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RESUMO

PEREIRA, Elvis Almeida. Diversificacdo e evolucdo em anuros neotropicais, uma
abordagem filogeogréfica e biogeogréafica. 2020. 96p Tese (Doutorado em Biologia Animal).
Instituto de Biologia, Departamento de Herpetologia. Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Seropédica, RJ, 2020.

A biologia visa entender o funcionamento dos organismos, a relagdo deles com o meio e seu
processo de evolucdo. A ciéncia que busca identificar os processos que levaram a formacéo
desses padrdes de distribuicdo dos organismos é a Biogeografia. Como o acesso a dados
moleculares aumentou entre as décadas de 1970 e 80, o estudo da Biogeografia se expandiu e
entdo foi criado o termo Filogeografia, que possui como objetivo principal entender os
processos que atuaram na distribuicdo geografica das espécies, baseado em dados genéticos.
Testar o papel dos eventos historicos geomorfoldgicos e climaticos que possivelmente atuaram
nos padrbes e processos que levaram a essas distribuicdes geograficas em organismos
filopétricos, com baixa vagilidade e com altas taxas de endemismos. A regido neotropical é
uma das mais diversas do planeta, e possui a maior riqueza de anfibios do mundo, além de uma
geomorfologia diversificada devido ao complexo histérico de evolugdo do continente sul-
americano e varios tipos de eco regides. Nos ultimos milhGes de anos o continente sul-
americano passou por severas modificagdes devido as incursdes marinhas, soerguimento de
cadeias montanhosas e o fechamento do Istmo do Panama, que alterou o clima da América do
Sul completamente. Além destes eventos geoldgicos, as mudancas climaticas também atuaram
na modificacdo da paisagem neotropical diversas vezes, causando a expansao e a retracdo dos
dominios morfoclimaticos e, consequentemente, dos organismos que habitam estes ambientes.
Os anuros ocupam uma ampla diversidade de habitats, possuem baixa vagilidade e muitas
espécies possivelmente acompanharam os ciclos dos Biomas, tornando-os bons modelos para
entender a evolucdo destes dominios morfoclimaticos. A presente tese esta dividida em dois
capitulos: o primeiro, sobre a estrutura filogeogréafica de Boana crepitans; e o segundo, aspectos
biogeograficos das espécies da tribo Sphaenorhynchini. Além de apontar informac6es sobre as
conex0es historicas entre os dominios morfoclimaticos florestais da Amazonia e da Mata
Atlantica e identificar alguns principais processos que atuaram na diversificagdo desses taxons.

Palavras-chave: Anfibios, Brasil, Delimitacdo de espécie.



ABSTRACT

PEREIRA, Elvis Almeida. Diversification and evolution in neotropical anurans, a
phylogeographic and biogeographic approach. 2020. 96p Thesis (Doctoral degree in Animal
Biology). Instituto de Biologia, Departamento de Herpetologia. Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro. Seropédica, RJ, 2020.

Biology has as one of its main questions, the search for patterns of distribution of organisms.
The science that seeks to identify the processes that led to the formation of these standards is
Biogeography. As access to molecular data increased between the 1970s and 1980s, the study
of Biogeography expanded and then the term Phylogeography was created, whose main
objective is to understand the processes that acted on the geographical distribution of species,
based on genetic data. Testing the patterns and processes that led to these distributions in
philopatric organisms, with low vagility and high rates of endemism is interesting when trying
to understand historical geomorphological and climatic events. The neotropical region is one
of the most diverse regions on the planet, as it is home to enormous biodiversity, with the
greatest diversity of amphibians in the world, in addition to having a diversified geomorphology
due to the historical complex of evolution of the continent and different types of ecoregions. In
the past millions and years, the South American continent has undergone severe changes due
to marine incursions, uplift of mountain ranges and the closing of the Isthmus of Panama, which
changed the climate of South America completely. In addition to these geological events,
climatic events also acted in the modification of the neotropical landscape several times,
causing forest morphoclimatic domains to expand and retract over time, and consequently,
species dependent on forest habitats, fluctuated with the events of expansion and retraction of
these forests. Anurans occupy a wide range of habitats, have low vagility and many species
possibly followed the forest cycles, making them good models for understanding the evolution
of these morphoclimatic domains. With this, the present thesis presents two chapters, the first,
phylogeographic structure of Boana crepitans and the second, biogeographic aspects of the
species of the Sphaenorhynchini tribe. In addition to pointing out information about the
historical connections between the forest morphoclimatic domains of the Amazon and the
Atlantic Forest and identifying some main processes that have acted in the diversification of
these taxa.

Key words: Amphibians, Brazil, Species delimitation.
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1 INTRODUCAO GERAL

A biogeografia, pertencente a uma area de estudo multidisciplinar, é a ciéncia que
procura entender o relacionamento dos eventos ou processos ocorridos que resultaram nos
padrdes de distribui¢do geografica dos organismos (Brown & Lomolino, 2006; Crisci et al.,
2009). Ao longo do seu desenvolvimento, esta ciéncia foi dividida por biogedgrafos em duas
diferentes abordagens: a biogeografia ecoldgica, que procura explicar padrdes de distribuicédo
das espécies com base nas interagdes ecoldgicas que aconteceram a um intervalo de tempo
relativamente curto (Wiens & Donoghue, 2004; Brown & Lomolino, 2006); e a biogeografia
historica, que procura entender como 0s processos/eventos que ocorreram ao longo de
milhares a milhdes de anos definiram as distribuicbes das espéecies (Brown & Lomolino,
2006; Crisci et al., 2009). A partir da década de 1970, devido ao acesso a dados moleculares,
0 estudo da Biogeografia comecou a expandir, possibilitando explorar novas abordagens e
permitindo analises mais robustas. A partir destes avancos, no final da década de 1980, foi
criado o termo Filogeografia (Avise et al., 1987), que possui como objetivo principal
interpretar 0s processos que atuaram na distribuicdo geogréafica e demografia das populagdes
de espécies, baseado nas genealogias génicas (Avise, 2000).

Testar padrdes filo/biogeograficos em organismos com pouca mobilidade e com altos
padrdes de endemismos, além de grupos filopatricos, € interessante quando se busca entender
padrBes ecorregionais, geomorfoldgicos e climaticos (Zeisset & Beebee, 2008). A regido
neotropical, além de possuir uma grande diversidade de ambientes e um complexo historico
evolutivo do continente com diversos dominios morfocliméticos distintos, ainda ocupa uma
posicao crucial para os anfibios, pois abriga a maior biodiversidade do planeta (Duellman,
1999; Galindo-Leal & Céamara, 2005; Silva & Casteleti, 2005; Hoorn & Wesselingh, 2010;
Turchetto-Zolet et al., 2013). Devido as altas taxas de endemismo e grande estagio de
degradacéo, varios dominios morfoclimaticos sdo considerados prioridades mundiais para
conservagdo (Myers et al., 2000; Ribeiro et al., 2009). Entender quando e quais foram 0s
processos envolvidos na evolugdo dos organismos € um dos principais objetivos dos estudos
sobre diversificacdo da biota neotropical (Moritz et al., 2000; Antonelli & Sanmartin, 2011).
Entretanto, com a incerteza sobre o conhecimento de quando a evolucdo da paisagem e
eventos vicariantes ocorreram para a maioria das regides, idealizar previsdes genéticas para as
hipbteses de diversificacdo nos neotropicos nao é uma tarefa trivial (Brumfield, 2012).

Os estudos biogeogréaficos e filogeograficos de organismos no continente sul-
americano estdo em constante avanco, porém, os trabalhos possuem um forte viés em
organismos com ocorréncia em apenas uma regido climatica ou um dominio morfoclimatico,
portanto existe a necessidade da utilizacdo de tdxons amplamente distribuidos para uma
observacdo mais precisa dos processos evolutivos de dominios morfoclimaticos que possuem
historias evolutivas duvidosas (Turchetto-Zolet et al., 2013).

A América do Sul é constituida por diferentes tipos de vegetacéo, tais como:
florestas montanas (nas encostas dos Andes), florestas tropicais (Amazonia e Mata Atlantica),
formagdes secas denominadas “Florestas Tropicais Sazonalmente Secas” (Caatinga, Cerrado,
Pantanal e o Chaco), entre outras (Ab’Saber, 1977; LOwenberg-Neto et al., 2011). Nos
ultimos milhdes de anos, o cenario do continente sul-americano foi intensamente
transformado. Entre 56 a 33,9 milhdes de anos atras, no Eoceno, as florestas tropicais se
estendiam ao longo de todo o continente, constituindo uma grande area continua de florestas
(Morley, 2000). A partir de entdo, a diversificagdo dos organismos foi influenciada
diretamente por eventos em diferentes escalas que afetaram a paisagem da regido. Durante o
Nedgeno, eventos geoldgicos como as incursdes marinhas durante o Mioceno superior e 0
soerguimento dos Andes foram importantes no processo de diversificacdo, pois além de
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funcionar como evento vicariante, provocou alteragdes drasticas no clima do continente, nos
sistemas hidricos e no regime de chuvas, uma vez que a cordilheira retém toda umidade que
vem do Oceano Atlantico (Hoorn et al., 2010; Rull, 2011a; b). No final do Mioceno e
Plioceno, o fechamento do Istmo do Panama além de promover o intercambio entre as biotas
da América do Sul e das Américas Central e do Norte, alterou a dindmica das correntes
maritimas modificando também o clima da regido (Bacon et al., 2015; O’Dea et al., 2016).

Esses eventos seguidos de uma diminuicéo da precipitagéo e temperatura global,
possibilitaram um aumento na ocorréncia das gramineas, principalmente na regido central do
Brasil (Potter & Szatmari, 2009). Com a expansao das vegetacdes de savana, as “Florestas
Tropicais Sazonalmente Secas” emergiram e ocasionaram uma divisao na grande area
continua de florestas tropicais imidas, separando a Amaz6nia e a Mata Atlantica. Apds a sua
formacéo, eventos geoldgicos ao longo do Mioceno como o soerguimento do Planalto Central
Brasileiro, rebaixamento do Chaco e outras regides (de Carvalho et al., 2013; Ross, 2016) e
recorrentes transgressdes maritimas no Chaco (Ruskin et al., 2011) também influenciaram a
diversificacao na regido das “Florestas Tropicais Sazonalmente Secas”.

Além dos eventos geoldgicos, a influéncia dos eventos climaticos também entrou em
pauta e sdo frequentemente elencados como potenciais promotores da diversificagdo na regido
Neotropical, com intensa diversificacdo de linhagens no Quaternario (Whitmore & Prance,
1987; Cabanne et al., 2007, 2008; Carnaval et al., 2009; Martins et al., 2009; Ribeiro et al.,
2010; d’Horta et al., 2011; Maldonado-Coelho., 2012; Turchetto-Zolet et al., 2013). A
hipotese mais debatida é a teoria dos refugios florestais pleistocénicos (Haffer, 1969; Brown
& Ab’Saber, 1979; Vanzolini & Williams, 1970; 1981; Carnaval & Moritz, 2008), pois houve
mudangas na temperatura e pluviosidade, que em consequéncia, pode ter causado alteracfes
na distribuicdo geografica das florestas (Sobral-Souza et al., 2015). A alternancia entre
periodos quentes e umidos com periodos frios e secos fez com que estas florestas imidas se
retraissem e se expandissem durante os periodos de maximo glacial e ciclos interglaciais,
respectivamente, enquanto as areas de vegetacao aberta se comportavam de maneira contraria,
formando refugios de ilhas de florestas densas Umidas isoladas por vegetacdo aberta (Behling,
2002; Neto & Nery, 2005; Behling & Pillar, 2007).

Assim, espécies dependentes de ambientes florestais acompanharam esses ciclos de
retracdo e expansdo das florestas durante o Pleistoceno, fazendo com que popula¢des isoladas
em cada fragmento evoluissem de maneira alopatrica (Carnaval & Moritz, 2008), podendo
acarretar na diferenciacdo de linhagens e até especiacdo, caso o tempo de isolamento tenha
sido suficiente para acumular diferencas entre elas. Deste modo, mesmo depois do
estabelecimento das “Florestas Tropicais Sazonalmente Secas”, a historia dos dominios
morfoclimaticos Neotropicais ao longo do Pleistoceno teria sido dindmica, e conexdes entre
Amazonia e Mata Atlantica através das matas de galeria e brejos de altitude sdo propostas por
varios autores (e.g. Por, 1992; Oliveira et al., 1999; Behling et al., 2000; Auler & Smart,
2001; Costa, 2003; Auler et al., 2004; Wang et al., 2004; Batalha-Filho et al., 2013; Prates et
al., 2016; Ledo & Colli, 2017).

As espécies de anuros sdo bons modelos para entender a diversificacdo destes
dominios morfoclimaticos através de estudos biogeograficos e filogeograficos, pois
geralmente sédo filopatricos, possuem baixa vagilidade, ocupam uma ampla diversidade de
habitats. Além disto, véarias espécies florestais podem ser sensiveis a mudancas no habitat e
possivelmente flutuaram demograficamente junto com os dominios florestais e, com isto, suas
historias evolutivas podem ser demonstradas (Duellman, 1982; Blaustein et al., 1994; Beebee,
1996; Duellman, 1999; Zeisset & Beebee, 2008). Desta forma, a presente tese aponta
informac0es singulares sobre a estrutura filogeografica, biogeografia historica, sistematica e
da histéria demografica de algumas espécies de anuros, identificando quais foram os
principais processos que atuaram na diversificagdo desses taxons. Além disso, apresenta um
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panorama espago-temporal sobre as conexdes histdricas entre os dominios morfoclimaticos
florestais (Amazoénia e Mata Atlantica) e informacdes sobre o padréo de diversificacdo dessas
espécies nesses dominios morfocliméticos, colaborando para o entendimento da histéria
evolutiva da biota nestas florestas.
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Resumo. Vérias hipdteses tém sido usadas para explicar a diversificacdo das espécies nos
Neotrdpicos. A integracdo da evolugdo com a ecologia amplia 0 escopo para testar as
estruturas dessas hipdteses. Recentemente, estudos filogeograficos comecaram a explorar os
processos de biodiversidade nos dominios morfoclimaticos secos da América do Sul,
avaliando a influéncia dos eventos orogénicos e climaticos sobre a especiacdo. Testamos
algumas hipoteses de diversificacdo integrando modelos de filogeografia e nichos ecoldgicos
(MNEs) usando como modelo o anuro Boana crepitans das florestas atlanticas e secas.
Estimamos tempos de divergéncia, areas ancestrais, eventos de diversificacdo, demografia
historica, compartilhamento de haplétipos e distancias genéticas com base em genes
mitocondriais e nucleares. NO0s geramos MNESs e testamos divergéncias de nicho entre
linhagens; usamos dados genéticos integrados para prever corredores de fluxo génico; e paleo
distribuicdes projetadas para comparacdo com a demografia historica. Encontramos duas
linhagens sob o taxon Boana crepitans: Oeste e Leste. A linhagem Atlantica Oeste divergiu
da linhagem Leste por meio da dispersdo, cerca de 280 mil anos e ambas linhagens
permaneceram estaveis ao longo dos anos. Essa estabilidade populacional pode ser explicada
pelas oscilacdes climaticas quaternarias, considerando que as linhagens permaneceram mais
estaveis ao longo do tempo por conta dos reflgios da Caatinga, da Mata Atlantica e do
Cerrado previsto a partir da modelagem paleo. Estudos que integram evolucéo e ecologia
prometem separar hipéteses alternativas e langar luz sobre a biogeografia dessa regiao
megadiversa.

Palavras-chave. Biogeografia, Computacdo Bayesiana Aproximada, Métodos Coalescentes.

Abstract. Several hypotheses have been used to explain the diversification in the Neotropics.
The integration of evolution with ecology expands the scope of testing the structures of these
hypotheses. Recently, phylogeographic studies have begun to explore the processes of
biodiversity in the dry morphoclimatic domains of South America, assessing the influence of
orogenic and climatic events on speciation. We tested some hypotheses for diversification by
integrating phylogeography models and ecological niches (MNES) using the anuran Boana
crepitans from the Atlantic Forest and SDTF as a model. We estimate times of divergence,
ancestral areas, diversification events, historical demography, sharing of haplotypes and
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genetic distances based on mitochondrial and nuclear genes. We generate MNESs and test
niche divergences between lineages; integrated genetic data to predict gene flow corridors;
and paleo distributions designed for comparison with historical demography. We found two
lineages under the Boana crepitans taxon: West and East. The Western Atlantic lineage
diverged from the Eastern lineage through dispersion, about 0.28 Mya and both lineages have
remained stable over the years. This population stability can be explained by the Quaternary
oscillations, considering that the lineages remained more stable over time due to the refuges
areas of the Caatinga, the Atlantic Forest and the Cerrado predicted from paleo modeling.
Studies that integrate evolution and ecology promise to separate alternative hypotheses and
shed light on the biogeography of this megadiverse region.

Key words. Biogeography, Approximate Bayesian Computation, Coalescent Methods.

Introducéo

Na ultima década, surgiu um grande interesse em entender a diversificacdo biotica da
regido neotropical devido a inclusdo da genética molecular, que impulsionou os avancgos da
biogeografia (Ridle et al., 2008). Vérios estudos biogeograficos langcaram nova luz sobre o0s
padrdes e processos que moldaram a alta diversidade nessa regido (e.g. Carnaval, Hickerson,
Haddad, Rodrigues, & Moritz, 2009; Menezes et al., 2016; Ledru, Carnaval, Miyaki, “AF
biota” participants, 2017; Paz et al., 2018). Porém, muitos deles sdo focados nas florestas
tropicais Umidas e, varias hipoteses (e.g. rios como barreiras, influéncia do soerguimentos dos
Andes, efeito das alteracfes climaticas do Pleistoceno) foram propostas para as origens da
biodiversidade na América do Sul, devido a sua intrigante historia evolutiva e sua
heterogeneidade bioldgica (Fine, Daly, & Cameron, 2005; Antonelli & Sanmartin, 2011; Rull,
2011; Turchetto-Zolet, Pinheiro, Salgueiro, & Palma-Silva, 2013). Apesar do crescente
namero de estudos filogeografios, pesquisas atuando nas matas secas neotropicais para
entender os processos de diversificacdo continuam iniciais (Oliveira & Marquis, 2002;
Werneck, Costa, Colli, Prado, & Sites, 2011; Turchetto-Zolet et al., 2013; da Silva, Leal, &
Tabarelli, 2017; Antonelli et al., 2018).

A regido Neotropical é a mais diversa da Terra (Myers, Mittermeier, Mittermeier, da
Fonseca, & Kent, 2000; Rull, 2008), e apresenta uma grande variedade de dominios
morfoclimaticos, desde florestas tropicais até formacdes abertas e secas. A Mata Atlantica,
um dos principais dominios morfoclimaticos da regido, forma uma ilha de floresta pluvial,
cercada pelo Oceano Atlantico e pela enorme por¢do continua de vegetacdo seca, denominada
Florestas Tropicais Sazonalmente Secas (daqui em diante, FTSSs), contendo diversos platds
cobertos por vegetacdo de savana que ficaram estaveis ao longo do tempo, atravessando o
continente sul-americano do nordeste ao sudoeste (Vanzolini 1963; Werneck et al., 2011,
Werneck, Nogueira, Colli, Sites Jr, & Costa, 2012b).

As depressdes que ocorrem entre os platds nas STDFs abrangem tipos de vegetacdo
mésicas nos dominios morfoclimaticos do Chaco, composto por florestas secas subtropicais e
florestas no norte da Argentina, Paraguai e Bolivia; do Cerrado, um mosaico de subunidades
que variam de pastagens a florestas secas com faixas de florestas (florestas de galeria)
ocorrendo em toda a regido, no centro do continente (Oliveira-Filho & Ratter, 1995; Oliveira-
Filho & Fontes, 2000); e da caatinga, 0 maior nucleo neotropical de SDTFs no nordeste do
Brasil, composta por uma vegetacao xerofitica, quase desértica (Kuhlmann, 1977; de Oliveira,
Barreto, & Suguio, 1999) que circunda “brejos de altitude” no interior, enclaves de floresta
Umida causada pela precipitacdo nas encostas de varios planaltos (Mori, Silva, Lisboa, &
Coradin, 1989) e depressdes compostas por matas ciliares e florestas tropicais sazonais secas
(Prado, 2003). Alguns estudos indicam que a paisagem da Caatinga sofreu fortes
modificacdes e possuia condi¢cbes mais Umidas durante o Quaternério (de Oliveira et al.,
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1999; Pessenda et al., 2004; Pessenda, Gouveia, de Souza Ribeiro, de Oliveira, & Aravena,
2010).

