norte do RS, além de
uma por¢do noroeste da Argentina, eram nomeados como S. speluncae. Com o aumento dos
estudos e identificagdo de novas espécies, a distribuigdo das populagdes de S. speluncae foi
diminuindo ¢ hoje ¢ considerada como presente nas cadeias montanhosas costeiras da Mata
Atlantica do sul do ES, sul de MG, RJ, SP, PR, SC e norte do RS (Krabbe et al., 2020).

A partir das prévias discordancias rodeando a classificacdo da espécie, Marta et al., (2009)
utilizou quatro marcadores genéticos, sendo dois mitocondriais (ND2 e CYB) e dois nucleares
(FIB7 e G3PDH), abrangendo sete diferentes localidades, antes todas consideradas S. speluncae.
O estudo identificou quatro divergentes e estruturadas linhagens no complexo, além de resultar na
posterior descri¢ao de S. gonzagai (Mauricio et al., 2014).

No que diz respeito a diversificacdo das linhagens, ao contrario do postulado por Carnaval
et al. (2009), que sugeriram que as populagdes de distribuicao no sul tenham sido originadas a

partir das populagdes do norte apds o Ultimo Maximo Glacial, Pulido-Santacruz et al. (2016),
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investigando uma maior amostragem incluindo 108 amostras de 65 localidades, sugerem que as
linhagens ja estavam separadas ha pelo menos 2 milhdes de anos. Neste trabalho, as populacdes
se dividiram em dois clados: uma unindo as populagdes mais ao norte da distribui¢ao, do RJ e MG,
como também individuos da populacdo da Serra da Mantiqueira na fronteira com o estado de SP;
e outro agrupando as populacdes ao sul da distribuicao (Serra do Mar - SP, PR, SC, RS). O mesmo
relacionamento retomado por Cadena et al. (2020), a qual utilizando apenas seis amostras da
distribui¢ao de S. speluncae, estimaram que os dois clados estariam separados ha pelo menos 4
milhdes de anos.

De acordo com as classifica¢des de Pulido-Santacruz et al. (2016), a espécie é dividida em
seis grandes grupos com base na ocorréncia geografica e estruturagdo genética. Ao sul da
distribuigao, trés populagdes ocorrem em simpatria. A populacdo denominada como 7 abrange as
localidades do RS, SC e Sul do PR, compartilhando a Escarpa Devoniana com a populagao 5. Esta,
habita a regido da Serra do Paranapiacaba e grande parte da Escarpa Devoniana nos estados do PR
e SP. Ja a populagdo 6 compartilha a regido da Serra da Boa Esperanga apenas com a populacao
7. Préoximo a costa, a populagdo 4 ¢ encontrada na Serra do Mar do estado de SP. A Serra da
Mantiqueira, na divisa dos estados de SP e MG, juntamente a regido da Serra do Caparadé em MG,
abriga, juntas, duas populagdes de distribuicdo mais ao norte, denominada como populagdo 3,
enquanto, a Serra dos Orgos no RJ apresenta a popula¢io denominada 2 (Figura 2).

As linhagens na distribui¢do norte mostraram alta estruturacdo. Por outro lado, as linhagens
denominadas 5 e 7, que ocorrem em simpatria mais ao sul da distribui¢ao, apresentaram maior
mistura genética com a detec¢do de trés possiveis recentes hibridos. A populagdo 6 foi descrita
pela primeira vez no trabalho de Pulido-Santacruz et al. (2016), e at¢ 0 momento nenhum novo
estudo envolvendo os individuos da regido foi documentado.

Como mencionado anteriormente, as localidades onde as populacdes de S. speluncae sdo
encontradas abrangem a distribuicdo da Mata Atlantica, sendo essa considerada um dos hotspots
de biodiversidade do planeta (Myers et al., 2000). Estudos de proxy de diversidade ao redor do
mundo sugerem que essa area apresenta uma alta taxa de riqueza de espécies, influenciada pela

alta umidade e topografia inica da regido (Rahbek & Graves, 2001).
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Figura 2: Filogenia retirada do trabalho de Pulido-Santacruz et al. (2016). Relacionamento entre as populagdes de
Scytalopus speluncae reconstruido com base em dois marcadores mitocondriais utilizando 108 amostras. (A)
Distribuigdo geografica das amostras utilizadas no estudo. (B) Arvore mitocondrial estimada com o método bayesiano.
(C) Resultado da analise de estrutura populacional baseada em 12 loci de microssatélites incluindo 93 individuos. O
clado em laranja ja ¢ descrito como uma espécie independente do complexo (Scytalopus gonzagai).