Atraveés de dados geoldgicos, fitogeograficos, palinoldgicos e zoogeograficos,
estudos sugerem que as STDFs e a Mata Atlantica eram intimamente relacionadas
evolutivamente (Oliveira-Filho & Ratter, 1995; Ledru, Salgado-Labouriau, & Lorscheitter,
1998; de Oliveira et al., 1999; Bush & Oliveira, 2006; Batalha-Filho, Fjeldsa, Fabre, &
Miyaki, 2013). Elas compartilham componentes vegetais e estavam ligadas, no nordeste da
Caatinga, através dos “brejos de altitude”, ¢ pelas florestas de galeria, formando corredores de
vegetacdo mais umida no sul/sudeste do Cerrado, possibilitando o intercAmbio de espécies e a
estabilidade de linhagens de florestas tropicais dentro dos dominios morfoclimaticos abertos
(Borges-Nojosa & Caramaschi, 2003; Carnaval & Bates, 2007; Batalha-Filho et al., 2013,;
Ledo & Colli, 2017; de Sa et al., 2019).

Esforcos para entender as relagdes entre os dominios morfoclimaticos da América do
Sul identificaram as flutuacdes climaticas do Quaternario (Hipdtese do Arco Pleistocénico —
HAP) (e.g. Werneck et al., 2011; Werneck et al., 2012b; Sobral-Souza & Lima-Ribeiro, 2017)
e a estabilidade do habitat (refagios) como os principais fatores da atual distribuicdo dos
principais tipos de vegetacdo florestal nos Neotropicos (Nores, 1994; Carnaval et al., 2009;
Sérsic et al., 2011; Sobral-Souza, Lima-Ribeiro, & Solferini, 2015). Os repetidos ciclos de
expansao e retracdo da vegetacdo durante o Pleistoceno frio/seco e quente/Umido,
respectivamente, causaram a distribuicdo disjunta dos STDFs e das florestas tropicais,
alcancando a formag&o atual durante o Ultimo Méximo Glacial (UMG) no final do
Pleistoceno (Prado & Gibbs, 1993; Pennington et al., 2000). Estes fatores influenciaram a
dindmica populacional de muitas espécies ao retrair ou expandir extensdes de distribuicdo
(Haffer & Prance, 2002; Pellegrino et al., 2005; Cabanne, et al., 2007; Werneck, 2011).

Ateé recentemente, a espécie de anfibio Boana crepitans (Wied-Neuwied, 1824) exibia
uma extensiva e intrigante distribuicdo geografica, com uma populagdo ocorrendo a Leste do
Brasil, em areas de Mata Atlantica e areas adjacentes de Cerrado e Caatinga, e outra
distribuida através do escudo da Guiana, Caribe (Tobago), Llanos, Andes e América Central
(Panama) (Orrico et al., 2017). Apds analises integrativas (dados morfoldgicos, moleculares
(mtDNA) e acusticos), incluindo populacGes ao longo da distribuicdo de B. crepitans (Orrico
etal., 2017), foi constatada a existéncia de duas espécies distintas, onde a populacao
amazonica foi revalidada como B. xerophylla (Duméril & Bibron, 1841), e B. crepitans ficou
restrita ao Leste do Brasil, do estado da Paraiba ao norte do estado do Rio de Janeiro,
incluindo o estado de Minas Gerais, Goiés e recentemente, também encontrada no estado de
Tocantins (ver Dantas et al., 2019; Silva et al., 2020). Através destas analises, foi possivel
observar também uma divisao em dois clados bem suportados dentro desta faixa de ocorréncia
de B. crepitans, um clado para a Mata Atlantica Central e outro para a Mata Atlantica do
Nordeste e dominios adjacentes (ver Orrico et al., 2017).

Esta espécie de hilideo pode ser facilmente encontrada do Sudeste ao Nordeste do
Brasil, predominantemente associada a habitats florestais e mésicos, com muitas populagdes
também encontradas em ambientes secos ou xéricos, na Caatinga, no Cerrado e em regides de
Mata Atlantica (Orrico et al. 2017). Dessa forma a distribuicéo atual desta espécie pode ter
sido influenciada pelas mudancas climéticas do Pleistoceno.

Entretanto, basear-se apenas na influéncia das FTSSs como explicacdo para a atual
distribuicdo desta espécie ndo parece suficiente. Dado que espécies amplamente distribuidas
em diferentes dominios morfoclimaticos representam 6timos modelos para investigar padrdes
de diversificacdo quaternaria (Werneck, Gamble, Colli, Rodrigues, & Sites, 2012a) nds
reconstruimos a historia evolutiva deste taxon amplamente distribuido nos dominios
morfoclimaticos da Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica através de uma abordagem multilocus
avaliando toda a distribuicdo da espécie. Utilizamos métodos baseados em inferéncia
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bayesiana e modelos coalescentes com o objetivo de identificar as linhagens de Boana
crepitans, estimar o tempo de divergéncia entre elas e buscar quais fatores climaticos
historicos estdo associados com a assinatura populacional atual.

Materiais e Métodos
Amostragem

NOs obtivemos amostras de tecido de 116 individuos de Boana crepitans,
provenientes de 40 localidades através de trabalhos de campo liderado pelos autores e por
meio de doacGes de aliquotas de diferentes cole¢des herpetoldgicas no Brasil (ver Tabela 1).
Além destes, utilizamos 36 sequéncias (Tabela 1) de B. crepitans, importadas do GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), provenientes de outras 14 localidades. Esta
amostragem abrange a maior parte da distribuicao da espécie (Figura 1). Utilizamos
sequéncias de Boana lanciformes (Cope, 1871) e B. xerophylla (Duméril and Bibron, 1841)
COMO grupo externo.

Sequenciamento

No6s extraimos DNA gendmico de amostras de musculo e/ou figado usando o
protocolo fenol-cloroférmio de Sambrook, Fritschi e Maniatis (1989) e o protocolo da Reacdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) de Costa, Santana, Leal, Koroiva e Garcia (2016). Nés
realizamos a PCR para amplificacdo de fragmentos selecionados usando primers especificos
com seus proprios protocolos (Tabela 2). Purificamos os produtos de PCR com técnica de
Acetato-Amonio (Hirata & Head-Gordon, 1999) e as sequéncias foram geradas pelo método
de Sanger no equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EUA).

Primeiramente, sequenciamos todos os individuos para um gene do DNA
mitocondrial (MtDNA) (16S ribossdmico RNA; 16S). Em seguida, nés identificamos o0s
diferentes haplotipos para o gene 16S através do programa DnaSP 5.10 (Librado & Rozas,
2009) e selecionamos individuos de cada haplotipo para o sequenciamento dos genes
nucleares: proopiomelanocortina (POMC) e ativadores de recombinacdo 1 (RAG1). Nos casos
onde o0 mesmo haplotipo ocorria em duas ou mais localidades, foram selecionados dois ou
mais individuos, de modo a incluir representantes dos extremos da distribuicdo geografica
desse haplotipo, totalizando 52 amostras, seguindo uma abordagem de estudos anteriores
(Ruane et al., 2014; Oliveira et al., 2015; Mangia et al., 2020). Todas as sequéncias obtidas
foram alinhadas através do algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004) e conferidas visualmente no
software Geneious 9.1.2 (Biomatters Ltd).

As 116 amostras (40 localidades), foram sequenciadas com sucesso para o gene
mitocondrial 16S (285 pb, 87% do tamanho original), representando todas as localidades.
Com base nos haplétipos mitocondriais das amostras selecionadas, foram obtidas 102
sequéncias faseadas de POMC (354 pb) e 104 sequéncias faseadas de RAG1 (1.038 pb)
(Tabela 1), totalizando 52 amostras que tiveram o gene mitocondrial e a0 menos um gene
nuclear sequenciado. Foram obtidas na plataforma do GenBank, 15 sequéncias do gene 12S
(718 pb), 16 sequéncias do gene COI (497 pb) e 5 para o gene 16S (Tabela 1). As sequéncias
mtDNA 16S obtidas no Genbank foram incluidas no alinhamento com as amostras
sequenciadas neste trabalho, totalizando 121 amostras.

NOs encontramos lacunas nos genes 12S e 16S e as removemos usando o Gblocks
0.91b (Castresana, 2000; Talavera & Castresana, 2007), disponivel como servidor da web
(http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html). Este programa remove sitios
alinhados de forma ambigua, desta forma, elimina os gaps e deixa as sequéncias do mesmo
tamanho, facilitando a reproducao dos alinhamentos e subsequente analise filogenética por
outros pesquisadores, reduzindo a necessidade de editar manualmente varios alinhamentos.
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Utilizamos o algoritmo PHASE (Stephens, Smith, & Donnelly, 2001) implementado
no software DnaSP 5.10 (Librado & Rozas, 2009) usando as opcdes padréo para determinar
os pares de alelos mais provaveis para cada sequéncia nuclear em heterozigose. Consideramos
nas analises subsequentes apenas os pares de alelos com probabilidade maior que 80%. Todas
as sequiéncias obtidas neste estudo serdo depositadas no GenBank (nimeros de acesso ainda
ndo disponiveis).

Estrutura populacional

Nos utilizamos uma matriz genotipica de um gene mtDNA (16S) e dois nDNA
(POMC e RAG-1) combinados com um arquivo contendo coordenadas espaciais dos
individuos amostrados, para usar extensivamente todos os dados disponiveis para investigar a
estrutura populacional com o programa GENELAND 4.0.3 (Guillot, Mortier, & Estoup,
2005a; Guillot, Estoup, Mortier, & Cosson, 2005b) implementado na plataforma R 3.6.1 (R
Core Team, 2019), que utiliza o algoritmo de agrupamento de STRUCTURE sob um modelo
espacial. Essa analise avalia a presenca da estrutura populacional em um grupo de dados
genéticos georreferenciados identificando e inferindo explicitamente descontinuidades
genéticas ao longo da paisagem. O nimero mais provavel de unidades populacionais (k) foi
determinado pelo método Monte Carlo via Cadeia de Markov (MCMC), com 3 repeticdes (1
x 108 iteragBes em cada) de k=1 a 4.

Diversidade molecular e rede de haplotipos

Sequéncias mitocondriais e nucleares “faseadas” de cada gene e cada linhagem
identificadas com base nos agrupamentos do GENELAND foram utilizadas para calcular o
namero de sitios polimarficos (S), nimero de haplétipos (h), diversidade de haplotipos (Hd),
diversidade de nucleotideos (), para cada locus usando o programa DnaSP v5.10.1. A
diferenciacéo genética entre e dentro de cada linhagem também foi quantificada através da
Anadlise de Variancia Molecular (AMOVA), implementada no programa Arlequin 3.5,
utilizando-se 10.000 permutacgdes (Excoffier & Lischer, 2010).

Calculamos a divergéncia de sequéncia para o gene 16S (distancia-p ndo corrigida)
entre linhagens encontradas pelo Geneland usando o MEGA v 6.06 (Tamura, Stecher,
Peterson, Filipski, & Kumar, 2013). Estimamos também, redes de haplétipos para genes
mtDNA e nDNA (faseados) usando o método median-joining (MJ) (Bandelt et al., 1999) no
programa POPART (Leigh & Bryan, 2015), empregando-se as configurac6es padréo.
Identificamos cada linhagem usando cores diferentes na rede de haplétipos. Para esta analise,
os individuos foram designados para populagdes seguindo os resultados do GENELAND.

Arvore de espécies

A arvore de espécies foi feita no programa BEAST 1.8 (Drummond et al., 2012)
usando genes mtDNA e nDNA (faseados). Esta analise requer uma atribuicdo a priori de
alelos individuais a uma espécie antes de estimar o relacionamento e, portanto, fizemos
atribuicBes baseadas nos resultados do GENELAND. Devido & falta de calibragdes fosseis
para este grupo, utilizamos a taxa de mutacdo 16S proposta por Lemmon, Lemmon, Collins,
Lee-Yaw e Cannatella (2007) e Lymberakis et al. (2007) (0,28% por linhagem por milh&o de
anos) utilizando um processo de nascimento e morte (Birth-Death process). Em seguida, todas
as analises no BEAST foram realizadas por 3 x 108 geracGes e amostradas a cada 3 x 10*
geracOes (mais detalhes na Tabela 3). Avaliamos a convergéncia das execu¢des do MCMC e
valores de ESS (> 200) usando TRACER 1.6 (Drummond & Rambaut, 2007). Os primeiros
20% das genealogias amostradas foram descartadas (burn-in) e a arvore de credibilidade
méaxima do clado foi inferida com o TreeAnnotator 1.8 (Drummond et al., 2012).
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Demografia historica

Calculamos o D de Tajima, que permite a rejeicdo de uma hipotese nula, e se uma
populacéo estiver estavel ao longo do tempo, espera-se que esta estatistica seja proxima de
zero. Entdo, se uma populacdo experimentou crescimento, valores negativos sao esperados,
pois alelos raros sdo mais humerosos que o esperado e um valor positivo sera recuperado se
alelos raros forem eliminados apos gargalo (Tajima, 1989). Estimamos o D do Tajima com
1.000 simulagdes para cada locus no software DnaSP 5.10 (Librado & Rozas, 2009).

Para investigar as oscilacBes passadas nos tamanhos efetivos da populacdo de ambas
as linhagens em B. crepitans, utilizamos um modelo ndo-paramétrico com Unico locus que
estima o tamanho efetivo populacional (Ne) ao longo do tempo, o0 Bayesian SkyLine Plot
(Drummond, Rambaut, Shapiro, & Pybus, 2005; Drummond et al., 2007; 2012). Cada uma
das duas linhagens foi analisada separadamente no BEAST. Os parametros utilizados nas
andlises estdo apresentados na Tabela 3. Calculamos os valores de Ne para 50 intervalos de
tempo (grid points) ao longo dos ultimos 500 mil anos (cutoff). Baseamos a calibragem de
tempo na taxa de substituicdo estimada para o gene mitocondrial 16S (2,8 x 10
substituicdo/sitio/ano) e avaliamos os valores de convergéncia dos parametros,
estacionariedade ¢ ESS (> 200) visualmente no programa TRACER e em seguida, através da
funcdo Skyline Reconstruction do mesmo programa, geramos os graficos que ilustram a
dindmica demografica histérica das populaces.

Reconstrucéo filogeogréafica e centro de origem

Para gerar as reconstrucdes filogeograficas, utilizamos o gene mtDNA 16S através
do modelo Homogeneous Brownian Diffusion (Lemey, Rambaut, Welch, & Suchard, 2010),
para as linhagens Oeste e Leste implementado no programa BEAST. Obtivemos a partir da
andlise da arvore de espécies e tempo de divergéncia, a taxa de mutagdo utilizada para o locus
(ver valor na Tabela 3). Para o gene analisado, nds usamos as coordenadas geogréaficas das
amostras (traits) e as sequéncias nucleotidicas. Algumas coordenadas das amostras foram
duplicadas, entdo usamos uma opcao de jitter de 0,05. A medida em que estima a localizagdo
geografica dos nos internos em cada genealogia, a analise também utiliza inferéncia bayesiana
para fazer a reconstrugdo dos caracteres continuos ancestrais. Abrimos no programa SPREAD
1.0.4 (Bielejec, Rambaut, Suchard, & Lemey, 2011) a arvore final do gene 16S, que cria um
arquivo em formato keyhole markup language (.kml) contendo a reconstru¢do da historia
filogeogréafica do gene. O arquivo .kml pode ser aberto no Google Earth, que exibe a
representacdo da area onde possivelmente se originou cada n6 da arvore filogenética e o
surgimento gradual de poligonos (baseados em 80% de alta densidade posterior). As possiveis
rotas de colonizacao das linhagens séo sugeridas pela ordem em que surgem os poligonos. O
provavel centro de origem de cada linhagem de B. crepitans foi reconhecida pela area em que
ha sobreposi¢do dos poligonos dos nés mais basais da arvore do gene utilizado.

Migracéo

As analises anteriores mostraram que B. crepitans é composta por duas linhagens
principais (definidas como linhagens Oeste e Leste). Foi de suma importancia em nossa
analise avaliar os niveis de fluxo génico, pois as duas linhagens recuperadas ndo séo
reciprocamente monofiléticas para todos os genes e identificamos compartilhamento de
haplotipos entre as populagfes. Para estimar o fluxo génico, o tamanho da populacéo ancestral
e atual e o tempo de divergéncia entre as linhagens Oeste e Leste, usamos 0 programa
MIGRATE-N 4.4.3 (Beerli 2006), baseado em coalescéncia, para testar o fluxo génico. Um
modelo de migracéo foi testado: um modelo completo de migracdo em que populacdes
inferidas estdo trocando migrantes. Os parametros de migragdo foram estimados em todos 0s
locais em termos de taxas de imigra¢ao em escala de mutacdo M (m/p) e tamanhos efetivos de
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populagdo em escala de mutagdo ® (4Nep) foram calculados para cada populagdo. Utilizamos
uma abordagem bayesiana e integracao termodinamica de quatro cadeias com um esquema de
troca de aquecimento estético (temperaturas: 1.0, 1.5, 3.0, 10°), amostrando a cada 100"
incremento para um total de 50.000 etapas e um burn-in de 5.000 etapas. Os modelos sdo
responsaveis pelas taxas de migracao e pelo tamanho efetivo da populacéo.

Modelo de nicho ecoldgico

Utilizamos 120 registros de ocorréncia para a construcdo dos modelos finais para as
espécies: 21 para 0 MNE da linhagem Oeste e 99 para a linhagem Leste (Tabela 1).
Modelamos nichos ecoldgicos para a espécie e separadamente para cada linhagem recuperada
pelas analises filogenéticas para permitir a estimativa das areas de distribuicdo em potencial
para a espécie e suas linhagens. Usamos o algoritmo de entropia maxima (Maxent, Phillips et
al., 2006) atraves do pacote dismo (Hijmans, Phillips, Leathwick, Elith, & Hijmans, 2017) no
programa R para construir os MNEs. Maxent gera previsfes a partir de apenas dados de
presenca, com base no principio da entropia maxima, que pressupde que a melhor
aproximacdo para uma distribuicdo de probabilidade desconhecida € aquela que satisfaz
qualquer restricdo a sua distribuicao (Phillips et al., 2006; Elith, Phillips, Hastie, Dudik, Chee,
& Yates, 2011).

Um método importante para evitar erros de omissdo é reduzir a extensdo da area de
estudo — a regido onde os pontos de fundo serdo gerados para o treinamento de modelagem —
a ser usada nos MNEs (Anderson & Raza, 2010) desde previsdes negativas falsas (quando um
modelo falha em prever uma area em que a espécie ocorre) tende a aumentar com a extensao
da area de estudo (Pearson 2010). Assim, reduzimos a extensdo da area de fundo a ser usada
nos MNEs cortando as camadas de variaveis ambientais no programa R (R Core Team, 2019).
Para avaliar a redundancia entre varidveis, construimos uma matriz de correlacdo de Pearson
com o pacote ENMTools (Warren, Glor, & Turelli, 2010) no R, mantendo apenas variaveis
ndo correlacionadas, considerando um limiar de r> 0,75 (Rissler & Apodaca, 2007) e alta
relevancia bioldgica para a espécies. A relevancia biologica foi avaliada considerando o
habito da espécie e a contribuicao de variaveis nos MNEs preliminares usando o teste de
Jackknife em Maxent (Phillips, Anderson, & Schapire, 2006). Este método avalia a
contribuicdo das variaveis para modelar o desempenho construindo modelos com cada
variavel sozinha e removendo cada variavel uma por vez. Utilizamos apenas variaveis ndo
correlacionadas com alta relevancia para gerar os MNEs finais para as espécies e suas
linhagens. Por fim, oito variaveis bioclimaticas foram selecionadas: Intervalo médio diurno
(Média mensal (temperatura maxima - temperatura minima) (bio2), Sazonalidade de
temperatura (desvio padrdo*100) (bio4), Temperatura méxima do més mais quente (bio5),
Precipitacdo anual (bio12), Sazonalidade de precipitacdo (coeficiente de variacdo) (biol5),
Precipitacdo do quadrimestre mais quente (biol18), Precipitacdo do quadrimestre mais frio
(bio19) e Elevacao.

Construcdo modelo

O Maxent tornou-se um algoritmo adequado e amplamente utilizado, devido a
escassez de estudos de longo prazo que coletam dados confidveis de auséncia de espécies,
sendo considerado mais bem-sucedido do que outros métodos para gerar modelos a partir de
um namero reduzido de pontos de ocorréncia (Elith et al., 2011), como é o caso das linhagens
de B. crepitans. Os modelos finais foram gerados usando 10 réplicas independentes, enquanto
25% dos pontos (k) foram usados para teste usando o método Bootstrap. O Bootstrap é
recomendado para um numero reduzido de ocorréncias porque seleciona aleatoriamente do
conjunto de dados original um namero (k) de registros para testar o modelo, definidos a priori
com a substituicdo, para que 0 mesmo registro de ocorréncia possa ser incluido em um teste
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de modelo mais adequacéo de O (representando condi¢6es inadequadas) a 1 (adequagéo
maxima) (Phillips et al., 2006).

O desempenho dos modelos foi avaliado pelo método AUC (Area Under the Curve),
com o valor limite de AUC> 0,7 para aceitar modelos (Phillips et al., 2006 sugerem valores
superiores a 0,5). Projetamos os ENMs de cada linhagem em paleoclima do passado,
correspondentes a LIG (~120 a 140 kya), LGM (~21 kya) e Holoceno medio (~6 kya), com o
intuito de detectar padrfes compativeis com retracdo ou expansdo de distribui¢cfes modeladas
durante paleoclima, indicativos de um papel de reflgios de habitat ou expanséo para florestas
Umidas e secas, respectivamente. O uso inferencial de modelos de paleodistribui¢do em
biogeografia tem se mostrado util para desvendar hipoteses alternativas, em estudos
filogeograficos que abordam eventos recentes de diversificagdo (Chan, Brown, & Yoder,
2011; Tonini, Costa, & Carnaval, 2013; Alvarado-Serrano & Knowles, 2014; Pyron, Costa,
Patten, & Burbrink, 2015; Leite et al., 2016).

Resultados
Sequenciamento e estrutura filogenética

A partir do conjunto de dados das sequéncias mtDNA e nDNA, a anélise do
GENELAND detectou duas populacdes (Figura 2). Uma é distribuida do norteste para o
sudeste da Mata Atlantica, ocupando grande parte desse dominio (linhagem Leste), e areas
adjacentes dos dominios morfoclimaticos Caatinga e Cerrado, e a outra ocorre ao sul do
dominio Caatinga e sudeste até o centro do dominio Cerrado (linhagem Oeste).

A linhagem Oeste apresenta maior diversidade de haplétipos e nucleotideos do que a
linhagem Leste para os genes mtDNA; no entanto, para os genes nDNA, a linhagem Leste
apresenta maior diversidade de haplétipos e nucleotideos do gque a linhagem Oeste (Tabela 4).
A AMOVA mostrou baixos valores de Fst (1-9%) para todos 0s genes. Em todos os cinco
genes, mais de 90% da variacao genética foi explicada por diferencas dentro das linhagens e
apenas uma pequena parcela das diferencas foi encontrada entre as linhagens, ndo indicando
estruturacédo populacional (Tabela 5).

Os calculos da distancia-p apartir do gene 16S indicam uma diferenca de até 2,2%
entre as duas linhagens, uma diferenciacgdo interna de até 1,8% na linhagem Leste e até 2,2%
na linhagem Oeste (Material Suplementar 1). A estrutura da populacdo nao pode ser
facilmente visualizada através de redes de hapl6tipos mtDNA e nDNA, pois varios haplétipos
sdo compartilhados entre as linhagens Leste e Oeste em todos os genes (Figura 3).

Arvore de espécies e tempo de divergéncia

A érvore de espécies obtida no *BEAST baseada nos cinco genes, identificou as duas
linhagens com suporte de 100% de probabilidade posterior (Figura 4). As analises com taxas
de substituicio de 16S de 2,8 x 10~ substitui¢ao/sitio/ano apontam que essas linhagens
divergiram por volta de 0.28 Maa (95% HPD = 0.12 — 0.48 Maa). As estimativas
correspondem a época entre o final do Pleistoceno e o inicio do Holoceno.

Demografia Historica

A analise do Skyline revelou que as linhagens Leste e Oeste se mantiveram estaveis
durante os dltimos 500 mil anos (Figura 5). Esses resultados sdo corroborados pelas redes de
haplétipos (Figura 3), nas quais é possivel observar que nenhuma linhagem exibe um padréo
“em estrela”, tipico de populagdes que sofreram recente expansao demografica. Além disso,
constituindo evidéncia adicional que ndo ha expansdo populacional desses clados. os valores
de D de Tajima para todos genes, nas duas linhagens (Leste e Oeste) ndo se mostraram
significativos (Tabela 4).
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Reconstrucéo filogeogréfica e centro de origem

As analises de centro de dispersdo indicam que o ancestral comum mais antigo das
linhagens Leste e Oeste surgiu provavelmente no sul do estado da Bahia, a Leste da Cadeia de
Montanhas do Espinhaco (Figura 6). Os poligonos dos clados basais do gene 16S se
sobrepdem na regido que corresponde atualmente ao Espinhaco Central e Setentrional, no
estado da Bahia. A reconstrucéo filogeografica do gene 16S demonstra que as populagdes
localizadas no noroeste do estado da Bahia até o estado da Paraiba e no sudeste do estado de
Minas Gerais resultam de coloniza¢Ges mais recentes. A populacdo ancestral posteriormente
se expandiu para o nordeste, oeste, leste e sul da cadeia do Espinhaco colonizando toda esta
regido durante o final do Pleistoceno (Figura 6).

Migracao

O namero de imigrantes por geracdo da populacdo do Leste para Oeste (M1->2 =
443.5) foi quase trés vezes maior do que o da populacao do Oeste para Leste (M2.>1 = 170.7).
Além disso, 0 tamanho efetivo em escala de mutagdo da populagdo do Leste (® Leste =
0,00407) foi quatro vezes maior que o da populacdo do Oeste (® Oeste = 0,00106). O
tamanho efetivo amostral ficou acima de 1.000 para todos os pardmetros estimados ® e M,
conforme recomendado pelo manual do programa (Tabela 6).

Modelo de nicho ecolodgico

O MNE para a espécie teve um valor elevado de AUC (0,91) com as variaveis de
Sazonalidade de temperatura (desvio padrdao *100) (bio4, 64,79%), Precipitacdo anual (biol2,
15,69%) e Intervalo médio diurno (Média mensal (temperatura maxima - minima) (bio2,
12,42%) apresentando elevada contribuicdo ao modelo. O MNE da espécie previa uma grande
area de distribuicdo, incluindo o nordeste e sudeste do Brasil (Figura 7). O MNE para a
linhagem Oeste também teve um alto valor de AUC (0,9), com a maior contribui¢do para o
modelo das varidveis de Precipitacdo do quadrimestre mais frio (biol9, 37,87%), Precipitacdo
anual (biol12, 27,01%) e Elevacéo (19,83%). O modelo previu alta adequagdo em uma grande
area no centro-norte do estado da Bahia, onde a linhagem ocorre, atingindo algumas areas
dentro da Caatinga no nordeste e em outras areas ao oeste da cadeia do Espinhaco (Figura 7).
O MNE para a linhagem Leste também teve uma AUC semelhante aos demais modelos
(0,91), com as varidveis que mais contribuiram para 0 modelo: Sazonalidade de temperatura
(bio4, 66,3%), Intervalo médio diurno (Média mensal (temperatura maxima - minima) (bio2,
13,94%) e Precipitacdo anual (biol2, 12,63%), prevendo uma area potencial de distribuicéo
dessa linhagem ao longo do nordeste e sudeste, e também em areas de Cerrado, no estado de
Séo Paulo, e de Mata Atlantica no estado do Rio de Janeiro, locais onde a espécie ndo ocorre
(Figura 7).

Modelos de paleodistribui¢éo

ProjecGes do MNEs para condi¢des paleoclimaticas para o LGM (~21 kya)
indicaram que a area potencial adequada para a linhagem do leste estava fragmentada durante
esse periodo, ocorrendo em apenas algumas areas de reflgio na Mata Atlantica do nordeste e
sudeste (Figura 7). Os modelos de paleo distribuigdo das linhagens do Leste e do Oeste
revelaram uma area bem menor durante esse periodo do que 0s previstos para o presente. A
distribuicdo da linhagem Oeste foi maior durante 0 Holoceno médio do que atualmente
(Figura 7). Os modelos de paleo distribuigdo para as duas linhagens durante o LIG (~120 a
140 kya) previram uma distribuicdo um pouco maior do que a distribui¢do prevista para o
LGM e menor do que as distribui¢Oes previstas para o Holoceno medio e o presente (Figura
7).
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Discussao

Nossos resultados apoiam a hipotese da diversificacdo neotropical ocorrendo durante
as flutuagdes climaticas do Pleistoceno (Vanzolini & Willians, 1981; Rull, 2011). Neste
periodo em que eventos de expansao e retracdo dos dominios morfoclimaticos isolaram e
estabilizaram ilhas de matas xéricas, podendo estas, estarem interligadas por corredores de
vegetacdo mésica nas STDFs (Werneck, 2011).

A dessemelhancga nas arvores génicas e a dificuldade na estimativa das arvores, entre
populacdes ou espécies intimamente relacionadas com baixos niveis de divergéncia, sao
reflexo de processos evolutivos como “classificagdo incompleta de linhagem” e “fluxo
génico” entre populag¢des ou espécies (Maddison & Knowles, 2006; Leaché, Fujita, Minin, &
Bouckaert, 2014). Essa diferenca pode representar alguma conservagéo de polimorfismos
ancestrais devido a classificagdo incompleta das linhagens, indicada pela baixa variabilidade e
o compartilhamento de haplétipos. No entanto, também encontramos evidéncias de migracado
entre populacdes, o que pode indicar uma introgressdo genética. Dessa forma, ndo pode ser
descartada a possibilidade de que o fluxo génico tenha efeito sobre a inferéncia filogenética.

Os periodos glaciais e interglaciais durante as oscilagdes climaticas do Quaternario
produziram mudancas nas distribuices das espécies (Hewitt, 2000). Este impacto sobre a
biodiversidade tem sido amplamente discutido (Cardoso, Cristiano, Tavares, Schubart, &
Heinze, 2015) e parece ter sido fundamental a diversificacdo da herpetofauna em diferentes
dominios morfoclimaticos da América do Sul (e.g. Carnaval et al., 2009; Werneck et al.,
2012b; Santos, Nogueira, Giugliano, & Colli, 2014; Oliveira et al., 2015; Thomé et al. 2016;
Gehara et al., 2017; Ledo et al., 2020), permitindo a ocupacéo das biota florestais nas STDFs
e vice-versa (de Oliveira et al., 1999; Pessenda et al., 2004; Pessenda et al., 2010; Batalha-
Filho et al., 2013; Ledo & Colli, 2017; Buzatti et al., 2018; Ledo et al., 2020). Nossos
resultados filogenéticos corroboram esta hipotese, pois o tempo de divergéncia estimado pela
andlise bayesiana indica que as duas linhagens se separaram no Pleistoceno tardio (0.28 Maa
95% HPD = 0.12-0.48 Maa), periodo marcado por intensas oscilacGes climaticas com
aumento de amplitude (Head & Gibbard, 2005). Resultados encontrados em outros estudos
filogeogréaficos com a herpetofauna da América do Sul também corroboram essa estimativa
(Fitzpatrick, Brazileiro, Haddad, & Zamudio, 2009; Thomé et al., 2010; VVasquez, Correa,
Pastenes, Palma, & Méndez, 2013; Menezes et al., 2016; Turchetto-Zolet et al., 2013; Ledo &
Colli, 2017). O inicio da glaciagdo no Hemisfério Norte, iniciada no Mioceno tardio, e sua
intensificacdo com a formacdo de mantos de gelo no Plioceno tardio (Maslin, Mikkelsen,
Vilela, & Hag, 1998), contribuiram consideravelmente para a expansdo de um clima
semiarido no nordeste do Brasil. Assim, mudancas nas distribui¢es dos dominios
morfoclimaticos (Sobral-Souza et al., 2015) podem ter isolado populacGes de B. crepitans em
areas estaveis disjuntas, possibilitando a divergéncia das linhagens bem como a estruturacao
populacional durante o Pleistoceno.

A reconstrugdo espaco-temporal mostrou que apds ter originado ao Leste da cadeia
de montanhas do Espinhaco, a espécie B. crepitans se espalhou para o Oeste, onde uma
linhagem foi estabelecida (Figura 6). As fases de difusdo indicam uma demografia histérica
que comecou no Plio-Pleistoceno (~3.5 Maa) e foi marcada por difusdes a longa distancia que
pode estar associado a geomorfologia de ambientes xéricos e mésicos. O isolamento por
distancia desempenha um papel importante na formacéo da estrutura genética de varios
grupos de organismos (e.g. Santos et al., 2014; Vasconcellos et al., 2019; Bartoleti, Peres,
Fontes, da Silva, & Solferini, 2018; Melo, Freitas, Bacon, & Collevatti, 2018). As diferencas
entre as populacdes de B. crepitans Leste e Oeste ndo apoiam o papel dos rios como uma
grande barreira que promove a diversificacdo, pois encontramos evidéncias de fluxo génico
sem a presenca de linhagens claras nas margens do rio S&o Francisco. Nossos resultados séo
consistentes com alguns estudos recentes sobre linhagens generalizadas da Caatinga que néo
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mostraram estrutura filogeogréfica entre as margens do rio (Caetano et al., 2008; Magalh&es
et al., 2014; Recoder et al., 2014; Oliveira et al., 2018) e também corroboram com o0s
resultados encontrados por Ledo et al., (2020), para a espécie do lagarto Colobosaura
modesta. A estrutura genética observada em B. crepitans indica que as expansoes e retracdes
das florestas mésicas no Pleistoceno promoveram o fluxo intraespecifico de genes, isolando
populacdes periféricas em relacdo as populacdes centrais através de redes interconectadas que
as matas ciliares formaram entre a Mata Atléantica, Caatinga e o Cerrado no Brasil,
promovendo diferencas entre elas (Mares & Ernest, 1995; Oliveira-Filho & Ratter, 1995; de
Oliveiraetal., 1999).

A distribuicdo geografica das espécies neotropicais tem sido discutida desde a Teoria
de Refugios (Haffer, 1969; Vanzolini & Williams, 1981), sugerindo que as florestas umidas
teriam se retraido durante os periodos glaciais e expandido durante os interglaciais. Embora
alguns organismos apresentam esse padrao esperado (e.g. de Ré et al., 2014), trabalhos
recentes desafiaram esse conceito, pois varios organismos exibiram estabilidade populacional
(e.g. Batalha-Filho et al., 2012) ou expanséo pré-LGM (e.g. Peres et al., 2015). Portanto, as
variacdes climaticas desse periodo tiveram efeitos semelhantes na demografia das linhagens
Leste e Oeste de B. crepitans. O tamanho populacional das linhagens Leste e Oeste se
manteve estavel nos tltimos 500 mil anos (Figura 5), embora isso pareca contradizer as
poucas areas estaveis preditas pela modelagem de nicho. Também descobrimos que a
linhagem Oeste tem baixos niveis de variacdo genética e corrobora com alguns estudos que
demonstram que espécies que ocorrem nas matas ciliares das depressdes do Cerrado (Bartoleti
et al., 2018; Vasconcellos et al., 2019) representam linhagens recentes.

A auséncia de divergéncias genéticas recentes nas linhagens Leste e Oeste, podem
ser explicadas pelas oscilacGes Quaternarias, considerando-se que eventuais subclados da
linhagem Leste ja diferenciados ou em processo de diferenciagdo permaneceram mais estaveis
ao longo do tempo por conta do grande refugio da Caatinga estar intimamente relacionado
com o refgio da Mata Atlantica previsto a partir de paleomodelagem (Carnaval & Moritz,
2008) e a linhagem Oeste possivelmente ficou restrita em areas de refligio com vegetacao
xérica a Oeste da cadeia de montanhas do Espinhaco. A capacidade de B. crepitans lidar com
uma ampla gama de condi¢des ambientais, pode ajudar a explicar a estabilidade demogréfica
encontrada em nossos dados, pois as respostas as flutuacdes climaticas dependem muito das
tolerancias ecoldgicas e ambientais da espécie (Prates, Rivera, Rodrigues, & Carnaval, 2016).

As analises de modelagem de nicho ecoldgico e de estrutura genética indicaram que
a distribuicdo geografica e estrutura genética de B. crepitans pode ter sofrido modificagdes no
Quaternario (~120 a 6 mil anos atras). NOs recuperamos areas de estabilidade prevista
(reflgio), conforme apontado pela modelagem de nicho (Figura 7) e os modelos mostram que
a distribuicdo potencial da espécie sofreu uma reducéo da faixa durante o LGM, com uma
quebra entre um reflgio isolado no Centro-Oeste do Brasil e outros dois no Nordeste. Essas
areas coincidem com os centros de endemismo da Serra Geral de Goias (SGGR), proposta por
Werneck et al., (2012b) e de Pernambuco e da Bahia propostos por Carnaval e Moritz (2008),
gue presumivelmente promoveram os padrées de divergéncia em varios organismos (Carnaval
et al., 2009; Menezes et al., 2016). Este cenario reflete a distin¢éo entre os clusters Oeste e
Leste, e essas diferengas de nicho ecolégico podem ter promovido diversificacdo adicional
entre esses dois grupos, visto que as mudancas na distribuicdo da vegetacao no Pleistoceno
tenham formado fortes assinaturas genéticas em muitos grupos (Carnaval et al., 2009; Lancey
Knowles & Alvarado-Serrano, 2010; Lessa, D’Elia, Guillermo, & Pardinas, 2010).

Conclusdes
Os eventos de expansdo e retracdo dos dominios morfocliméticos do Cerrado,
Caatinga e da Mata Atlantica, com a estabilidade de ilhas de matas xéricas isoladas ocorridas
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no Pleistoceno parecem explicar a diversificagdo entre as duas linhagens, Leste e Oeste
encontradas em Boana crepitans. Contudo, provavelmente nédo foi suficiente para interromper
o fluxo génico completamente, desde que as areas circundantes fossem cobertas por
formacdes abertas e secas com preferéncias térmicas compativeis. Assim, um cenario de
isolamento parcial produzido pelos refugios durante periodos Umidos e secos parece plausivel.
Investigar a estrutura filogeografica e a histéria demografica de outros taxons que habitam
vegetacdes xéricas é substancial para a compreender se ha padrdes gerais de diversificagao,
pois a importancia de cada evento historico varia dependendo da biologia das espécies sob
estudo.

Agradecimentos

Este estudo foi financiado em parte pela Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Finance Code 001. EAP agradece a bolsa de
estudos oferecida pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(CNPq processo n° 141718/2016-1), ao professor Doutor Miguel Vences, da Technische
Universitat of Braunschweig (TU), por ter financiado parte dos sequenciamentos e ter
permitido realizar analises e experimentos moleculares no seu laboratério e a Meike
Kondermann e Gabi Keunecke pela ajuda com os processos laboratoriais. DJS agradece ao
(Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico) pela bolsa de pesquisa
(311492/2017-7).