Até o momento, distingdes que levam em consideragdo apenas caracteres morfologicos ou
de vocalizagdo se mostraram ineficientes na separagdo das populagdes remanescentes do complexo
de S. speluncae (Nemésio et al., 2013; Raposo et al., 2006; Raposo & Kirwan, 2008). Sugere-se
que isso acontece porque as diversas populacdes que ocorrem em alopatria ndo apresentam uma
clara diferenciagao fenotipica, essas podendo ter se diferenciado devido influéncia de processo de
especiagdo alopatrica e ndo por consequéncia de adaptacdo (Cadena et al., 2012). As conclusdes
dos trabalhos com foco nesta espécie evidenciam o isolamento genético entre as populagdes de S.
speluncae, com a possibilidade do taxon conter mais de uma unidade evolutiva em sua
distribuicdo. Todavia, esses estudos apresentam estimativas de separacdao entre as linhagens
divergentes, ndo abrangem toda a distribui¢do do tdxon ou utilizam poucos marcadores genéticos
para explicar a complexa historia das populacdes (Cadena et al., 2020; Mata et al. 2009; Pulido-
Santacruz et al.,2016). Sendo assim, ¢ de extrema importancia realizar um estudo com dados
genomicos contendo o maior nimero de amostras da distribuicdo da espécie S. speluncae, assim

como as demais espécies que ocorrem no Brasil. Dessa forma, langando luz sobre a historia que
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deu origem a populagdes tdo bem estruturadas e refletindo a real diversidade das espécies do

género Scytalopus do clado brasileiro.

1.5 Gendmica

A utilizacdo de dados gendmicos para compreender a historia evolutiva de organismos nao
modelo tem se mostrado extremamente eficiente para desvendar processos evolutivos complexos
(Lopes et al., 2023; Musher et al., 2022). Com o aumento das diferentes possibilidades de
sequenciamento de genomas completos, assim como a gama de programas que visam lidar com o
grande nimero de dados gerados, a drea encontra-se em constante desenvolvimento (Levy &
Myers, 2016; Reel et al., 2021). No contexto da gendmica populacional, esse tipo de estudo
desempenha um papel crucial na obten¢do de estimativas precisas de tamanho populacional,
diversidade e adaptacao (Dussex et al., 2021; Luikart et al., 2003; Supple & Shapiro, 2018; Wang
et al., 2022). A aplicacdo da técnica em estudos populacionais fornece uma melhor resolugdo no
processo de especiagdo, permitindo a identificagdo de loci que possam estar sujeitos a uma maior
diferenciagdo, além de poder contribuir na tomada de decisoes relativas a conservagao de espécies
e populagdes (Butlin, 2010; Hohenlohe et al., 2021; Luikart et al., 2003; Supple & Shapiro, 2018).

Dadas as informagdes anteriores, ¢ de extrema importancia que uma revisao incluindo toda
a distribuicdo de S. speluncae, abrangendo todos os taxons do género Scytalopus do clado do leste
da América do Sul, seja realizada. A aplicacao dos dados gendmicos pode trazer luz a possibilidade
de existéncia de mais de uma espécie no complexo do tapaculo-preto, permitindo compreender sua

radiagdo e a correta atribuicao taxonomica, além do status de conservagdo dessas populagdes.
2. JUSTIFICATIVA

Com o progresso da tecnologia de sequenciamento ¢ analise de dados, tornou-se possivel
a obten¢cdo de um grande volume de amostras, buscando assim maior resolucdo de cenarios
complexos. Ainda que avangos na utiliza¢ao de dados e na compreensao da historia das populacdes
de S. speluncae tenham ocorrido, estudos que incluam amostras de toda a distribuicao da espécie,
bem como a inclusdo dos demais taxons do clado do leste da América do Sul, utilizando o maior
numero de dados, precisam ser realizados. Com isso, o presente projeto busca proporcionar uma
resolucdo mais solida para a classificacdo das populacdes de S. speluncae a partir da aplicacdo de

dados genOmicos. Essa maior resolugdo ndo permitird apenas a reavaliagdo taxondmica e



17

esclarecimento das relagdes filogenéticas entre as populagdes, mas também resultara em

implicagdes importantes para a conservacao do taxon e das populagdes.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Compreender a histdria evolutiva e a estruturagao populacional do complexo de populagdes

classificadas como Scytalopus speluncae por meio da caracterizagdo de dados genomicos.

3.2 Objetivos especificos

e Estimar o relacionamento ¢ a divergéncia das sete espécies que compdem o grupo dos
Scytalopus na distribuicao leste da América do Sul;

e FEstimar o relacionamento, a divergéncia entre as linhagens e os possiveis eventos
evolutivos que influenciaram na historia de S. speluncae;

e Estimar a diversidade genética intraespecifica da espécie S. speluncae, assim como sua

historia demografica.
4. MATERIAL E METODOS
4.1 Amostras e sequenciamento

No presente estudo, serdo sequenciados genomas completos de 49 individuos de S.
speluncae que ocorram em diferentes localidades ao longo da sua distribuigdo, amostrando as
principais populacdes reconhecidas como unidades evolutivas distintas por Pulido-Santacruz et al.
(2016) (Figura 3). Ha ainda a possibilidade de obtengao de novas amostras a partir de colaboragdes.
Ademais, sera sequenciado um genoma de cada uma das demais espécies do género que ocorrem
no Brasil: S. diamantinensis, S. gonzagai, S. petrophilus, S. pachecoi, S. iraiensis e S.
novacapitalis, além do sequenciamento de uma amostra do género Eleoscytalopus, E. indigoticus,
utilizada como grupo externo (Tabela 1). Sera obtido do banco de dados dois genomas da espécie
Scytalopus superciliaris, a qual serd também adicionada nas analises. As amostras terdo seus
DNAs extraidos utilizando o kit de extragdo DNeasy Tissue Kit (Qiagen) seguindo o protocolo

estipulado. Os genomas serdo sequenciados na plataforma Illumina.
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4.2 Montagem dos genomas

Apo6s a obtencdo das sequéncias brutas do sequenciamento, serdo realizadas anélises de
bioinformatica com intuito de verificar a qualidade do sequenciamento e proceder com a
montagem dos genomas.

A qualidade do sequenciamento serd avaliada com base no valor de qualidade Phred,
verificando as sequéncias brutas por meio do programa FastQC (Andrews, 2010). Os genomas
serao mapeados utilizando o genoma de S. superciliaris (GenBank: N° de acesso ASM1340041v1)
como referéncia no programa PALEOMIX no moédulo BAM pipeline (Schubert et al., 2014). O
PALEOMIX realiza a filtragem e alinhamento das sequéncias de forma automatizada, gerando
arquivos de alinhamento de sequéncias binarias (do Inglés, “binary sequence alignment” - BAM)
que servirdo de entrada nas andlises subsequentes. Os adaptadores das sequéncias, as bases de
baixa qualidade (>3) e as sequéncias com menos de 90 bases serdo filtradas com o programa
AdapterRemoval v2 (Schubert et al., 2016). O alinhamento contra o genoma de referéncia sera
feito com o método BWA 0.7 .17 (Li & Durbin, 2009), filtrando sequéncias nio mapeadas e
aquelas com valor de qualidade Phred >30. As duplicatas de PCR serdo filtradas e os indels
mapeados com Picard Tools 2.18.5 (Broad Institute 2019) e GATK 3.8 (McKenna et al., 2010),
respectivamente. A indexagdo do arquivo BAM sera realizada utilizando o SAMtools v1.12 (Li et
al., 2009). A qualidade do mapeamento, incluindo cobertura por par de base ¢ profundidade das
sequéncias, sera gerada pelos modulos paleomix coverage e paleomix depths. Por fim, sera
utilizado o programa deepTools v3.5.1 (Ramirez et al., 2016) para gerar graficos de cobertura.