Referéncias

Alvarado-Serrano, D. F., & Knowles, L. L. (2014). Ecological niche models in
phylogeographic studies: applications, advances and precautions. Molecular Ecology
Resources, 14(2), 233-248. doi: 10.1111/1755-0998.12184

Anderson, R. P., & Raza, A. (2010). The effect of the extent of the study region on GIS
models of species geographic distributions and estimates of niche evolution:
preliminary tests with montane rodents (genus Nephelomys) in Venezuela. Journal of
Biogeography, 37(7), 1378-1393. doi: 10.1111/j.1365-2699.2010.02290.x

Antonelli, A., & Sanmartin, I. (2011). Why are there so many plant species in the
Neotropics?. Taxon, 60(2), 403-414. doi: 10.1002/tax.602010

Antonelli, A., Ariza, M., Albert, J., Andermann, T., Azevedo, J., Bacon, C., ... Edwards, S. V.
(2018). Conceptual and empirical advances in Neotropical biodiversity research.
PeerJ, 6, €5644. doi: 10.7717/peerj.5644

Avise, J. C. (2009). Phylogeography: retrospect and prospect. Journal of biogeography, 36(1),
3-15. doi: 10.1111/j.1365-2699.2008.02032.x

Bandelt, H. J., Forster, P., & Rohl, A. (1999). Median-joining networks for inferring
intraspecific phylogenies. Molecular biology and evolution, 16(1), 37-48. doi:
10.1093/oxfordjournals.molbev.a026036

Bartoleti, L. F. D. M., Peres, E. A., Fontes, F. V. H. M., da Silva, M. J., & Solferini, V. N.
(2018). Phylogeography of the widespread spider Nephila clavipes (Araneae:
Araneidae) in South America indicates geologically and climatically driven lineage
diversification. Journal of Biogeography, 45(6), 1246-1260. doi: 10.1111/jbi.13217

Batalha-Filho, H., Cabanne, G. S., & Miyaki, C. Y. (2012). Phylogeography of an Atlantic
forest passerine reveals demographic stability through the last glacial
maximum. Molecular phylogenetics and evolution, 65(3), 892-902. doi:
10.1016/j.ympev.2012.08.010

Batalha-Filho, H., Fjeldsa, J., Fabre, P. H., & Miyaki, C. Y. (2013). Connections between the
Atlantic and the Amazonian forest avifaunas represent distinct historical
events. Journal of Ornithology, 154(1), 41-50. doi: 10.1007/s10336-012-0866-7

28



Beerli, P. (2006). Comparison of Bayesian and maximum-likelihood inference of population
genetic parameters. Bioinformatics, 22(3), 341-345. doi:
10.1093/bioinformatics/bti803

Bielejec, F., Rambaut, A., Suchard, M. A., & Lemey, P. (2011). SPREAD: spatial
phylogenetic reconstruction of evolutionary dynamics. Bioinformatics, 27(20), 2910—
2912. doi: 10.1093/bioinformatics/btr481

Bokermann, W. C. A. (1966). Lista anotada das localidades tipo de anfibios brasileiros. Séo
Paulo: Servicio de Documentacdo, Universidade Rural Séo Paulo.

Borges-Nojosa, D. M., & Caramaschi, U. (2003). Composic¢do e anélise comparativa da
diversidade e das afinidades biogeogréaficas dos lagartos e anfisbenideos (Squamata)
dos brejos nordestinos. Ecologia e conservacdo da Caatinga, 1, 489-540.

Bush, M. B., & Oliveira, P. E. D. (2006). The rise and fall of the Refugial Hypothesis of
Amazonian speciation: a paleoecological perspective. Biota Neotropica, 6(1). doi:
10.1590/51676-06032006000100002

Buzatti, R. S. D. O., Pfeilsticker, T. R., de Magalhées, R. F., Bueno, M. L., Lemos—Filho, J.
P., & Lovato, M. B. (2018). Genetic and historical colonization analyses of an
endemic Savanna tree, Qualea grandiflora, reveal ancient connections between
Amazonian Savannas and Cerrado core. Frontiers in Plant Science, 9. doi:
10.3389/pls.2018.00981

Cabanne, G. S., Santos, F. R., & Miyaki, C. Y. (2007). Phylogeography of Xiphorhynchus
fuscus (Passeriformes, Dendrocolaptidae): vicariance and recent demographic
expansion in southern Atlantic forest. Biological Journal of the Linnean
Society, 91(1), 73-84. doi: 10.1111/j.1095-8312.2007.00775.x

Cabanne, G. S., d’Horta, F. M., Sari, E. H., Santos, F. R., & Miyaki, C. Y. (2008). Nuclear
and mitochondrial phylogeography of the Atlantic forest endemic Xiphorhynchus
fuscus (Aves: Dendrocolaptidae): biogeography and systematics
implications. Molecular phylogenetics and evolution, 49(3), 760-773. doi:
10.1016/j.ympev.2008.09.013

Caetano, S., Prado, D., Pennington, R. T., Beck, S., Oliveira-Filho, A., Spichiger, R., &
Naciri, Y. (2008). The history of seasonally dry tropical forests in East South
America: inferences from the genetic structure of the tree Astronium urundeuva
(Anacardiaceae). Molecular Ecology, 17(13), 3147-3159. doi: 10.1111/.1365-
294X.2008.03817.x

Cardoso, D. C., Cristiano, M. P., Tavares, M. G., Schubart, C. D., & Heinze, J. (2015).
Phylogeography of the sand dune ant Mycetophylax simplex along the Brazilian
Atlantic Forest coast: remarkably low mtDNA diversity and shallow population
structure. BMC evolutionary biology, 15(1), 106. doi: 10.1186/s12862-015-0383-4

Carnaval, A. C., & Bates, J. M. (2007). Amphibian DNA shows marked genetic structure and
tracks Pleistocene climate change in Northeast Brazil. Evolution: International
Journal of Organic Evolution, 61(12), 2942—-2957. doi: 10.1111/].1558-
5646.2007.00241.x

Carnaval, A. C., & Moritz, C. (2008). Historical climate modelling predicts patterns of current
biodiversity in the Brazilian Atlantic forest. Journal of Biogeography, 35(7), 1187—
1201. doi: 10.1111/j.1365-2699.2007.01870.x

Carnaval, A. C., Hickerson, M. J., Haddad, C. F., Rodrigues, M. T., & Moritz, C. (2009).
Stability predicts genetic diversity in the Brazilian Atlantic forest
hotspot. Science, 323(5915), 785-789. doi: 10.1126/science.1166955

Castresana, J. (2000). Selection of conserved blocks from multiple alignments for their use in
phylogenetic analysis. Molecular Biology and Evolution, 17(4), 540-552. doi:
10.1093/oxfordjournals.molbev.a026334

29



Chan, L. M., Brown, J. L., & Yoder, A. D. (2011). Integrating statistical genetic and
geospatial methods brings new power to phylogeography. Molecular phylogenetics
and evolution, 59(2), 523-537. doi: 10.1016/j.ympev.2011.01.020

Cope, E. D. (1871 "1870"). Eighth contribution to the herpetology of tropical America.
Proceedings of the American Philosophical Society, 11, 553-559.

Costa, H. C., Santana, D. J., Leal, F., Koroiva, R., & Garcia, P. C. A. (2016). A new species
of Helicops (Serpentes: Dipsadidae: Hydropsini) from Southeast Brazil.
Herpetologica, 72(2), 157-166. doi: 10.1655/herpetologica—D—-15-00059.

da Silva, J. M. C,, Leal, I. R. & Tabarelli, M. (2017). Caatinga: The largest Tropical Dry
Forest region in South America. Cham, Switzerland: Springer International
Publishing.

Dantas, S. P., Tavares, H. D., Pascoal, W., Saviato, M. J., Avila, R. W., Vasconcelos, T. S., &
Oda, F. H. (2019). New distribution records from the Brazilian Cerrado and species
distribution modelling of Boana crepitans, Lithobates palmipes, Pipa pipa, and
Micrurus h. hemprichii. Biodiversity, 20(4), 149-160. doi:
10.1080/14888386.2019.1664931

Darriba, D., Taboada, G. L., Doallo, R., & Posada, D. (2012). jModelTest 2: more models,
new heuristics and parallel computing. Nature methods, 9(8), 772-772. doi:
10.1038/nmeth.2109

Darst, C. R., & Cannatella, D. C. (2004). Novel relationships among hyloid frogs inferred
from 12S and 16S mitochondrial DNA sequences. Molecular Phylogenetics and
Evolution, 31(2), 462-475. doi: 10.1016/j.ympev.2003.09.003

de Oliveira, P. E., Barreto, A. M. F., & Suguio, K. (1999). Late Pleistocene/Holocene climatic
and vegetational history of the Brazilian caatinga: the fossil dunes of the middle Sao
Francisco River. Palaeogeography, Palaeoclimatology, Palaeoecology, 152, 319—
337.

de Ré, F. C., Gustani, E. C., Oliveira, A. P. F., Machado, L. P., Mateus, R. P., Loreto, E. L., &
Robe, L. J. (2014). Brazilian populations of Drosophila maculifrons (Diptera:
Drosophilidae): low diversity levels and signals of a population expansion after the
Last Glacial Maximum. Biological journal of the Linnean Society, 112(1), 55-66.
doi: 10.1111/bij.12244

de S4, R. O., Tonini, J. F. R., van Huss, H., Long, A., Cuddy, T., Forlani, M. C., ... Haddad,
C. F. (2019). Multiple connections between Amazonia and Atlantic Forest shaped the
phylogenetic and morphological diversity of Chiasmocleis Mehely, 1904 (Anura:
Microhylidae: Gastrophryninae). Molecular phylogenetics and evolution, 130, 198—
210. doi: 10.1016/j.ympev.2018.10.021

Drummond, A. J., Rambaut, A., Shapiro, B., & Pybus, O. G. (2005). Bayesian coalescent
inference of past population dynamics from molecular sequences. Molecular Biology
and Evolution, 22, 1185-1192. doi: 10.1093/molbev/msi103

Drummond, A., & Rambaut, A. (2007). BEAST: Bayesian evolutionary analysis by sampling
trees. BMC Evolutionary Biology, 7, 214. doi: 10.1186/1471-2148-7-214

Drummond, A. J., Suchard, M. A., Xie, D., & Rambaut, A. (2012). Bayesian phylogenetics
with BEAULti and the BEAST 1.7. Molecular Biology and Evolution, 29, 1969-1973.
doi: 10.1093/molbev/mss075

Duméril, A. M. C., & Bibron, G. (1841). Erpétologie Genérale ou Histoire Naturelle
Compléte des Reptiles (8 Eds.). Paris: Librarie Enclyclopedique de Roret.

Edgar, R. C. (2004). MUSCLE: multiple sequence alignment with high accuracy and high
throughput. Nucleic acids research, 32(5), 1792-1797. doi: 10.1093/nar/gkh340

30



Elith, J., Phillips, S. J., Hastie, T., Dudik, M., Chee, Y. E., & Yates, C. J. (2011). A statistical
explanation of MaxEnt for ecologists. Diversity and distributions, 17(1), 43-57. doi:
10.1111/j.1472-4642.2010.00725.x

Excoffier, L., & Lischer, H. E. (2010). Arlequin suite ver 3.5: a new series of programs to
perform population genetics analyses under Linux and Windows. Molecular Ecology
Resources, 10(3), 564-567. doi: 10.1111/j.1755-0998.2010.02847.x

Feller, A. E., & Hedges, S. B. (1998). Molecular evidence for the early history of living
amphibians. Molecular phylogenetics and evolution, 9(3), 509-516. doi:
10.1006/mpev.1998.0500

Fine, P. A., Daly, D. C., & Cameron, K. M. (2005). The contribution of edaphic heterogeneiyt
to the evolution and diversity of burseracear trees in the West
Amazon. Evolution, 59(7), 1464-1478. doi: 10.1111/j.0014-3820.2005.tb01796.x

Magalhaes, I. L. F., Oliveira, U., Santos, F. R., Vidigal, T. H. D. A., Brescovit, A. D., &
Santos, A. J. (2014). Strong spatial structure, Pliocene diversification and cryptic
diversity in the Neotropical dry forest spider Sicarius cariri. Molecular Ecology,
23(21), 5323-5336. doi: 10.1111/mec.12937

Fitzpatrick, S. W., Brazileiro, C. A., Haddad, C. F., & Zamudio, K. R. (2009). Geographical
variation in genetic structure of an Atlantic Coastal Forest frog reveals regional
differences in habitat stability. Molecular Ecology, 18(13), 2877-2896. doi:
10.1111/j.1365-294X.2009.04245.x

Gehara, M., Garda, A. A., Werneck, F. P., Oliveira, E. F., da Fonseca, E. M., Camurugi, F., ...
Silveira-Filho, R. (2017). Estimating synchronous demographic changes across
populations using hABC and its application for a herpetological community from
Northeast Brazil. Molecular Ecology, 26(18), 4756-4771. doi: 10.1111/mec.14239

Goebel, A. M., Donnelly, J. M., & Atz, M. E. (1999): PCR primers and amplification methods
for 12S ribosomal DNA, the control region, cytochrome oxidase 1, and cytochrome b
in bufonids and other frogs, and an overview of PCR primers which have amplified
DNA in amphibians successfully. Molecular Phylogenetics and Evolution, 11, 163—
199.

Graybeal, A. (1997). Phylogenetic relationships of bufonid frogs and tests of alternate
macroevolutionary hypotheses characterizing their radiation. Zoological journal of
the Linnean Society, 119(3), 297-338.

Guillot, G, Mortier, F, & Estoup, A. (2005a) Geneland: a computer package for landscape
genetics. Molecular Ecology Notes, 5, 712—715. doi: 10.1111/j.1471-
8286.2005.01031.x

Guillot, G., Estoup, A., Mortier, F., & Cosson, J. F. (2005b). A spatial statistical model for
landscape genetics. Genetics, 170, 1261-1280. doi: 10.1534/genetics.104.033803

Haffer, J. (1969). Speciation in Amazonian forest birds. Science, 165(3889), 131-137.

Haffer, J., & Prance, G. T. (2002). Impulsos climéticos da evolu¢do na Amazonia durante o
Cenozoico: sobre a teoria dos Refugios da diferenciacdo bidtica. Estudos
avancados, 16(46), 175-206. doi: 10.1590/S0103-40142002000300014.

Head, M. J., & Gibbard, P. L. (2005). Early-Middle Pleistocene transitions: an overview and
recommendation for the defining boundary. Geological Society, London, Special
Publications, 247(1), 1-18. doi: 10.1144/GSL.SP.2005.247.01.01

Hewitt, G. (2000). The genetic legacy of the Quaternary ice ages. Nature, 405(6789), 907—
913. doi: 10.1038/35016000

Hijmans, R. J., Phillips, S., Leathwick, J., Elith, J., & Hijmans, M. R. J. (2017). Package
‘dismo’. Circles, 9(1), 1-68.

31



Hirata, S., & Head-Gordon, M. (1999). Time-dependent density functional theory within the
Tamm-Dancoff approximation. Chemical Physics Letters, 314(3-4), 291-299. doi:
10.1016/S0009-2614(99)01149-5

Kuhlmann, E., (1977). A Vegetacdo. In: Geografia do Brasil (Eds.). Regido Nordeste (pp. 85—
110). 2nd ed. Rio de Janeiro: IBGE.

Lacey Knowles, L., & Alvarado-Serrano, D. F. (2010). Exploring the population genetic
consequences of the colonization process with spatio-temporally explicit models:
insights from coupled ecological, demographic and genetic models in montane
grasshoppers. Molecular Ecology, 19(17), 3727-3745. doi: 10.1111/].1365-
294X.2010.04702.x

Leaché, A. D., Fujita, M. K., Minin, V. N., & Bouckaert, R. R. (2014). Species delimitation
using genome—-wide SNP data. Systematic biology, 63(4), 534-542. doi:
10.1093/sysbio/syu018

Ledo, R. M. D., & Colli, G. R. (2017). The historical connections between the Amazon and
the Atlantic Forest revisited. Journal of Biogeography, 44(11), 2551-2563. doi:
10.1111/jbi.13049

Ledo, R. M. D., Domingos, F. M., Giugliano, L. G., Sites Jr, J. W., Werneck, F. P., & Colli,
G. R. (2020). Pleistocene expansion and connectivity of mesic forests inside the
South American Dry Diagonal supported by the phylogeography of a small
lizard. Evolution. doi: 10.1111/ev0.13978

Ledru, M. P., Salgado—Labouriau, M. L., & Lorscheitter, M. L. (1998). Vegetation dynamics
in southern and central Brazil during the last 10,000 yr BP. Review of Palaeobotany
and Palynology, 99(2), 131-142. doi: 10.1016/S0034-6667(97)00049-3

Ledru, M. P., Carnaval, A. C., Miyaki, C. Y., “AF biota” participants. (2017). Integrating
paleoecology and phylogeography reveals congruent bioclimatic regions in the
Brazilian Atlantic Forest. Past Global Changes Magazine, 25(2), 92-93. doi:
10.22498/pages.25.2.92

Leigh, J. W., & Bryant, D. (2015). popart: full-feature software for haplotype network
construction. Methods in Ecology and Evolution, 6(9), 1110-1116. doi:
10.1111/2041-210X.12410

Leite, Y. L., Costa, L. P., Loss, A. C., Rocha, R. G., Batalha-Filho, H., Bastos, A. C., ...
Pardini, R. (2016). Neotropical forest expansion during the last glacial period
challenges refuge hypothesis. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 113(4), 1008-1013. doi: 10.1073/pnas.1513062113

Lemey, P., Rambaut, A., Welch, J. J., & Suchard, M. A. (2010). Phylogeography takes a
relaxed random walk in continuous space and time. Molecular Biology and
Evolution, 27(8), 1877-1885. doi: 10.1093/molbev/msq067

Lemmon, E. M., Lemmon, A. R., Collins, J. T., Lee-Yaw, J. A., & Cannatella, D. C. (2007).
Phylogeny-based delimitation of species boundaries and contact zones in the trilling
chorus frogs (Pseudacris). Molecular phylogenetics and evolution, 44(3), 1068—
1082. doi: 10.1016/j.ympev.2007.04.010

Lessa, E. P., D’Elia, Guillermo & Pardinas, U. F. (2010). Genetic footprints of late
Quaternary climate change in the diversity of Patagonian-Fueguian
rodents. Molecular Ecology, 19(15), 3031-3037. doi: 10.1111/j.1365-
294X.2010.04734.x

Librado, P., & Rozas, J. (2009). DnaSP v5: a software for comprehensive analysis of DNA
polymorphism data. Bioinformatics, 25(11), 1451-1452. doi:
10.1093/bioinformatics/btp187

Lymberakis, P., Poulakakis, N., Manthalou, G., Tsigenopoulos, C. S., Magoulas, A., &
Mylonas, M. (2007). Mitochondrial phylogeography of Rana (Pelophylax)

32


https://doi.org/10.22498/pages.25.2.92
https://doi.org/10.1111/j.1365-294X.2010.04734.x
https://doi.org/10.1111/j.1365-294X.2010.04734.x

populations in the East Mediterranean region. Molecular Phylogenetics and
Evolution, 44(1), 115-125. doi: 10.1016/j.ympev.2007.03.009

Maddison, W. P., & Knowles, L. L. (2006). Inferring phylogeny despite incomplete lineage
sorting. Systematic Biology, 55(1), 21-30. doi: 10.1080/10635150500354928

Méngia, S., Oliveira, E. F., Santana, D. J., Koroiva, R. K., Paiva, F., & Garda, A. A.

(2020). Revising the taxonomy of Proceratophrys Miranda-Ribeiro, 1920 (Anura:
Odontophrynidae) from the Brazilian semiarid Caatinga: Morphology, calls and
molecules support a single widespread species. Journal of Zoological Systematics
and Evolutionary Research, 2020, 1-22. doi: 10.1111/jzs.12365

Mares, M. A., & Ernest, K. A. (1995). Population and community ecology of small mammals
in a gallery forest of central Brazil. Journal of Mammalogy, 76(3), 750—768. doi:
10.2307/1382745

Maslin, M., Mikkelsen, N., Vilela, C., & Haqg, B. (1998). Sea-level and gas-hydrate controlled
catastrophic sediment failures of the Amazon Fan. Geology, 26(12), 1107-1110. doi:
10.1130/0091-7613(1998)026<1107:SLAGHC>2.3.CO;2

Melo, W. A, Freitas, C. G., Bacon, C. D., & Collevatti, R. G. (2018). The road to
evolutionary success: insights from the demographic history of an Amazonian palm.
Heredity, 121, 183-195. doi: 10.1038/s41437-018-0074-1

Menezes, L., Canedo, C., Batalha-Filho, H., Garda, A. A., Gehara, M., & Napoli, M. F.
(2016). Multilocus phylogeography of the treefrog Scinax eurydice (Anura, Hylidae)
reveals a Plio-Pleistocene diversification in the Atlantic Forest. PloS one, 11(6). doi:
10.1371/journal.pone.0154626

Meyer, C. (2003): Molecular systematics of cowries (Gastropoda: Cypraeidae) and
diversification patterns in the tropics. Biological Journal of the Linnean Society, 79,
401-459. doi: 10.1046/j.1095-8312.2003.00197.x

Mori, S. A,, Silva, L. A. M., Lisboa, G., & Coradin, L. (1989). Manual de manejo do
Herbéario Fanerogamico. llhéus: Centro de Pesquisas do Cacau.