Com os genomas mapeados, a obtencdo das sequéncias consenso sera realizada com o
software ANGSD (Korneliussen et al., 2014), considerando apenas as bases com um valor minimo
de qualidade igual ou superior a 30. Os genomas serdo mascarados com o objetivo de
descaracterizar regioes repetitivas e de baixa complexidade, substituindo essas regides por valores
de “N”. O mascaramento sera executado através do programa RepeatMasker v4.1.5 (Smit et al.,
2015), de acordo com as regides mascaradas do genoma do modulo de aves. Com as sequéncias
consenso filtradas e mascaradas, a fim de averiguar a completude e realizar predi¢do e anotagdo
de genes com base em ortologia de sequéncias, o genoma de referéncia (S. superciliaris) sera

submetido ao software BUSCO v5 (Manni et al., 2021).
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O painel de Polimorfismos de Nucleotideo Unico (do Inglés, “Single Nucleotide
Polymorphisms” - SNPs) sera obtido utilizando o programa BCFtools v1.17 (Danecek et al., 2021)
no modulo mpileup. O painel de SNPs serd construido a partir da filtragem de bases de baixa
qualidade com valores de q<30 e Q<30, com cobertura total minima de 3 e no maximo 3X a média
de profundidade do genoma, além do descarte de indels. Também serdo identificadas bases
localizadas em regides repetitivas, com base no arquivo de coordenadas obtido das regides
mascaradas no arquivo consenso FASTA. Primeiramente, sera gerado um arquivo VCF contendo
os sitios invariantes e variantes, seguido de uma segunda rodada, mantendo apenas os sitios
polimorficos.

O genoma mitocondrial sera obtido realizando os mesmos passos até a obten¢do do
arquivos FASTA, a partir da sequéncia de referéncia da mitocondria de S. superciliaris (GenBank:

N° de acesso NC 053064).

Figura 3: Mapa com as amostras a serem utilizadas no presente trabalho. As popula¢des de Scytalopus speluncae sdo
representadas pelos tridangulos rosas. As demais espécies pertencentes ao género e que serdo inclusas no trabalho sao:
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Scytalopus diamantinensis (circulo laranja), Scytalopus gonzagai (circulo azul), Scytalopus petrophilus (circulo
marrom), Scytalopus pachecoi (circulo verde), Scytalopus iraiensis (circulo vermelho) e Scytalopus novacapitalis
(circulo amarelo). Mapa autoral.

4.3 Analises de estruturacdo genética e filogendmica

Com intuito de avaliar a estruturacdo populacional, serdo realizadas a Analise de
Componentes Principais (do Inglés, “Principal Component Analyses” - PCA) e a estimativa de
componente gendmico ancestral dos individuos. A PCA, a qual sumariza a variacao dos dados em
componentes principais, sera realizada utilizando o painel completo de SNPs obtidos com o
BCFtools por meio do software Plink v1.9 (Chang et al., 2015). Para avaliar a mistura genémica e
o componente gendmico de cada individuo, serda empregado no programa Admixture v1.3
(Alexander et al., 2009). O Admixture v1.3 tem como objetivo estimar a melhor propor¢ao do
componente ancestral que explica a frequéncia dos alelos no conjunto de SNPs com base em uma
valor de agrupamento (K). O valor de K define quantos componentes gendomicos serdo estimados
para o nimero das amostras. O método assume a independéncia de loci, portanto, o painel de SNPs
serd filtrado com Plink v1.9 com base em distancia genética, conforme sugerido no manual, com
intuito de reduzir o desequilibrio de liga¢do entre os sitios.

Analises de filogenética serdo aplicadas para melhor compreender o relacionamento entre
as espécies e populacdes, bem como para estimar os tempos de divergéncia e avaliar eventos
evolutivos (e.g. introgressao, hibridizag¢do e Separacao Incompleta das Linhagens) que possam ter
influenciado a historia do grupo.

Para avaliar as relagdes entre as amostras, sera utilizada a amostragem do genoma completo
a partir do conjunto de sitios polimodrficos gerados com o BCFtools, conforme mencionado
anteriormente. A amostra de E. indigoticus serd incluida como grupo externo em todas as analises.
O programa IQ-TREE (von Haeseler et al., 2015) sera empregado para estimar uma arvore usando
o método de maxima verossimilhan¢a (ML) com a op¢do -m MFP para calcular o melhor modelo
de substitui¢ao para os dados (Kalyaanamoorthy et al., 2017). Como comparag¢do, sera utilizado o
mesmo conjunto de dados de SNPs e o mesmo grupo externo para inferir uma topologia com o
programa RAXML-NG-MPI (Kozlov et al., 2019), também baseada no método de ML, utilizando
o melhor modelo de substitui¢do gerado da analise do IQ-TREE. Em ambos programas, o painel
de SNPs sera convertido em formato phylip usando o script vef2phylip.py (Ortiz, 2019). Além das

estimativas de arvores de ML com o RaxML e IQ-TREE, serd feita uma reconstrugdo baseada no
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método Neighbor-Joining (NJ) usando o programa Phyllip 3.7 (Felsenstein, 2009), com o mesmo
conjunto de sitios variantes das andlises anteriores, utilizando o script VCF2Dis
(https://github.com/BGI-shenzhen/VCF2Dis) para converter o painel de SNPs em uma matriz de
distancia.

Diferentes por¢des do genoma podem retomar diferentes relacionamentos devido a eventos
de introgressao e Separagao Incompleta de Linhagens (do Inglés, “Incomplete Lineage Sorting” -
ILS) (Lopes et al., 2021; Martin et al., 2013). Para analisar separadamente segmentos
independentes ao longo dos genomas e investigar a existéncia de possiveis topologias alternativas
e suas frequéncias, os genomas serdao divididos em fragmentos genomicos (FGs). Os FGs terdo
tamanhos de 5, 10, 20 e 50 kb, espacados por 100 kb, com o objetivo de minimizar o desequilibrio
de ligagao (Lopes et al., 2021). Para cada fragmento de cada conjunto, serdo aplicados filtros de
porcentagem de dados faltantes com trimAl v1.4 (Capella-Gutierrez et al., 2009), excluindo FGs
com mais de 20% de dados ausentes. Para reduzir a probabilidade de recombinagdo entre os
fragmentos serd empregado o programa 3SEQ (Lam et al., 2018), usando um valor de corte de p
< 0,001, de acordo com a corre¢do de Bonferroni (Rice, 1989). A quantificacdo da informacao
genética em cada fragmento serd realizada por meio da contagem de sitios parcimoniosos com o
programa AMAS tools (Borowiec, 2016), descartando FGs com valores de sitios fora do padrao
do conjunto de dados.

Todos os FGs de cada conjunto serdo submetidos a estimativa filogenética com o programa
RAXML-HPC-PTHREADS v8.2 (Stamatakis, 2014), estimando uma topologia para cada
fragmento com base no método de ML, utilizando o melhor modelo de substituigdo obtido com a
analise com o programa IQ-TREE. Para sumarizar o grande niimero de topologias geradas na
andlise anterior, o programa ASTRAL-III (Zhang et al., 2018) serd empregado a fim de obter a
arvore de espécies mais provavel. Para calcular a frequéncia de cada uma das arvores em cada
tamanho de FG, serd utilizado o programa Newick Ultilities 1.6 (Junier & Zdobnov, 2010) com as
extensdes nw_topology e nw_order.

Com o software BPP (Flouri et al., 2022), que utiliza uma abordagem bayesiana € o modelo
de coalescéncia multiespecifica, serd estimado o tempo de divergéncia entre as linhagens
utilizando o conjunto de arvores geradas dos FGs que apresentar maior valor de sitios informativos

(>5). Os pontos de calibracao dessa estimativa serdo baseados de acordo com a literatura.
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4.4 Analises de mistura gendmica

Como mencionado anteriormente, eventos evolutivos, como fluxo génico e ILS, sdo
comuns na histdria das espécies ¢ podem impactar na compreensdo dos seus relacionamentos
quando ndo considerados nas estimativas filogenéticas. Para avaliar esses sinais e melhor
compreender o fluxo entre as populagdes e eventos de rapida radiacdo, serdo aplicados dois
métodos: o teste de Quantificacao de Introgressdo via Tamanho de Ramo (do Inglés, “Quantifying
Introgression via Branch Lengths” - QulBL) (Edelman et al., 2019) e o teste de ABBA-BABA,
também chamado de estatistica D.