Myers, N., Mittermeier, R. A., Mittermeier, C. G., da Fonseca, G. A., & Kent, J. (2000).
Biodiversity hotspots for conservation priorities. Nature, 403(6772), 853. doi:
10.1038/35002501

Nores, M. (1994). Quaternary vegetational changes and bird differentiation in subtropical
South America. The Auk, 111(2), 499-503.

Oliveira, P. S., & Marquis, R. J. (2002) The cerrados of Brazil: ecology and natural history of
a Neotropical savanna. New York: Columbia University Press.

Oliveira, E. F., Gehara, M., Sdo-Pedro, V. A., Chen, X., Myers, E. A., Burbrink, F. T., ...
Costa, G. C. (2015). Speciation with gene flow in whiptail lizards from a Neotropical
xeric biome. Molecular Ecology, 24, 5957-5975. doi: 10.1111/mec.13433

Oliveira, E. F., Gehara, M., Sdo-Pedro, V. A., Costa, G. C., Burbrink, F. T., Colli, G. R., ...
Garda, A. A. (2018). Phylogeography of Muller's termite frog suggests the vicariant
role of the Central Brazilian Plateau. Journal of biogeography, 45(11), 2508-25109.
doi: 10.1111/jbi.13427

Oliveira-Filho, A. T., & Ratter, J. A. (1995). A study of the origin of central Brazilian forests
by the analysis of plant species distribution patterns. Edinburgh journal of
botany, 52(2), 141-194. doi: 10.1017/S0960428600000949

Oliveira-Filho, A. T., & Fontes, M. A. L. (2000). Patterns of floristic differentiation among
Atlantic Forests in Southeast Brazil and the influence of climate
1. Biotropica, 32(4b), 793-810. doi: 10.1111/j.1744-7429.2000.tb00619.x

Orrico, V. G., Nunes, 1., Mattedi, C., Fouquet, A., Lemos, A. W., Rivera-Correa, M., ...
Rodrigues, M. T. (2017). Integrative taxonomy supports the existence of two distinct
species within Hypsiboas crepitans (Anura: Hylidae). Salamandra, 53(1), 99-113.

33



Palumbi, S. R,, Martin, A., Romano, S., McMillan, W. O., Stice, L., & Grabowski, G. (1991).
The Simple Fool’s Guide to PCR. Honolulu: Departament of Zoology, University of
Hawaii.

Paz, A., Spanos, Z., Brown, J. L., Lyra, M., Haddad, C., Rodrigues, M., & Carnaval, A.
(2019). Phylogeography of Atlantic Forest glassfrogs (Vitreorana): when geography,
climate dynamics and rivers matter. Heredity, 122(5), 545-557. doi:
10.1038/s41437-018-0155-1

Pearson, R. G. (2010). Species’ Distribution Modeling for Conservation Educators and
Practitioners. Lessons in Conservation, 3, 54-89.

Pellegrino, R., Viegi, G., Brusasco, V., Crapo, R. O., Burgos, F., Casaburi, R., van der
Grinten, C. P. M., Gustafsson, P., Hankinson, J., Jensen, R., Johnson, D. C.,
Maclintyre, N., McKay, R., Miller, M. R., Navajas, D., Pedersen, O. F., Wanger, J.
(2005). Interpretative strategies for lung function tests. European Respiratory
Journal, 26(5), 948-968. doi: 10.1183/09031936.05.00035205

Pennington, R. T., Prado, D. E., & Pendry, C. A. (2000). Neotropical seasonally dry forests
and Quaternary vegetation changes. Journal of Biogeography, 27(2), 261-273. doi:
10.1046/j.1365-2699.2000.00397.x

Peres, E. A., Sobral-Souza, T., Perez, M. F., Bonatelli, I. A, Silva, D. P., Silva, M. J., &
Solferini, V. N. (2015). Pleistocene niche stability and lineage diversification in the
subtropical spider Araneus omnicolor (Araneidae). PLoS One, 10(4). doi:
10.1371/journal.pone.0121543

Pessenda, L. C. R., de Souza Ribeiro, A., Gouveia, S. E. M., Aravena, R., Boulet, R., &
Bendassolli, J. A. (2004). Vegetation dynamics during the late Pleistocene in the
Barreirinhas region, Maranhdo state, Northeast Brazil, based on carbon isotopes in
soil organic matter. Quaternary Research, 62(2), 183-193. doi:
10.1016/j.yqres.2004.06.003

Pessenda, L. C. R., Gouveia, S. E. M., de Souza Ribeiro, A., de Oliveira, P. E., & Aravena, R.
(2010). Late Pleistocene and Holocene vegetation changes in Northeast Brazil
determined from carbon isotopes and charcoal records in soils. Palaeogeography,
Palaeoclimatology, Palaeoecology, 297(3-4), 597-608. doi:
10.1016/j.palaeo.2010.09.008

Phillips, S. J., Anderson, R. P., & Schapire, R. E. (2006). Maximum entropy modeling of
species geographic distributions. Ecological Modelling, 190(3-4), 231-259. doi:
10.1016/j.ecolmodel.2005.03.026

Posada, D. (2008). jModelTest: phylogenetic model averaging. Molecular Biology and
Evolution, 25(7), 1253-1256. doi: 10.1093/molbev/msn083

Prado, D. E., & Gibbs, P. E. (1993). Patterns of species distributions in the dry seasonal
forests of South America. Annals of the Missouri Botanical Garden, 902-927. doi:
10.2307/2399937

Prado, D. E. (2003). As caatingas da América do Sul. Ecologia e Conservacao da
Caatinga, 2, 3-74.

Prates, 1., Rivera, D., Rodrigues, M. T., & Carnaval, A. C. (2016). A mid-Pleistocene
rainforest corridor enabled synchronous invasions of the Atlantic Forest by
Amazonian anole lizards. Molecular ecology, 25(20), 5174-5186. doi:
10.1111/mec.13821

Pyron, R. A., Costa, G. C., Patten, M. A., & Burbrink, F. T. (2015). Phylogenetic niche
conservatism and the evolutionary basis of ecological speciation. Biological Reviews,
90(4), 1248-1262. doi: 10.1111/brv.12154

34



R Core Team (2019). R: A language and environment for statistical computing. Vienna,
Austria: R Foundation for Statistical Computing. Retrieve from https://www.R—
project.org/.

Rambaut, A., & Drummond, A. J. (2009). Tracer v1. 5.0.

Recoder, R. S., Werneck, F., Teixeira, Jr, M., Colli, G. R., Sites Jr, J. W., & Rodrigues, M. T.
(2014). Geographic variation and systematic review of the lizard genus Vanzosaura
(Squamata, Gymnophthalmidae), with the description of a new species. Zoological
Journal of the Linnean Society, 171(1), 206-225. doi: 10.1111/z0j.12128

Riddle, B. R., Dawson, M. N., Hadly, E. A., Hafner, D. J., Hickerson, M. J., Mantooth, S. J.,
& Yoder, A. D. (2008). The role of molecular genetics in sculpting the future of
integrative biogeography. Progress in Physical Geography, 32(2), 173-202. doi:
10.1177/0309133308093822

Rissler, L. J., & Apodaca, J. J. (2007). Adding more ecology into species delimitation:
ecological niche models and phylogeography help define cryptic species in the black
salamander (Aneides flavipunctatus). Systematic Biology, 56(6), 924-942. doi:
10.1080/10635150701703063

Ruane, S., Bryson Jr, R. W., Pyron, R. A., & Burbrink, F. T. (2014). Coalescent species
delimitation in milksnakes (genus Lampropeltis) and impacts on phylogenetic
comparative analyses. Systematic Biology, 63(2), 231-250. doi:
10.1093/sysbio/syt099

Rull, V. (2008). Speciation timing and neotropical biodiversity: the Tertiary-Quaternary
debate in the light of molecular phylogenetic evidence. Molecular ecology, 17(11),
2722-2729. doi: 10.1111/j.1365-294X.2008.03789.x

Rull, V. (2011). Neotropical biodiversity: timing and potential drivers. Trends in Ecology &
Evolution, 26(10), 508-513. doi: 10.1016/j.tree.2011.05.011

Sambrook, J., Fritsch, E. F., & Maniatis, T. (1989). Molecular cloning: a laboratory manual
(2nd ed.). New York: Cold spring harbor laboratory press. doi: 10.1016/0167-
7799(91)90068-S

Santos, M. G., Nogueira, C., Giugliano, L. G., & Colli, G. R. (2014). Landscape evolution
and phylogeography of Micrablepharus atticolus (Squamata, Gymnophthalmidae),
an endemic lizard of the Brazilian Cerrado. Journal of Biogeography, 41, 1506—
1519. doi: 10.1111/jbi.12291

Sérsic, A. N., Cosacov, A., Cocucci, A. A, Johnson, L. A., Pozner, R., Avila, L. J., ...
Morando, M. (2011). Emerging phylogeographical patterns of plants and terrestrial
vertebrates from Patagonia. Biological Journal of the Linnean Society, 103, 475-94.
doi: 10.1111/j.1095-8312.2011.01656.x

Silva, L. A. D., Carvalho, P. S., Pereira, E. A., Fadel, R. M., Dantas, S. P., Branddo, R. A., &
Santana, D. J. (2020). Richness, diversity patterns, and taxonomic notes of
amphibians from the Tocantins state. Biota Neotropica, 20(1). doi: 10.1590/1676-
0611-bn-2019-0838

Sobral-Souza, T., Lima-Ribeiro, M. S., & Solferini, V. N. (2015). Biogeography of
Neotropical Rainforests: past connections between Amazon and Atlantic Forest
detected by ecological niche modeling. Evolutionary Ecology, 29(5), 643—-655. doi:
10.1007/s10682-015-9780-9

Sobral-Souza, T., & Lima—Ribeiro, M. S. (2017). De volta ao passado: revisitando a histéria
biogeografica das florestas neotropicais imidas. Oecologia Australis, 21(2). doi:
10.4257/0ec0.2017.2102.01

Stephens, M., Smith, N. J., & Donnelly, P. (2001). A new statistical method for haplotype
reconstruction from population data. The American Journal of Human
Genetics, 68(4), 978-989. doi: 10.1086/319501

35


https://www.r-project.org/
https://www.r-project.org/

Sullivan, J., & Joyce, P. (2005). Model selection in phylogenetics. Annual Review of Ecology,
Evolution, and Systematics, 36, 445-466. doi:
10.1146/annurev.ecolsys.36.102003.152633

Tajima, F. (1989). The effect of change in population size on DNA polymorphism. Genetics,
123(3), 597-601.

Talavera, G., & Castresana, J. (2007). Improvement of phylogenies after removing divergent
and ambiguously aligned blocks from protein sequence alignments. Systematic
Biology, 56(4), 564-577. doi: 10.1080/10635150701472164

Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., Filipski, A., & Kumar, S. (2013). MEGAG: molecular
evolutionary genetics analysis version 6.0. Molecular biology and Evolution, 30(12),
2725-2729. doi: 10.1093/molbev/mst197

Thome, M. T. C., Zamudio, K. R., Giovanelli, J. G., Haddad, C. F., Baldissera Jr, F. A., &
Alexandrino, J. (2010). Phylogeography of endemic toads and post—Pliocene
persistence of the Brazilian Atlantic Forest. Molecular Phylogenetics and
Evolution, 55(3), 1018-1031. doi: 10.1016/j.ympev.2010.02.003

Thomé, M. T. C., Sequeira, F., Brusquetti, F., Carstens, B., Haddad, C. F., Rodrigues, M. T.,
& Alexandrino, J. (2016). Recurrent connections between Amazon and Atlantic
forests shaped diversity in Caatinga four-eyed frogs. Journal of Biogeography, 43(5),
1045-1056. doi: 10.1111/jbi.12685

Tonini, J. F. R., Costa, L. P., & Carnaval, A. C. (2013). Phylogeographic structure is strong in
the Atlantic Forest; predictive power of correlative paleodistribution models, not
always. Journal of Zoological Systematics and Evolutionary Research, 51(2), 114—
121. doi: 10.1111/jzs.12014

Turchetto-Zolet, A. C., Pinheiro, F., Salgueiro, F., & Palma-Silva, C. (2013).
Phylogeographical patterns shed light on evolutionary process in South
America. Molecular ecology, 22(5), 1193-1213. doi: 10.1111/mec.12164

Vanzolini, P. (1963). Problemas faunisticos do cerrado. In: Simposio sobre o Cerrado (Eds.).
The problems of Cerrados fauna. Sao Paulo: EDUSP.

Vanzolini, P. E., & Williams, E. E. (1981). The vanishing refuge: a mechanism for
ecogeographic speciation. Papéis Avulsos de Zoologia, 34(23), 251-255.

Vasconcellos, M. M., Colli, G. R., Weber, J. N., Ortiz, E. M., Rodrigues, M. T., & Cannatella,
D. C. (2019). Isolation by instability: Historical climate change shapes population
structure and genomic divergence of treefrogs in the Neotropical Cerrado
savanna. Molecular ecology, 28(7), 1748-1764. doi: 10.1111/mec.15045

Véasquez, D., Correa, C., Pastenes, L., Palma, R. E., & Méndez, M. A. (2013). Low
phylogeographic structure of Rhinella arunco (Anura: Bufonidae), an endemic
amphibian from the Chilean Mediterranean hotspot. Zoological Studies, 52(1), 35.
doi: 10.1186/1810-522X-52-35

Vences, M., Hildenbrand, A., Warmuth, K. M., Andreone, F., & Glaw, F. (2018). A new
riparian Mantidactylus (Brygoomantis) frog from the Tsaratanana and Manongarivo
Massifs in northern Madagascar. Zootaxa, 4486(4), 575-588. doi:
10.11646/zootaxa.4486.4.10

Vieites, D. R., Min, M. S., & Wake, D. B. (2007). Rapid diversification and dispersal during
periods of global warming by plethodontid salamanders. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 104(50), 19903-19907. doi: 10.1073/pnas.0705056104

Warren, D. L., Glor, R. E., & Turelli, M. (2010). ENMTools: a toolbox for comparative
studies of environmental niche models. Ecography, 33(3), 607-611. doi:
10.1111/j.1600-0587.2009.06142.x

36



Werneck, F. P. (2011). The diversification of East South American open vegetation biomes:
historical biogeography and perspectives. Quaternary Science Reviews, 30, 1630
1648. doi: 10.1016/j.quascirev.2011.03.009

Werneck, F. P., Costa, G. C., Colli, G. R, Prado, D. E., & Sites Jr, J. W. (2011). Revisiting
the historical distribution of Seasonally Dry Tropical Forests: new insights based on
palaeodistribution modelling and palynological evidencegeb. Global Ecology and
Biogeography, 20(2), 272—-288. doi: 10.1111/j.1466-8238.2010.00596.x

Werneck, F. P., Gamble, T., Colli, G. R., Rodrigues, M. T., & Sites, Jr, J. W. (2012a). Deep
diversification and long-term persistence in the South American ‘dry diagonal’:
integrating continent-wide phylogeography and distribution modeling of
geckos. Evolution: International Journal of Organic Evolution, 66(10), 3014-3034.
doi: 10.1111/jbi.12291

Werneck, F. P., Nogueira, C., Colli, G. R, Sites Jr, J. W., & Costa, G. C. (2012b). Climatic
stability in the Brazilian Cerrado: implications for biogeographical connections of
South American savannas, species richness and conservation in a biodiversity
hotspot. Journal of Biogeography, 39(9), 1695-1706. doi: 10.1111/j.1365-
2699.2012.02715.x

Wied-Neuwied, M. A. P., Prinz zu. (1824). Abbildungen zur Naturgeschichte Brasiliens. Heft
8. Weimar: Landes-Industrie-Comptoir.

Wiens, J. J., Fetzner Jr, J. W., Parkinson, C. L., & Reeder, T. W. (2005). Hylid frog
phylogeny and sampling strategies for speciose clades. Systematic Biology, 54(5),
778-807. doi: 10.1080/10635150500234625

37



TABELAS

Tabela 1. Amostras de tecido utilizadas no presente estudo (116 amostras de Boana crepitans). Para cada amostra é apresentado o nimero do cédigo do mapa
(Figura 1), Loc = localidade, instituicdo de origem, V = nimero do voucher, C.L. = nimero do codigo do laboratério, coordenadas geograficas (longitude e
latitude em graus decimais) e numeros de acesso ao GenBank.

L L o NUmeros de acesso do GenBank
Cadigo Cadigo de

Espécies Loc. Estado V C.L. Long Lat

Mapa tombo

12S COl 16S POMC RAG1

1 Boana crepitans Cuité PB  AAGARDA 8993 E145 -6.4852 -36.154 - - - - -

1 Boana crepitans Cuité PB ~ AAGARDA 8991 E146 -6.4852 -36.154 - - - - -
1 Boana crepitans Cuitt PB  AAGARDA 8992 E147 -6.4852 -36.154 - - - - -

2 Boana crepitans Areia PB  AAGARDA 3857 E138 -16.179 -40.697 - - - - -

2 Boana crepitans Areia PB  AAGARDA 3931 E139 -6.969 -35.7

2 Boana crepitans Areia PB  AAGARDA 3933 E140 -6.969 -35.7

2 Boana crepitans Areia PB  AAGARDA 3999 E141 -6.969 -35.7

2 Boana crepitans Areia PB ~ AAGARDA 4000 E142 -6.969 -35.7

3 Boana crepitans P:r’](g'l” PB  AAGARDA 3593 E143 -7.1445 -35.959 - - - - -
. Puxin
3 Boana crepitans ana PB  AAGARDA 4035 E144 -7.1445 -35.959 - - - - -
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Tabela 2. Primers utilizados para amplificagéo e sequenciamento dos loci utilizados neste estudo. Cada iniciador
apresenta a fonte de origem.

Locus Nome Primer Fonte
MVZ59 5’- ATAGCACTGAAAAYGCTDAGATG -3’ Graybeal, 1997
12S F-H 5’-CTTGGCTCGTAGTTCCCTGGCG -3° Goebel et al., 1999

12S
125M 5’- GGCAAGTCGTAACATGGTAAG -3’ Darst & Cannatella (2004)
12sL13 5’- TTAGAAGAGGCAAGTCGTAACATGGTA -3’ Feller & Hedges (1998)
16S-AL 5’- CGCCTGTTTATCAAAAACAT -3°

16S Palumbi et al., 1991
16S-BH-New 5’- CCTGGATTACTCCGGTCTGA -3’
dgHCO-2198 5’- TAAACTTCAGGGTGACCAAARAAYCA -3’ Meyer, 2003
dgLCO-1490 5’- GGTCAACAAATCATAAAGAYATYGG -3’ Meyer, 2003

COl
AnF1 5’- ACHAAYCAYAAAGAYATYGG -3’ Wiens et al., 2005
AnR1 5’- CCRAARAATCARAADARRTGTTG -3’ Wiens et al., 2005
POMC-DRV-F1 5’- ATATGTCATGASCCAYTTYCGCTGGAA -3’

POMC Vieites et al., 2007
POMC-DRV-R1 | 5’- GGCRTTYTTGAAWAGAGTCATTAGWGG -3’
Rag-1-Amp-F2 5’- ACNGGNMGICARATCTTYCARCC -3’

RAG1 Vences et al., 2018
Ragl-UC-R 5’- TTGGACTGCCTGGCATTCAT -3’
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Tabela 3. Andlises realizadas no programa BEAST. Para cada analise é apresentado o locus utilizado, nimero de sequéncias (N), modelo de
substituicdo estimado pelo programa jModelTest e configuracdes de rel6gio molecular, taxa de mutacao, arvore prévia, tamanho da cadeia

(MCMC) e frequéncia de amostragem (Freq).