O QuiIBL leva em consideracao a distribui¢do de tamanhos de ramos para um determinado
trio em diferentes topologias, inferindo e quantificando se aquele relacionamento ¢ melhor
explicado por ILS sozinho ou introgressdo. Ramos de tamanho pequeno sugerem ILS, enquanto
ramos com grande profundidade podem ser melhor explicados por introgressao. Nesta analise,
serdo empregadas as arvores do tamanho de FG que melhor atenderem ao critério de um valor
significativo de sitios informativos (>5), avaliado a partir da analise de sitios parcimoniosos, € com
menor probabilidade de recombinagdo entre fragmentos.

O teste da estatistica D, também conhecido como ABBA-BABA, ser4 utilizado para avaliar
a propor¢ao da introgressao entre amostras, levando considerando uma topologia com trés grupos
e um grupo externo: (((P1,P2),P3),0). O teste se baseia na andlise de distribuicdo de sitios
ancestrais (A) e derivados (B), examinando a frequéncia de padroes ABBA e BABA. Se os valores
de ABBA e BABA forem igualmente provaveis para cada par, a hipotese nula ¢ verdadeira. Caso
o contrario, excesso de ABBA ou BABA indicam eventos de introgressao entre P3 e P1 ou P3 e
P2. A andlise serd utilizada visando avaliar a possibilidade e intensidade de fluxo entre as
populagdes, agrupando as amostras de acordo com a analise de estruturagdo populacional,
explicada anteriormente. Essa sera executada com o programa Dsuite (Malinsky et al., 2021), com
o modulo Dtrios, empregando o conjunto completo dos sitios variantes obtidos do BCFtools.

Por fim, para estimar os relacionamentos entre as populagdes, considerando tanto ILS
quanto fluxo génico (reticulagdes), sera aplicado o método de estimativa de rede filogenética com
abordagem bayesiana, utilizando o algoritmo MCMC_GT emplementado no programa PhyloNet
(Wen et al., 2016). Com base no modelo de coalescéncia de rede multiespécies, o algoritmo

MCMC_GT emprega o método de Cadeia de Markov Monte Carlo com salto reversivel para
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amostrar a distribuigdo posterior de redes filogenéticas. A rede com maior probabilidade posterior
sera considerada a melhor representagao dos relacionamentos entre as populagoes e espécies. Serao
utilizadas 2.000 arvores, do mesmo conjunto de arvores inferidas na analise com o QulBL,

escolhidas aleatoriamente por meio de codigo personalizado.

4.5 Analises de diversidade genética

Nesse projeto, se pretende avaliar a variacdo genética intraespecifica, uma métrica de
extrema importancia para a compreensdo dos impactos dos processos evolutivos e da adaptacao
das populacdes atuais. Dentro do complexo de populagdes de S. speluncae, onde ja se foi observada
a existéncia de diversas unidades evolutivas ao longo da sua distribuicao (Mata et al., 2009; Pulido-
Santacruz et al., 2016), é essencial avaliar essas métricas para melhor compreender o estado de
conservagao das populacdes. Serdo realizadas andlises focadas na heterozigosidade, estimativa de
fragmentos de homozigosidade (ROHs, do Inglés “Runs of Homozygosity”), na distancia genética
(dy/ ) e diferenciacao genética (Fsr).

A heterozigosidade ¢ uma medida que descreve a variabilidade genética de um individuo
devido a presenga de diferencas de frequéncias alélicas ao longo do genoma. Quanto maior a
diversidade genética, melhor a resposta a pressdes seletivas e maior capacidade de adaptagdo
(Kardos et al., 2021). Os ROHs, por outro lado, sdo regides do genoma em que os alelos herdados
sdo idénticos, podendo ser indicativos de endogamia ou reducdo do tamanho efetivo (Ne) da
populagdo, afetando o fitness da espécie ou populagdo, dependendo da quantidade e distribuigao
desses fragmentos (Kardos et al., 2017; Martin et al., 2023).