Principais Parametros BEAST

Analise Locus N Modelo i}
Relogio Taxa Arvore prévia MCMC  Freq
12S 16 HKY rigoroso 1
16S 122 HKY+l lognormal 2.88E%
Arvore de genes COl 18 HKY+G  rigoroso 1 Coalescente: CS  2x 107 2,000
POMC 52 HKY+G  rigoroso 1
RAG1 53 K80 rigoroso 1
12S 15 HKY rigoroso 1
16S 121  GTR+G lognormal 2.88E%
Arvore de espécies e datacio de divergéncia COl 17 HKY rigoroso 1 Espg%;g;éo: 3x10® 30,000
POMC *102 HKY+I rigoroso 1
RAG1  *104 HKY+I rigoroso 1
Skyline — linhagem Leste 16S 100  TrNef+l lognormal 2.88E® (ég?_lescente:
Skyline — linhagem Oeste 16S 21 K80 lognormal  2.88E° gg?_lescente: 1x 108 10)5‘
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5X

Centro de origem das linhagens 16S 121 K80+l  lognormal 2.88E% Coalescente: CS 5 x 10’ 103

*sequéncias faseadas; abreviaturas anteriores das arvores: Constant Size (CS), Yule Process (YP), Birth-Death Process (BDP) and Bayesian
Skyline (BSL).
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Tabela 4. Estatisticas genéticas para cada locus para linhagens Leste e Oeste de Boana crepitans.

Locus  Populagdio L (bp) N S H Hq T Tajima'sD  P-value
Leste 824 11 5 4 0745 0.00274  -0.31446 >0.10
12S
Oeste 824 4 6 4 1 0.00384  1.22875 >0.10
Leste 331 101 13 13 0.782 0.01016  0.67051 >0.10
16S
Oeste 331 21 15 11 0.838 0.01027 -0.86487 >0.10
Leste 553 13 11 4 0.756 0.00922  1.68877 >0.10
COl
Oeste 553 4 10 3 0.833 0.00934 -0.52807 >0.10
Leste 3% *68 33 12 0.772 0.02647  1.15819 >0.10
POMC
Oeste 3% *34 26 10 0.731 0.01376  -0.81691 >0.10
Leste 1038 *70 12 17 0.906 0.00229  -0.13227 >0.10
RAG1

Oeste 1038 *34 10 12 0.891 0.00214 -0.28094 >0.10

L, comprimento pares de base; N, tamanho da amostra; S, nimero de sitios polimorficos; H,
namero de haplotipos; Hq, diversidade haplotipica; =, diversidade nucleotidica.
Teste Tajima’s D e P-values. *Sequéncias faseadas.

57



Tabela 5. Porcentagens de variancia para componentes de analises de variancia molecular
(AMOVAS) realizadas com diferentes genes nas linhagens Leste e Oeste de Boana crepitans.

Fontes de variagédo

Entre as Dentro das
Locus : : Fst
linhagens linhagens
12S 1.07 98.93 0.01068
16S 9.38 90.62 0.09384
Col 5.47 94.53 0.05472
POMC 3.27 96.73 0.03272
RAG1 5.08 94.92 0.05077
Todos P-values <0.0001.
Tabela 6. Resultados da analise Migrate-N
Parametro 25%  25.0% Mode 75.0% 97.5% M?]d'a Mean
0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0045 0.0040
Q1 0.00000 0 3 7 7 0 7
0.0006 0.0010 0.0014 0.0020 0.0011 0.0010
Q2 0.00007 0 3 0 0 0 5
M2->1 0.0 0.0 0.3 37.3 37.3 37.7 170.7
Ma.>2 361.3 449.3 476.3 486.0 497.3 456.3 443.5
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FIGURAS
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Figura 1. Distribuicdo geogréafica de Boana crepitans. Circulos pretos: pontos de ocorréncia
(ver Dantas et al. 2019). Circulos brancos com ponto: pontos de ocorréncia + dados
moleculares. Os numeros correspondem a 54 nomes de localidades na Tabela 1.
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Figura 2. Analise GENELAND (a e b) com isoclinas de probabilidade posterior, que indicam
extensdes das populagdes genéticas encontradas (linhas pretas com probabilidades de
incluséo). Zonas coloridas em cada mapa indicam os grupos de localidades com maiores
probabilidades de pertencer a mesma unidade genética. Pontos pretos indicam a localizagdo
das 54 localidades analisadas. O mapa a direita (c) mostra a distribuicdo da linhagem Leste
(circulos brancos) e linhagem Oeste (circulos cinzas) ao longo dos dominios morfoclimaticos
Caatinga (Ca), Cerrado (Ce) e Mata Atlantica (AF). A cor vermelha representa altitudes mais
elevadas e o branco representa altitudes mais baixas. As setas representam: (a) limite norte do
Espinhaco Meridional, (b) limite sul do Espinhaco Central e (¢c) Chapada Diamantina. A linha
em azul, representa o Rio Jequitinhonha.
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Figura 3. Rede de haplétipos para os genes mitocondriais 12S, 16S, COl e nucleares POMC e
RAGL1 usando o método de juncdo mediana. Cada haplotipo é representado por um circulo
cuja area é proporcional a sua frequéncia. Circulos pretos e cinzas representam as linhagens
Leste e Oeste, respectivamente. Pontos pretos, vectores medianos (haplotipos ndo amostrados
ou extintos n&o s&o mostrados).

East lineage

1.00

West lineage
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Figura 4. Arvore de espécies entre as linhagens Leste e Oeste da espécie Boana crepitans,
com base na analise bayesiana dos genes mitocontriais 12S, 16S, COI e nucleares POMC e
RAGL. O valor acima do ramo indica probabilidade posterior.
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Figura 5. Bayesian Skyline plots ilustrando tamanhos efetivos da populacdo (Ne) ao longo do

tempo (em anos) das linhagens Leste (a) e Oeste (b). A linha preta representa o tamanho

médio da populacéo e as linhas cinza representam uma probabilidade posterior maior que

95%.
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Figura 6. Reconstrucdes filogeograficas da linhagem Leste e Oeste. A dindmica espago-

temporal do gene 16S é mostrada em quatro periodos de tempo diferentes desde a sua origem
até o presente. Poligonos claros representam clados basais e escuros representam clados
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recentes. As linhas representam os galhos de arvores com credibilidade méxima do clado
projetado na superficie. Os mapas sdo baseados em imagens de satélite visualizadas no

Google Earth.
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Figura 7. Modelos de nicho ecoldgico (MNESs) para Boana crepitans (usando todos os
registros de ocorréncia para as duas linhagens). As cores indicam adequacao prevista, variando
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de inadequada (branca) a baixa (laranja), média (amarela) e alta (verde). Pontos pretos
representam registros de ocorréncia.
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Relacges histdricas entre a Amazoénia e a Mata Atlantica durante as flutuacoes
climaticas do Paledgeno tardio reveladas pela biogeografia da tribo Sphaenorhynchini
(Anura, Hylidae)

A ser submetido no periddico cientifico Journal of Biogeography
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Relag0es histdricas entre a Amazonia e a Mata Atlantica durante as flutuagdes
climaticas do Paledgeno tardio reveladas pela biogeografia da tribo Sphaenorhynchini
(Anura, Hylidae)

Elvis Almeida Pereiral?, Karoline Ceron?, Hélio Ricardo da Silva!, Diego José Santana®

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Departamento de Biologia Animal,
Laboratorio de Herpetologia, 23890-000, Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil.

2Mapinguari - Laboratdrio de Biogeografia e Sistematica de Anfibios e Répteis, Universidade
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Resumo. A reconstrucdo da histéria espacial e temporal dos organismos busca esclarecer os
padrdes de distribuicdo das espécies. A regido Neotropical € muito visada pelos pesquisadores
para entender estes padrdes biogeograficos, pois o continente Sul-Americano apresenta uma
ampla gama de ambientes, altitudes, dominios morfoclimaticos e sofreu diversas mudancas
geoldgicas e climaticas ao longo do tempo. Na paisagem atual, dois dominios
morfoclimaticos que compreendem as mais diversas florestas tropicais do mundo, a
Amazonia e Mata Atlantica, séo separados pela diagonal de formagdes abertas. A tribo
Sphaenorhynchini esta entre as poucas linhagens que ocorrem em ambas florestas tropicais, e
os padrdes biogeogréficos nunca foram propostos nesta tribo. Com isto, neste estudo
inferimos as relacdes filogenéticas com datacdo entre as espécies da tribo Sphaenorhynchini e
fizemos a reconstrucdo da histéria biogeogréfica descrevendo o tempo, a cronologia de
diversificacdo e possiveis padrdes de dispersao e vicariancia, fornecendo informacdes sobre
como forgas externas e a especiacao afetaram a evolucao da tribo na América do Sul.

Palavras-chave. Hatchet-faced Treefrog, Lime Treefrogs, Short-snouted Green Treefrogs,
Dispersao, Zoogeografia, Filogenia, Sphaenorhynchus, Gabohyla, BioGeoBEARS.

Abstract. The reconstruction of the spatial and temporal history of organisms seeks to clarify
the distribution patterns of species. The Neotropical region is highly sought by researchers to
understand these biogeographic patterns, since the South American continent presents a wide
range of environments, altitudes, morphoclimatic domains and has undergone several
geological and climatic changes over time. In the current landscape, two morphoclimatic
domains that comprise the most diverse tropical forests in the world, the Amazon and the
Atlantic Forest, are separated by the diagonal of open formations. The Sphaenorhynchini tribe
is among the few lineages that occur in both rainforests, and biogeographic patterns have
never been observed in this tribe. Therefore, in this study we infer the phylogenetic
relationships with dating between the species of the Sphaenorhynchini tribe and we
reconstructed the biogeographic history describing the time, the diversification chronology
and possible patterns of dispersion and vicariance, providing information about how external
forces and speciation affected the evolution of the tribe in South America.

Key words: Hatchet-faced Treefrog, Lime Treefrogs, Short-snouted Green Treefrogs,
Dispersal, Zoogeography, Phylogeny, Sphaenorhynchus, Gabohyla, BioGeoBEARS.

Introducéo

Compreender os processos evolutivos e padrdes biogeograficos na regido
Neotropical tem sido objeto de interesse de pesquisadores, desde o século XIX (Wallace,
1852; Sclater, 1858; Bates, 1862; Papavero, Teixeira, & Llorente-Bousquets, 1997). A
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reconstrugdo da historia espacial e temporal dos organismos busca esclarecer tal dilema, mas
obter uma imagem clara da historia evolutiva pode ser um desafio, uma vez que diversas
caracteristicas ecologicas, filogenéticas e climaticas devem ser levadas em consideracao
(Wiens, 2011). A regido Neotropical é a mais diversa da Terra, e possui desde formacdes
recentes a antigas abrangendo uma ampla gama de formacdes geoldgicas e geomorfoldgicas
(Saadi, 1995; Hoorn, Wesselingh, Hovikoski, & Guerrero, 2010a). Diferentes hipoteses, a
maioria delas fundamentadas nas regides florestais (e.g. Hoorn & Wesselingh, 2010; Batalha-
Filho et al., 2012; Fouquet et al., 2012; Paz et al., 2018) foram sugeridas para a origem e
manutencdo da biodiversidade nesta regido, tais como o isolamento da América do Sul, a
orogenia andina, o fechamento do istmo do Panama e as flutuac6es climéticas do quaternario
(Hoorn & Wesselingh, 2010; Batalha-Filho, Cabanne, & Miyaki, 2012; Fouquet et al., 2012a;
Fouquet et al., 2012b; Paz et al., 2018).

Com a elevagdo andina, a paisagem neotropical teve multiplas mudancas, pois neste
periodo houve alteracdo do clima (Insel, Poulsen, & Ehlers, 2010) e formacéo da bacia
amazonica e o sistema Pebas, criando novos habitats que influenciaram a diversificagdo de
diferentes grupos, principalmente na regido Amazonica (Hoorn, 1993; Antonelli, Nylander,
Persson, & Sanmartin, 2009; Hoorn et al., 2010a, Hoorn et al., 2010b). Ja a regido Atlantica,
localizada no Leste da América do Sul, sofreu alteracdes significativas com a transicéo
climética global durante o Cenozéico (Carnaval & Moritz, 2008). Estas mudancas climaticas
na Mata Atlantica influenciaram a diversificacdo de grupos em diferentes dominios
morfoclimaticos (Antonelli et al., 2010; Graham, VanDerWal, Phillips, Moritz, & Williams,
2010; Hughes, Pennington, & Antonelli, 2013) e impulsionaram a evolucdo das linhagens
recentes de diversos grupos de animais e vegetais dentro do dominio morfoclimatico florestal
(Carnaval et al., 2009; Fitzpatrick, Brasileiro, Haddad, & Zamudio, 2009; Mata et al., 2009;
Thomé, Zamudio, Haddad, & Alexandrino, 2014; Porto, Carnaval, & da Rocha, 2013).

O tempo de diversificacdo na regido neotropical tem sido amplamente debatido (e.g.
Rull, 2008; 2011a; b; Hoorn et al., 2010a; Batalha-Filho et al., 2012; Fouquet et al., 2012a; b;
de Sa et al., 2019). A ideia original, considerando a riqueza de espécies tropicais como
resultado de um processo de longo prazo em ambientes estaveis, foi abandonada com a
hipotese do reflgio, e a maior parte da especiacdo foi atribuida a eventos quaternarios (Haffer,
1969, 2001). Mais recentemente, uma evidéncia crescente de diferenciacdo pré-quaternaria foi
acumulada, atribuindo eventos tectonicos, eustaticos e orogénicos (Rull, 2006; Geurgas,
Rodrigues, & Moritz, 2008; Ribas, Miyaki, & Cracraft, 2009), ou a rios como barreiras ao
fluxo génico (Gascon et al., 2000; Pellegrino et al., 2005; Passoni, Benozzati, & Rodrigues,
2008).

Os dominios morfocliméaticos da Amazonia e Mata Atlantica na América do Sul
(Ab’Saber, 1977; Dinerstein et al., 2017) compreendem as mais diversas florestas tropicais do
mundo, e séo separados pela diagonal de formagdes abertas (Prado & Gibbs, 1993; Silva,
Sousa, & Castelletti, 2004), a qual age como uma barreira a migracéo de espécies entre essas
regides florestais (Mori, Nowycky, & Shepherd, 1981; Por, 1992; Costa, 2003). Tal separagéo
faz com que ambas florestas possuam poucas espécies em comum, e varios clados endémicos
para cada regido (Duelmann, 1999). Porem, os dois dominios morfocliméticos florestais ja
estiveram conectados durante as flutua¢Ges climaticas do Nedgeno e do Quaternario,
resultando em relacdes biogeograficas conflitantes entre o leste da floresta amazénica e as
partes norte e sul da Mata Atlantica (Perret, Chautems, & Spichiger, 2006; Santos et al., 2007,
Fiaschi & Pirani, 2009; Cheng et al., 2013; Costa et al., 2018).

O monofiletismo de Sphaenorhynchini tem sido sempre suportado (Pyron, 2014;
Duellman, Marion, & Hedges, 2016; Araujo-Vieira, Luna, Caramaschi, & Haddad, 2020) e
varias sinapomorfias morfoldgicas foram sugeridas atribo (Duellman & Wiens, 1992;
Faivovich et al.,, 2005; Araujo-Vieira et al., 2015), porém as relacdes interespecificas
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permaneciam incertas. Através de andlises recentes, incluindo dados morfoldgicos e
moleculares, Araujo-Vieira et al. (2019) realizaram um teste filogenético buscando
compreender os relacionamentos internos da tribo. Entre as poucas linhagens que ocorrem em
ambas florestas tropicais, a tribo Sphaenorhynchini é composta por 15 espécies de pererecas
esverdeadas (ver Araujo-Vieira et al., 2019; 2020; Frost 2020), e os padrdes biogeogréficos
observados nesta tribo nunca foram abordados. Dentro da tribo a Unica espécie do género
Gabohyla (G. pauloalvini) juntamente com outras 11 espécies do género Sphaenorhynchus (S.
botocudo, S. bromelicola, S. cammaeus, S. canga, S. caramaschii, S. mirim, S. palustris, S.
planicola, S. platycephalus, S. prasinus e S. surdus), ocorrem na Mata Atléantica, do estado de
Pernambuco ao estado do Rio Grande do Sul (Werner, 1984; Lutz & Lutz, 1938; Cochran,
1953; Bokermann, 1966; Bokermann, 1973; Toledo, Garcia, Lingnau, & Haddad, 2007,
Caramaschi, Almeida, & Gasparini, 2009; de Freitas, Silva, & Loebmann, 2009; Lacerda &
Moura, 2013; da Silva, de Luna-Dias, & de Carvalho, 2013; Araujo-Vieiraet al., 2015; Roberto,
Araujo-Vieira, de Carvalho-e-Silva, & Avila, 2017; Aradjo-Vieira, Caramaschi, Grillitsch,
Grant, & Faivovich, 2018; Melo, Rodrigues, Pelegrini, & Martins, 2018), enquanto as demais
trés espécies possuem distribuicdo associada a bacia Amazénica e do Orinoco (S. carneus, S.
dorisae e S. lacteus) (La Marca, Azevedo-Ramos, Coloma, Ron, & Hardy, 2010; Benicio, Silva,
& Fonseca, 2011).

Dada a distribuicdo desse clado restrita aos dois maiores dominios morfocliméaticos
florestais da América do Sul, aliada ao historico evolutivo conhecido entre esses dois
dominios, neste estudo nos inferimos as relagdes filogenéticas com datacdo entre as espécies
da tribo Sphaenorhynchini usando marcadores mitocondriais e nucleares. A partir desta
estrutura, reconstruimos as areas ancestrais usando técnicas para predizer o passado com base
nos tempos de divergéncia estimados e nas atuais faixas geogréaficas das espécies existentes de
Sphaenorhychini. Esta reconstrucéo da histdria biogeografica descreve o tempo, a cronologia
de diversificacdo e possiveis padrdes de dispersdo e vicariancia. Aqui integramos dados
distributivos, moleculares e uma estrutura filogenética bem estabelecida em um estudo amplo
dos padr@es de evolucdo das espécies e das mudancas historicas que as moldaram (Crisci,
2001), fornecendo informacdes sobre forcas externas (mudancas climéticas, ambiente
geofisico) que, em conjunto com a especiacdo, afetaram 0 modo evolutivo destas espécies na
América do Sul.

Materiais e Métodos
Coleta de amostras

Sequéncias correspondentes a 13 espécies de Sphaenorhynchus e Gabohyla em
nossas analises foram derivadas de estudos filogenéticos anteriores (ver Faivovich et al. 2005;
Wiens et al. 2006; Araujo-Vieira 2019; 2020). Nés utilizamos sequéncias das espécies (G.
pauloalvini, S. botocudo, S. cammaeus, S. canga, S. caramaschi, S. carnaeus, S. dorisae, S.
lacteus, S. mirim, S. planicola, S. platycephalus, S. prasinus, S. surdus) junto com Scinax
fusvovarius como grupo externo, todas disponiveis no Genbank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/; Tabela 1). Nao ha sequéncias disponiveis para
Sphaenorhynchus bromelicola e S. palustris, e, portanto, ndo foram incluidos em nossas
analises. Nos obtivemos sequéncias de 41 espécimes da tribo Sphenorhynchini além de
Scinax fuscovarius que foi utilizada como grupo externo (ver Tabela 1).

Edico e geracgédo de alinhamentos

Para andlises filogenéticas, utilizamos quatro marcadores moleculares (ver Tabela 1),
trés genes mitocondriais (12S, 16S e Citocromo b - Cytb) e um gene nuclear (Tirosinase -
Tyr). Geramos um alinhamento de 667 pares de base (pb) para o gene 12S, 1.015 pb para o
gene 16S, 299 pb para o gene Cytb e 432 pb para o gene Tyr. As sequéncias foram alinhadas
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com o algoritmo ClustalW (Sievers et al., 2011) e verificadas visualmente no programa
Geneious v9.1.2 (Biomatters Ltd). Nos encontramos lacunas nos genes 12S e 16S e as
removemos usando o Gblocks 0.91b (Castresana, 2000; Talavera & Castresana, 2007),
disponivel como servidor da web
(http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html). Este programa reduz a
necessidade de editar manualmente varios alinhamentos, facilitando a reproducéo dos
alinhamentos e subsequente analise filogenética por outros pesquisadores.

Anélises Filogenéticas

Para estimar o melhor modelo de substituicdo de cada segmento génico, utilizamos o
Critério de Informacdo Bayesiano (BIC, Sullivan & Joyce, 2005) implementado no programa
jModelTest 2.1.4 (Darriba, Taboada, Doallo, & Posada, 2012). Os modelos mais adequados
foram GTR+I+G para 12S, GTR+I+G para 16S, HKY+I+G para Citocromo b e K80+G para
Tirosinase. Para inferir o tempo dos eventos de especiacdo dentro do género
Sphaenorhynchus, construimos uma arvore de espécies no *BEAST usando os trés genes
mitocondriais e o nuclear no programa BEAST v1.8 (Drummond et al., 2012). Devido a falta
de calibragGes fosseis para este grupo, utilizamos a taxa de mutacéo do 16S proposta por
Lemmon, Lemmon, Collins, Lee-Yaw, & Cannatella (2007) e Lymberakis et al., (2007)
(0,28% por linhagem por milh&o de anos) e uma taxa geral de mutacéo do Citocromo b para
anuros de 0,957% por linhagem por milhdo de anos (Crawford, 2003). Executamos 300
milhdes de gera¢des, amostrando a cada 30.000 etapas usando uma arvore do Yule Process
anterior. Avaliamos visualmente a convergéncia das execucdes do MCMC e os tamanhos
efetivos da amostra (valores de ESS > 200) usando o programa TRACER 1.5 (Rambaut &
Drummond, 2009). Descartamos 10% das gera¢Ges como burn-in, e a arvore de consenso para
cada locus foi inferida com o TreeAnnotator 1.8. (Drummond et al., 2012).

Analises Biogeograficas

A distribuicdo geogréafica ao longo do tempo da tribo Sphaenorynchini na América
do Sul foi estimada com o pacote “BioGeoBEARS” (Matzke, 2013; 2014) no ambiente R (R
Core Team, 2018). A variedade de espécies de Sphaenorynchini foi subdividida em cinco
areas geograficas: A) Oeste da Amazodnia, B) Leste da Amazonia, limitada pelos rios Madeira
e Negro, C) Sul da Mata Atlantica, D) Mata Atlantica Central (MA) e E) Norte da Mata
Atlantica, limitadas pelos rios Tieté e Paraiba do Sul (Figura 1). Atribuimos espécies a essas
cinco regides com base em mapas de distribuicdo disponiveis na Lista Vermelha da IUCN. O
pacote ‘BioGeoBEARS' implementa métodos de méxima verossimilhanga (ML) que replicam
as principais premissas dos trés métodos mais comumente usados na biogeografia histdrica, a
saber, DEC (Cladogénese de Dispersdo-Extin¢do; Ree & Smith, 2008), DIVA (Anélise de
Dispersdo-Vicariancia; Ronquist, 1997) e BayArea (Inferéncia Bayesiana de Biogeografia
Histoérica para Areas Discretas; Landis, Matzke, Moore, & Huelsenbeck, 2013). Esses trés
métodos foram originalmente desenvolvidos em estruturas diferentes (probabilidade para
DEC, parcimdnia para DIVA e Bayesiana para BayAREA), mas todos sdo representados
como modelos de probabilidade em ‘BioGeoBEARS’ para permitir comparacao direta. Os
dois ultimos modelos ndo sdo, portanto, idénticos a sua formulacéao original e séo referidos
como DIVALIKE e BAYAREALIKE dentro de ‘BioGeoBEARS’ (Matzke, 2013).
Coletivamente, esses modelos permitem uma ampla gama de processos, incluindo especiagéo
dentro da area, vicariancia, expansao da faixa (dispersdo para uma nova area) e contracdo da
faixa (extingdo em uma area). Também testamos modelos com e sem especiagédo de evento
fundador, que € incorporada ao parametro j. A partir do modelo com menor critério de
informacdo de Akaike (AIC), estimamos as probabilidades de area ancestral ao longo da
filogenia (Burnham & Anderson, 2003).
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O modelo DEC, responsavel pela expansédo do intervalo por meio de um evento
fundador (+ j), foi 0 mais adequado aos dados (AIC = 54,54; Tabela 2). Esse modelo é
responsavel pela dispersdo, extincdo e o parametro de salto. Em geral, os trés modelos "+ J"
melhoraram significativamente o ajuste do modelo para o modelo correspondente sem a
incluséo de "+ J". Isso indicou que a especiacao entre eventos fundadores desempenhou um
papel importante na biogeografia de Sphaenorynchus. Sob o modelo DEC + j, pelo menos
quatro eventos de vicariancia (v) e maltiplos eventos de dispersdo poderiam ter explicado 0s
padrdes de distribuicdo (ver Matzke, 2014).

Resultados
Filogenia e Tempos de Divergéncia

Na arvore de espécies, 75% dos nos foram fortemente suportados (Figura 2). A
maioria dos eventos de especiacdo que reproduzem a diversidade atual ocorreu entre 34 e 5
milhGes de anos atras (daqui em diante, Maa), e a maior diversificacdo foi observada a partir
da metade do Mioceno até o inicio do Plioceno (Figura 2).

As estimativas da data de divergéncia do *BEAST entre as 13 espécies de
Sphaenorhynchini utilizadas na analise filogenética sdo mostradas na Figura 2. A idade do
ancestral comum mais recente (MRCA) de Sphaenorhynchus e Gabohyla foi estimado em 57
Maa (HPD 95%: 43,92—72,61 Maa) entre o final do Cretaceo e o medio Eoceno, com forte
suporte na filogenia bayesiana (PP = 1.00), quando os Sphaenorhynchini divergiram de todos
os outros Hylideos. Relativamente pouco depois da divisdo inicial, durante o final do Eoceno,
o clado contendo G. pauloalvini e S. carneus divergiu de todos os demais Sphaenorhynchini
(34,43 Maa; 95% HDP: 27,63-42,63 Maa). O ancestral mais recente comum das duas
espécies foi estimado em 29,95 Maa, no inicio do Oligoceno (95% HDP: 22,83-37,74 Maa),
originando duas espécies em diferentes dominios morfoclimaticos, amazonico e atlantico.
Aproximadamente ao mesmo tempo, o clado contendo o grupo S. planicola (S. mirime S.
planicola) divergiu dos demais Sphaenorhynchus a 28,55 Maa também no inicio do
Oligoceno (95% HDP: 31,34-52,81 Maa). Ja no Oligoceno médio, houve uma nova
divergéncia, dando origem a dois novos clados (amazdnico: grupo S. lacteus (S. lacteus e S.
dorisae) e atlantico) ha cerca de 22,83 Maa (95% HDP: 19,02-27,75 Maa). Cerca de trés
milhGes de anos depois, ainda no médio Oligoceno uma divergéncia foi estimada em 20,07
Maa (95% HDP: 16,26-24,60 Maa), separando S. prasinus das demais espécies. 1sso foi
seguido por uma nova divisao, separando S. lacteus e S. dorisae durante o final do Oligoceno
a 17,1 Maa (95% HDP: 13,03-21,91 Maa). Dentro do grupo S. platycephalus cinco eventos
de diversificacdo podem ser observados entre o Mioceno e o Plioceno (Figura 2). A divisao
inicial das espécies existentes deste grupo foi estimada durante o médio Mioceno (9,77 Maa;
95% HDP: 7,75-12,04 Maa). Neste mesmo periodo houve uma divergéncia entre as duas
espécies do grupo S. planicola (S. mirim e S. planicola) datada de 9,51 Maa (95% HDP: 6,44—
12,8 Maa).

Estimativas das Areas Ancestrais

Nossos resultados indicam que o primeiro evento de diversificagdo dos
Sphaenorhynchini ocorreu no Norte Mata Atlantica, a cerca de 34 Maa, no final do Eoceno.
Dois distintos eventos de dispersdo ocorreram com as especies entre os dominios
morfoclimaticos florestais, Mata Atlantica e Amazénia. As dispersdes iniciais ocorrem no
inicio do Oligoceno, quando houve radiagdo do ancestral comum e um evento restringiu S.
carneus ao Oeste do dominio morfoclimatico Amazénico, e G. pauloalvini na Mata Atlantica,
especificamente entre o norte do Rio Paraiba do Sul e o vale do Rio Jequitinhonha (Figura 3).
Ainda no Oligoceno, houve uma nova divergéncia, originando dois novos clados. Ocorrendo
assim, uma nova radiacéo de linhagens da Mata Atlantica para a Amazonia. Apds esta
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diversificacdo, um evento ocorreu e restringiu S. dorisae a Oeste do Rio Madeira, e S. lacteus
amplamente distribuido na floresta amazoénica (Figura 3).

O clado com as espécies atlanticas diversificou por volta de 28 Maa restringindo o S.
mirim ao norte do Rio Paraiba do Sul, na divisa dos estados da Bahia e Espirito Santo, e S.
planicola a regido costeira do Sul do estado da Bahia ao Sul do estado do Rio de Janeiro. O
segundo evento de diversificacdo na Mata Atlantica foi estimado para o médio Oligoceno
(cerca de 20 Maa), restringindo S. prasinus ao Norte do Rio Paraiba do Sul. Porém, o maior
numero de diversificacbes das linhagens atlanticas ocorreu do médio Mioceno ate o final do
Plioceno, quando trés eventos distintos ocorreram por volta de 10 Maa, restringindo S.
caramaschi ao Sul do Rio Tieté; posteriormente, S. cammaeus ao nordeste do Brasil e dividiu
S. planicola a regido costeira da Mata Atlantica, especificamente, do Sul do estado da Bahia
até o Sul do estado do Rio de Janeiro; e S. mirim restringindo-a ao norte do estado do Espirito
Santo, na divisa com estado da Bahia. J& no final do Mioceno, outros dois eventos de
diversificacdo ocorreram, restringindo S. botocudo também ao norte do Rio Doce e em
seguida, S. surdus ao Sul do Rio Tieté. As linhagens mais recentes a se diversificarem foram
S. canga (restrita ao Norte do Rio Paraiba do Sul) e S. platycephalus (com ocorréncia do
Norte do Rio Tieté ao Sul do Rio Paraiba do Sul), ocorrendo no Plioceno (cerca de 4,22 Maa)
(Figura 3).

Discussao

Em nossa anélise da arvore de espécies, nds recuperamos trés clados caracteristicos
gue reconhecemos como grupos de espécies (grupo S. lacteus, S. planicola e S. platycephalus),
sendo S. carneus e G. pauloalvini os taxons irmédos de todas as outras espécies da tribo,
diferentemente do encontrado por Araujo-Vieira et al., (2019; 2020), que ndo incluiram S.
carneus, como espécie irma do restante da tribo. Esta diferenca pode ser devido ao baixo valor
de suporte deste clado na nossa filogenia (PP = 0.7; Figura 2), entretanto, este resultado destaca
a necessidade de investigacdes maiores acerca desse relacionamento, dado que nossa analise
(&rvore de espécies) € baseada em modelos coalescentes robustos, e assim, a inclusdo de mais
individuos e mais marcadores genéticos podera revelar de forma mais adequada esses
relacionamentos. O restante da topologia da arvore de espécies em nossa analises corrobora
com Araujo-Vieiraetal., (2019) e a maioria dos conflitos sdo restritos a relacionamentos dentro
do grupo S. platycephalus, onde ha duas espécies para as quais ndo temos dados de sequéncia
(S. bromelicola e S. palustris).

A diversificacdo das espécies de Sphaenorhynchus e Gabohyla das linhagens
amazonicas e atlanticas, coincidem com os principais fatores climéaticos e geoldgicos que
moldaram a paisagem neotropical durante o Cenozodico (Linder, 2008; Rull, 2011a; Perret,
Chautems, de Araujo, & Salamin, 2013). O ancestral comum mais recente das espécies de
Sphaenorhynchini surgiu no Norte da Mata Atlantica, cerca de 34 Maa e migraram para
Amazonia em eventos distintos de dispersdo ocorridos durante as conexdes entre esses
dominios morfoclimaticos. Os padrdes fornecidos por novas ideias na compreensao das
relacfes evolutivas entre os dois dominios morfoclimaticos florestais tém sido amplamente
abordadas na literatura, e alguns exemplos recentes com diversos taxons indicam que essas
trocas ocorreram em momentos diferentes e nos dois sentidos, como por exemplo, para aves
(Batalha-Filho, Fjeldsa, Fabre, & Miyaki, 2013; Patel, Weckstein, Patané, Bates, Aleixo, 2011),
serpentes (Zamudio & Greene, 1997; Grazziotin, Monzel, Echeverrigaray, & Bonatto, 2006;
Dal Vechio, Prates, Grazziotin, Zaher, & Rodrigues, 2018), lagartos (Prates, Rivera,
Rodrigues, & Carnaval, 2016; Rodrigues et al., 2014) e mamiferos (Costa, 2003; Pavan et al.,
2011) em conexdes recentes (durante Plioceno e Pleistoceno) e antigas (Oligoceno, Mioceno
médio e tardio) para anuros (Castroviejo-Fisher, Guayasamin, Gonzalez-Voyer, & Vila, 2014;
Fouquet et al., 2012a; 2012b; 2012c; Pirani et al., 2020), lagartos (Prates, Rodrigues, Melo-
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Sampaio, & Carnaval, 2015; Prates et al., 2017) e também aves (Batalha-Filho et al., 2013).
Estes padrdes sugerem maltiplas conexdes entre Mata Atlantica e Amazo6nia ao longo do tempo
na América do Sul promovendo o intercdmbio de fauna nas duas dire¢des e exibindo dezenas
de milhdes de anos de divergéncia em pequenos vertebrados restritos ao habitat de floresta,
abandonando a ideia de um grande evento migratério em uma Unica direcdo. A presenca de
Sphaenorhynchus na floresta Amazonica é provavelmente o resultado de dois eventos distintos
de dispersdo ocorridos durante essas conexdes (Figura 3), concordando com os diferentes
achados de multiplas conexdes entre essas duas regioes.

Apos o evento de extingdo Cretaceo-Paleogeno, analises paleocliméticas e
palinoldgicas (Bigarella, Andrade-Lima, & Riehs, 1975; Ledru, 1993; Costa, 2003; Ortiz-
Jaureguizar & Cladera, 2006; Micheels, Bruch, Uhl, Utescher, & Mosbrugger, 2007; Sobral-
Souza, Lima-Ribeiro, & Solferini, 2015) indicam que o clima da América do Sul era umido e
quente durante grande parte de sua faixa no Paledgeno, devido ao Mé&ximo Térmico do
Paleoceno-Eoceno (MTPE). Esse clima teria promovido o desenvolvimento florestal em todo
0 continente, permitindo que as florestas amazonica e atlantica fossem conectadas (Willis,
1992; Patton, da Silva, Lara, & Mustrangi, 1997; Patton & Costa, 1999; de Oliveira, Barreto,
& Suguio, 1999; Behling, Arz, Patzold, & Wefer, 2000; Auler & Smart, 2001; Costa, 2003;
Auler et al., 2004; Wang et al., 2004; Vilela et al., 2009) por diferentes rotas biogeograficas
(ver Por, 1992) tais como: através do nordeste do Brasil, através do Brasil Central, via
florestas de galeria que atravessavam as areas mais secas € através da bacia do rio Parana.

Porém, durante o Eoceno-Oligoceno (~34 Maa) o clima comegou a passar por
mudancas bruscas devido ao isolamento da Antartica (Kvasov & Verbitsky, 1981; Goldner,
Herold, & Huber, 2014, Carter, Fricker, & Siegfried, 2017). Esta separa¢do causou um
resfriamento global dado a Corrente Circumpolar Antartica. As flutuacdes climaticas
continuaram através do Oligoceno e Mioceno (Zachos et al., 2001; Jaramillo, Rudea, & Mora,
2006; Graham, 2010) mudando a composicao da vegetagdo em todo o mundo (Meseguer,
Lobo, Ree, Beerling, & Sanmartin, 2015) e provavelmente causaram a contracao e a ruptura
de areas de florestas tropicais anteriormente continuas (Jaramillo et al., 2010), influenciando a
diversificacdo de grupos em diferentes dominios morfoclimaticos (Antonelli et al., 2010;
Hughes et al., 2013). Nossa reconstrucao fornece apoio a essa hip6tese, sugerindo que o inicio
da diversificacdo de Sphaenorhynchini entre o clado atlantico e amazodnico ocorreu no Eoceno
tardio em torno de 34 Maa com intervalos de credibilidade que variam até o Oligoceno médio
(Figura 3).

Todas as espécies da tribo pertencem a apenas uma area geogréafica definida, exceto
S. lacteus (pertencente a duas areas, A e B) e S. planicola (pertencente as areas D e E) e a
partir das reconstrucdes biogeograficas, sugerimos que a area ancestral para origem de
Sphaenorhynchini provavelmente ocupava uma ampla area geografica no leste da América do
Sul, o que hoje é o Sudeste e Nordeste da Mata Atlantica (Regides D e E; Figura 3). Todavia,
supomos que Sphaenorhynchini se espalhou por areas florestais durante o Eoceno (50-36
Maa), um periodo em que as areas florestadas provavelmente se estendiam da Amazoénia a
Mata Atlantica. A contracdo subsequente de areas florestais durante o final do Eoceno-
Oligoceno (33-35 Maa) pode ter isolado uma linhagem no norte da Mata Atlantica, que
divergiu, dando origem a G. pauloalvini, uma espécie com dados insuficientes e com
distribuicdo limitada (Peixoto & Pimenta 2004; Freitas et al., 2009). Do mesmo modo, isolou
uma outra linhagem no Oeste da Amazonia, dando origem a S. carneus, espécie de
distribuicdo limitada pelos Rios Amazonas e Madeira (de la Riva, Kohler, Lotters, & Reichle,
2000; Azevedo-Ramos, Coloma, & Santiago, 2004). Também no Eoceno, houve o inicio da
diversificacdo de outras linhagens descendentes do ancestral comum mais recente de
Sphaenorhynchus (Figura 3).
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Acredita-se que a formagao da “diagonal de formagoes abertas”, também conhecida
como “a principal disjuncao sul-americana” (Brieger, 1969), tenha comecado durante o
Oligoceno (Hoorn et al., 2010; Perret et al., 2013; Sobral-Souza et al., 2015). Ao final do
Mioceno (11-5 Maa), 0 aumento da aridez foi responsavel pela rapida expansdo da vegetacédo
savanica e pela separacdo das florestas, remotamente continuas, em duas regides separadas, a
Amazonia a oeste e Mata Atlantica a leste, totalmente formada no Pleistoceno (2 Maa)
(Bigarella et al., 1975; Costa, 2003; Orme & Orme, 2007; Roig-Jufient, Dominguez, Flores, &
Mattoni, 2006; Jaramillo et al., 2006; Wesselingh & Salo, 2006; Fouquet et al., 2012c; Sobral-
Souza et al., 2015; Arruda, Schaefer, Fonseca, Solar, & Fernandes-Filho, 2018; Costa et al.,
2018). Atualmente, este corredor seco compreende o Chaco, o Pantanal, o Cerrado e a
Caatinga, savanas neotropicais e florestas sazonalmente secas (Ab’Saber, 1977; Sobral-Souza
etal., 2015).

Embora a “Floresta Tropical Sazonalmente Seca” tenha expansdo limitada entre as
florestas amazénica e atlantica, importantes na diversificacdo nos anfibios e répteis (Por, 1992;
Costa, 2003; Chacon, de Assis, Meerow, & Renner, 2012; Fouquet et al., 2012a; 2012b;
Castroviejo-Fisher et al., 2014; Sobral-Souza et al., 2015; Prates et al., 2016; Thomé et al.,
2016a; Thomé & Cartens, 2016b), as florestas de galeria e por¢fes mais Umidas, geralmente
em areas de altitude, mantinham alguma conectividade entre os dominios morfoclimaticos
florestais (Costa, 2003; Sobral-Souza et al., 2015; Ledo & Colli, 2017; Fine & Lohmann, 2018).
Por exemplo, fosseis, dados paleopalinoldgicos e espeleotemas do dominio morfoclimatico da
Caatinga, no nordeste do Brasil indicam que no passado houve a substituicdo da vegetacéo
Xérica por espécies de arvores da floresta tropical, devido a niveis de precipitacdo mais altos
(Auler & Smart, 2001; Auler et al., 2004; Czaplewski & Cartelle, 1998; Cartelle & Hartwig,
1996; de Oliveira et al., 1999; Wang et al., 2004). Além do mais, a existéncia dos brejos de
altitudes, que sdo enclaves florestais dentro da vegetacdo semiarida da Caatinga, formando ilhas
de floresta imida (Andrade-Lima, 1982) contendo uma mistura de espécies com afinidades
amazonicas e atlanticas sustenta a hipdtese dos corredores florestais (Méangia et al., 2018). A
ideia de antigos corredores florestais conectando o Oeste Amazonico e o Nordeste da Mata
Atlantica (Rizzini, 1963; Melo Santos, Cavalcanti, Silva, & Tabarelli, 2007; Ledo & Colli,
2017) sdo corroborados com os padrfes biogeograficos que encontramos para as espécies do
género Sphaenorhychus e Gabohyla. Outros potenciais fatores também influenciaram os
padrBes de diversificacdo, como a historia geoldgica (movimentos tecténicos e orogénese das
montanhas) que teve profunda consequéncia para a origem e evolucdo da biodiversidade
neotropical através do aumento e queda de barreiras biogeograficas (Antonelli et al., 2009;
Moritz, Patton, Schneider, & Smith, 2000). Ao longo do Neodgeno (24-2 Maa), eventos
tecténicos, como a elevacao andina afetaram o clima da América do Sul, que por sua vez mudou
drasticamente a paisagem amazoénica com a formacdo do sistema Pebas, um grande pantano
que separou o0 oeste e 0 leste da América do Sul e a formacdo do Sistema Acre (inicio da
formacéo do rio Amazonas), delimitando a bacia Amaz6nica nas partes norte e sul, promovendo
a evolucao de novas linhagens (Morlet, 2000; Hoorn et al., 2010; Latrubesse et al., 2010; Insel
et al. 2010; Antonelli & Sanmartin, 2011).