Com objetivo de estimar a heterozigosidade e os niveis de ROHs de cada uma das
populacdes, serdo empregadas duas abordagens para posterior comparagdo. Utilizando o arquivo
VCF com todos os sitios gerado pelo BCFtools, a heterozigosidade sera estimada com o software
VCFtools v3.0 (Danecek et al., 2011), calculando a heterozigosidade observada (Ho) e esperadas
(He) por meio da funcdo --hardy. Esses valores posteriormente serdo divididos pelo nimero de
bases de cada genoma. Os ROHs serdo estimados com o programa Plink v1.9 (Chang et al., 2015)
usando a fun¢do --homozyg com um tamanho de janela de no minimo >250 kb para identificar
ROHs ancestrais e >1000 kb para identificar os que ndo refletem processos ancestrais, como ja
visto por Martin et al. (2023). A segunda estimativa, sera conduzida com o software ROHan

(Renaud et al, 2019), o qual utiliza uma abordagem bayesiana que emprega a taxa de
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heterozigosidade dos individuos como prior para estimar a probabilidade dos genotipos de longas
regidoes de ROHs e, por fim, Watterson theta, pela contagem de sitios polimorficos. Serdo
utilizados os arquivos BAM gerados no mapeamento, o genoma de referéncia e um tamanho de
janela que ndo apresente sobreposi¢ao.

A diversidade nucleotidica () e a distancia genética (Fst e D.,) sdo importantes para
averiguar o historico de diversidade e proximidade entre populagdes. Enquanto n descreve o
numero médio de diferencas de nucleotideos entre individuos da mesma populacdo, Dy, e Fst
quantificam a distancia genética com base na distribuicao das frequéncia alélicas entre populacdes,
refletindo o grau de estruturagdo e manutencao da variabilidade genética (Nei & Li, 1979; Weir &
Cockerham, 1984). Para avaliar esses paramétros, sera utilizado o arquivo VCF contendo os sitios
variaveis e invariaveis, contabilizando bases em fragmentos genomicos de 100 kb nao sobrepostos
com o programa pixy v1.0 (Korunes & Samuk, 2021). A vantagem do uso do pixy ¢ o calculo da
comparagdo dos genotipos, que ndo assume homozigosidade para o alelo de referéncia em casos

de sitios com dados faltantes, mas desconsidera a base no calculo final.

4.6 Historia demografica

Investigar a historia demografica é importante para compreender como a populacao
responde a diferentes pressdes ambientais, como, por exemplo, os ciclos glaciares. As populacoes,
como consequéncia dessas pressdes, podem experimentar gargalos de garrafa e/ou expansoes
populacionais, o que pode impactar diretamente a diversidade genética disponivel (Huynh et al.,
2023; Liu et al., 2022; Martin et al., 2023; Wallberg et al., 2014).

A historia demografica das populagdes ancestral serda estimada por meio do método de
PSMC (do Inglés, “Pairwise Sequentially Markovian Coalescent”) (Li & Durbin, 2011) e MSMC2
(do Inglés, “multiple sequentially Markovian coalescente) (Schiffels & Wang, 2020). O PSMC
infere os tamanhos populacionais efetivos a partir da reconstrugdo do ultimo ancestral comum com
base em um tnico genoma diploide, considerando a densidade de sitios heterozigotos e eventos de
recombinacao. Com base nas analises anteriores, sera selecionada uma amostra de cada populagao
para ser utilizada, além das amostras das demais espécies de Scytalopus. Por outro lado, o
programa MSMC?2 serd empregado para estimar a separagdo genética entre as populagdes. Para
essa andlise, serdo utilizadas apenas as amostras de S. speluncae. Os arquivos de entrada para os

programas serao gerados de acordo com as recomendacdes de cada manual.
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Trabalhos anteriores ja hipotetizaram diferentes cenarios para as distribuicdes de taxons ao
longo da Mata Atlantica (Leite et al., 2016; Pulido-Santacruz et al., 2016; Thom et al., 2020). Neste
trabalho, buscando compreender o tamanho populacional e a dindmica das populagdes de tapaculo-
preto, diferentes cenarios de expansdo e contragdo, além da inclusdo ou ndo de eventos de
migragdes entre populagdes, serdo testados com o pacote R PipeMaster (Gehara et al., 2017).
PipeMaster utiliza do programa msABC (Pavlidis et al., 2010), baseado no modelo de simulagado
de coalescéncia, para testar diferentes modelos demograficos. A utilizagdo do pacote, vinculado
ao msABC possibilita testar modelos complexos de dindmica populacional, selecionando o melhor

modelo com base em uma abordagem de aprendizagem de maquina.

4.7 Analises de sele¢do

Com o proposito de investigar se as populagdes de S. speluncae estao sujeitas a pressoes
seletivas, promovendo sua diferenciacdo, uma analise de sele¢do positiva sera conduzida incluindo
todas as regides codificantes recuperadas com o BUSCO. Inicialmente, serdo extraidas as regides
codificantes de pelo menos duas amostra de cada uma das populagdes previamente identificadas
nas analises anteriores, com um codigo personalizado. O teste para checar se as regides estao sob
selegdo positiva sera realizado com o programa HyPhy (Pond et al., 2005), implementando o teste
estatistico BUSTED (do Inglés, “Branch-site Unrestricted Statistical Test for Episodic
Diversification) (Murrell et al., 2015). O BUSTED verifica se o gene em questdo passou por
algum episodio de selecdo positiva em pelo menos um codon em pelo menos um ramo da
topologia. Isso ocorre quando @3 = 1, rejeitando a hipdtese nula e assumindo que ha evidéncias de
que pelo menos um local do gene tenha passado por sele¢ao positiva. Além disso, a BUSTED
calcula a Taxa de Evidéncia, fornecendo a probabilidade de que o modelo alternativo tenha se
ajustado melhor aos dados em comparacdo com o modelo nulo. A andlise de selecdo sera

conduzida testando todos os ramos da filogenia quanto a sele¢do positiva.
5. RESULTADOS ESPERADOS

Com este trabalho, pretende-se compreender melhor a estruturagdo populacional do
complexo do tapaculo-preto, assim como fornecer uma base para a avaliagao da divergéncia entre
as linhagens, oferecendo mais dados para embasar as decisdes no ambito da conservagao e da real

classificagdo taxondmica da espécie.
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Espera-se estimar a melhore resolugdo no que diz respeito aos relacionamentos
toxondmicos e tempo de divergéncia entre as populacdes de S. speluncae, assim como também os
das demais espécies do género no clado do leste da América do Sul. E também esperavel
compreender quais os eventos que influenciaram em suas histdrias evolutivas, como fluxo génico
e ILS, além da estimativa da diversidade intraespecifica e os tamanhos populacionais ancestrais e
atuais. Por fim, o presente projeto espera responder sobre possiveis sinais de selegdo positiva que

possam estar influenciando na diversificagao das populagoes.

6. CRONOGRAMA

O projeto tem previsao de duragdo de 24 meses ¢ terd inicio apos a obtengado e extragdo do
DNA das amostras de tecido e sangue. Em seguida, os DNAs extraidos serdo enviados a empresa
terceirizada para sequenciamento. A datar da obtencao das sequéncias ja processadas, inicia-se o

processo de anélise dos dados, com duracao de 12 meses, seguida da escrita do manuscrito.

ATIVIDADES

Revisdo bibliografica

Obtengao das amostras
e extragdo do DNA

Sequenciamento

Analise dos dados

Meses

Revisdo bibliografica

Analise dos dados

Escrita do manuscrito
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7. ORCAMENTO

A extracdo do DNA de possiveis novas amostras que possam ser utilizadas no estudo sera
feita com o DNeasy Blood & Tissue Kit. As analises de bioinformatica serdo realizadas com os
equipamentos disponiveis no Laboratorio de Biologia Gendmica e Molecular da PUCRS. O
sequenciamento sera realizado aplicando uma cobertura média de 10X na plataforma Illumina em

parceira com o Instituto Tecnologico Vale.

Item Quantidade Valor total
Plasticos ¢ vidrarias - Disponivel no Lab. de Biologia
Genomica e Molecular

DNeasy Blood & Tissue Kit (50) 1 R$ 530,0

Envio via FedEx para 1 R$ 500,00

sequenciamento

Sequenciamento 56 amostras R$ 94.000,00
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