Dada a provavel distribuicdo das espécies amazoénicas (S. carneus, S. lacteus e S.
dorisae) (Figura 1), a mudanca na paisagem aquatica provavelmente mediou a influéncia de
linhagens Amazonicas de Sphaenorhynchus, como pode ser observado na diversificacao entre
S. dorisae e S. lacteus (~17Maa), periodo em que a drenagem da bacia amazdnica estava sendo
formado (Hoorn et al., 2010). Delimitando S. dorisae no Oeste amazonico, entre os rios Madeira
e Negro e S. lacteus sendo amplamente distribuida, associada a toda a bacia amazénica
possuindo também registros de ocorréncias em zonas de transi¢do entre Amazonia e Cerrado
(ver Silva, Carvalho, Pereira, Fadel, Dantas, Branddo, & Santana, 2020) e em florestas de
galeria, numa zona de transicao entre Cerrado e Caatinga, no nordeste do Brasil (ver Benicio et
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al., 2011). A ampla distribuicdo de S. lacteus é um fato curioso e pode ser devido a sua antiga
diversificacdo, mas somente com um estudo filogeografico abrangendo toda a distribuicéo desta
espécie, serd possivel entender quais eventos histéricos influenciaram na atual distribuicdo
geografica.

Na Mata Atléntica, considerando dados e informacGes publicadas anteriormente, é
evidente que a diversidade € altamente estruturada ao longo de um gradiente norte-sul, e que 0s
rios provavelmente tiveram um papel importante nessa divergéncia (Etheridge, 1969; Jackson,
1978; Behling, 1997; Oliveira-Filho & Fontes, 2000; Ledru et al., 2005; Pellegrino et al., 2005;
Cheng et al., 2013). Um grande nimero de estudos filogeograficos com taxons deste dominio
morfoclimatico identificaram algumas principais barreiras ao fluxo génico, através da
separagdo de tdxons irmaos intimamente relacionados, tais como: uma quebra no estado de S&o
Paulo, proximo ao vale do rio Tieté; quebras no estado de Minas Gerais, proximas ao vale do
rio Paraiba do Sul, rio Doce e Jequitinhonha e uma quebra no nordeste do Brasil, proxima ao
vale do rio S&o Francisco (ver Cracraft & Prum, 1988; Costa, 2003; da Silva & Casteleti, 2003;
Silva et al., 2004; Pellegrino et al., 2005; Pinto da Rocha, da Silva, & Bragagnolo, 2005;
Grazziotin et al., 2006; Cabanne et al., 2007; Cabanne, d’Horta, Sari, Santos, & Miyaki, 2008;
Cabanne, D'Horta, Meyer, Silva, & Miyaki, 2011; Carnaval, Hickerson, Haddad, Rodrigues, &
Moritz, 2009; Martins, Templeton, Pavan, Kohlbach, & Morgante, 2009; Batalha-Filho et al.,
2012; Resende et al., 2010; Thomé et al., 2010; D'Horta et al., 2011; Amaro, Rodrigues,
Yonenaga-Yassuda, & Carnaval, 2012; Fouquet et al., 2012c; Valdez & D'Elia, 2013; Carnaval
et al., 2014; Pirani et al., 2020). E possivel observar algumas destas barreiras na distribuicio
das espécies de Sphaenorhynchini, como por exemplo, o vale do rio Paraiba do Sul no Rio de
Janeiro e Minas Gerais e 0 rio Doce no Espirito Santo e Minas Gerais, que em conjunto, € 0
limite atual das distribui¢bes de S. canga (ver Araldjo-Vieira et al., 2015), S. prasinus (ver da
Silva et al., 2013), G. pauloalvini (ver Freitas et al., 2009) e S. mirim (ver Caramaschii et al.,
2009). Ja a regido do rio Tieté em Sdo Paulo, é o limite atual da distribui¢do S. caramaschi (ver
Melo et al., 2018) e S. surdus (ver Toledo et al., 2007) podendo ter desempenhado um papel
importante na divergéncia destas espécies do ancestral das outras espécies de Sphaenorhynchini
(Figura 1).

Baseado nas semelhancas dos padrées de distribuicdo de diversos grupos de
mamiferos, aves e invertebrados (Cabanne et al., 2008; Carnaval et al., 2014; Thomé et al.,
2010), estudos recentes associaram flutuacdes climéticas a reflgios florestais (Carnaval &
Moritz, 2008; Martins, 2011), identificando varios centros de endemismo para explicar a
diversificacdo de linhagens na Mata Atlantica. Os refugios do Pleistoceno (Haffer, 1969; 1997,
Vanzolini & Williams, 1981; Carnaval et al., 2009) tém sido utilizados e revisados como um
cenario que explica 0 que ocasionou 0 aumento na taxa de diversidade e riqueza desses
ambientes (Connor, 1986; Bush & Oliveira, 2006; Bush, 1994; Garzon-Ordufia, Benetti-
Longhini, & Brower, 2015). De acordo com esta hipotese, as oscilagdes climéticas durante o
Ultimo Méximo Glacial (LGM) teriam mantido um clima e ambientes florestais estaveis em
algumas éreas, servindo, portanto, como fonte de refligio para a recolonizacdo (Sobra-Souza &
Lima-Ribeiro, 2017; Arruda et al., 2018).

Diante da provavel distribuicdo das espécies de Sphaenorhynchini na Mata Atlantica
(Figura 1), conseguimos observar padrdes de ocorréncias semelhantes com as areas de refugio
propostas por Carnaval & Moritz (2008) e Carnaval et al., (2009), como por exemplo, S.
cammaeus é conhecida apenas para uma localidade na regido designada como reflgio de
Pernambuco (ver Roberto et al., 2017); outras espécies séo limitadas a area de refugio da Bahia,
tais como S. mirim, S. botocudo e G. pauloalvini (ver Caramaschi et al., 2009; Freitas et al.,
2009) e S. caramaschii com ocorréncia para regido do refagio de Sao Paulo (ver Melo et al.,
2018).
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A distribuicdo geogréfica de espécies endémicas de Sphaenorhynchus que divergiram
entre 30 e 5 Maa, durante o Oligoceno, principalmente durante o Mioceno (que foi principal
periodo de origem da maioria das linhagens) e Quaternario na parte norte da Mata Atléantica
coincide com as areas sugeridas como refagio (Figura 3) os tempos de divergéncia entre as
espécies sdo mais antigos que o Ultimo Méaximo Glacial (LGM). Assim, as mudangas climaticas
do Mioceno podem ter tido um papel central na origem simultanea destes taxons, evidenciando
que alguns desses fragmentos florestais permaneceram relativamente estaveis por um periodo
muito mais longo do que o proposto por Carnaval & Moritz (2008), servindo assim como
refugio por sucessivos ciclos climaticos. Estudos filogeogréficos, abrangendo a area de
ocorréncia de todas as espécies de Sphaenorhynchus e Gabohyla, com extensa amostragem,
irdo esclarecer e permitir um melhor entendimento desses padrdes.

Concluséo

Geralmente a diversificacdo € provocada por eventos de vicariabilidade, impedindo a
migracdo de genes entre subpopulacBes através de barreiras recém-formadas (Nelson &
Platnick, 1981). Diante disto, a separacdo alopatrica de populacGes leva cada um a se diferenciar
em populagdes geneticamente diferentes. Utilizando uma abordagem multi-locus para realizar
inferéncia filogenética e biogeografia historica este é o primeiro estudo em larga escala a incluir
uma filogenia calibrada quase completa de Sphaenorhynchini, apresentando informacoes
importantes sobre a evolugdo da tribo e diversificacdo das espécies. Com base nas datas de
divergéncia inferidas por nossas anlises, a diversificacdo das 15 espécies de Sphaenorhynchini
das linhagens florestais, amazO6nicas e atlanticas corroboram com o0s principais fatores
climéticos e geoldgicos, eventos que moldaram a paisagem neotropical durante o Cenozoico
(Linder, 2008; Rull, 2011a; Perret et al., 2013), provavelmente influenciadas pelo aumento da
aridez durante o Eoceno/Oligoceno Tardio e formagao da “diagonal seca” composta por habitats
mais xéricos (Orme & Orme, 2007; Batalha-Filho et al., 2013; Sobral-Souza et al., 2015).
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TABELAS

Tabela 1. Espécies, vouchers, localidades e niUmeros de acesso ao GenBank de sequéncias mitocondriais e nucleares utilizadas neste estudo. (-) genes nao
sequenciados. AbreviacOes: 12S-tRNA valina-16S (12S, o tRNAVal interveniente e 16S). As abreviagdes institucionais seguem Sabaj (2016). CRR =
numero de campo Camila R. Rievers. JMP = nimero de campo José M. Padial. MVS = nimero de campo Magno V. Segalla. MTR e ITH = niimero de
campo Miguel T. Rodrigues. SR = nimero de campo Steffen Reichle.

Espécies Voucher Localidade 125-tRINA Citocromo b  Tyrosinase Referéncia
valina-16S

Grupo externo

S. fuscovarius SR 87 Bolivia: Tarija MK266760 MK266612 MK266695 Araujo-Vieiraetal. 2019

Grupo interno

Sphaenorhynchini

S. botocudo MNRJt4g3  Drasil: estado do Espirito Santo, Municipio 4066704 MK266587 MK266670 Aratjo-Vieira et al. (2019)

de Mucurici, Lagoa Nova

S. botocudo UFMG 20767 Brasil: estado da Bahia, municipio de Mucuri MK266723 MK266586 - Araudjo-Vieira et al. (2019)

S. botocudo UFMG 20768 Brasil: estado da Bahia, municipio de Mucuri MK266722 MK266585 - Araudjo-Vieira et al. (2019)

S. botocudo ZUFG 5360 g;gfj'r';e“ado da Bahia, municipio de Porto 066725 MK266588 - Avatijo-Vieira et al. (2019)
MACN-He Brasil: estado de Alagoas, municipio de N

S. cammaeus 48851 Quebrangulo, Rebio Pedra Talhada MK266727 MK266590 MK266672 Araujo-Vieiraetal. (2019)
MACN-He  Brasil: estado de Alagoas, municipio de VY

S. cammaeus 48852 Quebrangulo, Rebio Pedra Talhada MK266726 MK266589 MK266671 Araujo-Vieiraetal. (2019)

S. canga MNRJ 56336  Drasil: estado de Minas Gerais, municipio de 566795 MK266591 MK266673 Aradjo-Vieira et al. (2019)

Mariana
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. caramaschii

. caramaschii

. caramaschii

. caramaschii

. caramaschii

. caramaschii

. caramaschii

. caramaschii

. caramaschii

. caramaschii

. caramaschii

CFBH 6876

CFBH 10325

CFBH 11285

ITH 0626

MCP 11531

MCP 11542

MCP 11980

MCP 11981

MCP 12558

MZUSP
134240

MZUSP
134698

Brasil: estado de Séo Paulo, municipio de
Ribeirdo Branco

Brasil: estado de Santa Catarina, municipio
de Treviso

Brasil: estado de Séo Paulo, municipio de
Ribeirdo Branco

Brasil: estado de Séo Paulo, municipio de
Buri

Brasil: estado do Rio Grande do Sul,
municipio de Torres

Brasil: estado do Rio Grande do Sul,
municipio de Torres

Brasil: estado de Santa Catarina, municipio
de Séo Bento do Sul

Brasil: estado de Santa Catarina, municipio
de S&o Bento do Sul

Brasil: estado de Santa Catarina, municipio
de Blumenau, Nova RUssia

Brasil: estado de Séo Paulo, municipio de
Embu das Artes

Brasil: estado de S&o Paulo, municipio de
Juquitiba

MK266734

MK266732

MK266733

MK266737

MK266739

MK?266738

MK266729

MK?266730

MK?266731

MK266735

MK?266736

MK266594

MK266592

MK?266593

MK266596

MK?266595

MK266675

MK?266676

MK266678

MK266680

MK?266679

MK266674

MK266677

Araujo-Vieira et al

Araujo-Vieira et al

Aratjo-Vieira et al

Araujo-Vieira et al

Araujo-Vieira et al

Arautjo-Vieira et al

Araujo-Vieira et al

Araljo-Vieira et al

Araljo-Vieira et al

Araujo-Vieira et al

Araujo-Vieira et al

. (2019)

. (2019)

. (2019)

. (2019)

. (2019)

. (2019)

. (2019)

. (2019)

. (2019)

. (2019)

. (2019)
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S. carneus

S. carneus

S. dorisae

S. dorisae

S. lacteus

S. lacteus
S. lacteus

S. lacteus

S. mirim

G. pauloalvini

G. pauloalvini

G. pauloalvini

G. pauloalvini

JMP 2091

JMP 2094

CFBH 15721

MJH 46

CFBH 15725

USNM 152136
USNM 268930
UWIZM 4635

MNRJt 494

CFBH 22920

CFBH 22925

MTR 12098

MTR 12116

Coldmbia: Departamento Amazonas, Los
Lagos, Bosque de Varzea

Colémbia: Departamento Amazonas, Los
Lagos, Bosque de Varzea

Brasil: estado do Acre, municipio de
Rodrigues Alves

Brasil: estado do Amazonas, municipio de
Manaus, Lago Janauari

Brasil: estado do Acre, municipio de
Rodrigues Alves

Peru: Madre de Dios, 30 km SSW Puerto
Peru: Madre de Dios, Tambopata Reserve
Trinidad and Tobago: Trinidad, Icacos

Brasil: estado do Espirito Santo, municipio de
Mucurici, Fazenda Matutina

Brasil: estado do Espirito Santo, municipio de
Linhares, Floresta Nacional de Goytacazes

Brasil: estado do Espirito Santo, municipio de
Linhares, Floresta Nacional de Goytacazes

Brasil: estado do Espirito Santo, municipio de
Linhares, Floresta Nacional de Goytacazes

Brasil: estado do Espirito Santo, municipio de
Linhares, Floresta Nacional de Goytacazes

MK266740

MK266741

MK266742

AYB843766

MK266743

AY549367
MK266744

MK266745

MK266747

MK266748

MK266749

MK?266750

MK266597

MK266598

MK266599

AY844011

MK266600

AYB844012

MK266601

MK?266603

MK266604

MK?266605

MK266681

MK266682

MK?266683

AYB844187

MK266684

AYB844188

MK266685

MK?266687

MK266688

MK?266689

Araujo-Vieira et al. (2019)

Araujo-Vieira et al. (2019)

Araljo-Vieira et al. (2019)

Faivovich et al. (2005)

Araujo-Vieira et al. (2019)

Faivovich et al. (2005)
Faivovich et al. (2005)
Araujo-Vieira et al. (2019)

Araujo-Vieira et al. (2019)

Araljo-Vieira et al. (2019)

Araujo-Vieira et al. (2019)

Araujo-Vieira et al. (2019)

Araujo-Vieira et al. (2019)
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. planicola

. platycephalus

. platycephalus

. prasinus

. prasinus

. prasinus

. surdus

. surdus

. surdus

. surdus

MNRJ 39704

CFBH 10573

USNM 243667

CRR 70

MZUFBA
6756

MZUFBA
6758

CFBHt 5536

CFBH 8546

MVS 399

UFRGSt 404

Brasil: estado do Rio de Janeiro, municipio
de Marica

Brasil: estado de Sdo Paulo, municipio de
Bairro Alto

Brasil: estado de S&o Paulo, municipio de
Salesopolis, proxima a Estacdo Biologica de
Boracéia, Serra do Mar

Brasil: estado de Minas Gerais, municipio de
Marliéria, Parque Estadual do Rio Doce

Brasil: estado da Bahia, municipio de Mata
de S&o Jodo, Fazenda Camurujipe

Brasil: estado da Bahia, municipio de Mata
de S&o Jodo, Fazenda Camurujipe

Brasil: estado de Santa Catarina, municipio
de Lebon Regis

Brasil: estado de Santa Catarina, municipio
de Lages

Brasil: estado de Santa Catarina, municipio
de Santa Cecilia

Brasil: estado de Santa Catarina, municipio
de Campo Belo
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MK266694

Araujo-Vieira et al. (2019)

Araujo-Vieira et al. (2019)

Wiens et al. (2006)

Araljo-Vieira et al. (2019)

Araujo-Vieira et al. (2019)

Araujo-Vieira et al. (2019)

Araljo-Vieira et al. (2019)

Araujo-Vieira et al. (2019)

Araujo-Vieira et al. (2019)

Araujo-Vieira et al. (2019)
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Tabela 2. Comparacdo do modelo BioGeoBEARS para Sphaenorynchini com base no
log-verossimilhanca (LnL) e no critério de informacdo de Akaike (AIC); N, numero de
parametros; d, taxa de disperséo; e, taxa de exting¢do; J, probabilidade relativa de

especiacdo entre eventos fundadores. O melhor modelo é mostrado em negrito.

Model LnL N d e J AlC
DEC -32.890 2 0.005 0.004 0.000 69.780
DECH+j -24.180 3 0.002 0.000 0.210 54.350
DIVALIKE -34.580 2 0.008 0.007 0.000 73.170
DIVALIKE+j -25.550 3 0.002 0.000 0.150  57.110
BAYAREALIKE -36.350 2 0.006 0.051 0.000  76.700
BAYAREALIKE+j -26.620 3 0.002 0.000 0.190  59.240
FIGURAS
g -70.000 56.000 -42.000 -28.000
=]
' A
N

-10.000 0.000
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Figura 1. Distribuicdo geografica das espécies da tribo Sphaenorhinchini na América do Sul.
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Figura 2. Arvore de espécies da tribo Sphaenorhynchini, com base na anlise bayesiana dos
genes 12S, 16S, Citocromo b e Tirosinase. Os valores acima dos ramos indicam
probabilidades posteriores. A barra de escala representa o0 numero de substituicdes por sitio.
Fotos de 1.J. Roberto (S. cammaeus — S. platycephalus group) and S. prasinus)), F.S.F. Leite
(S. canga), C.E. Costa-Campos (S. carneus), T. Grant (S. lacteus — S. lacteus group), J.L.
Gasparini (S. mirim — S. planicola group), and M.T. Rodrigues (G. pauloalvini).
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Figura 3. Cenario biogeogréafico inferido para as espécies de Sphaenorhynchus e Gabohyla
através do modelo de melhor ajuste recuperado por BioGeoBEARS (DEC+J). As principais
areas biogeograficas definidas com base na distribuicdo de Sphaenorhynchini sdo mostradas
no mapa da seguinte forma: Oeste Amazonico (azul escuro), Leste Amazoénico (azul claro),
Sul da Mata Atlantica (verde), Mata Atlantica Central (amarelo) e Norte da Mata Atlantica
(vermelho). As flechas no mapa representam os eventos de dispersao inferidos como
ocorrendo ao longo dos ramos. Veja na Figura 2 as probabilidades posteriores dos clados.
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4 CONCLUSAO GERAL

Os eventos de expansdo e retracdo dos dominios morfoclimaticos do Cerrado,
Caatinga e da Mata Atlantica, com a estabilidade de ilhas de matas xéricas isoladas ocorridas
no Pleistoceno parecem explicar a diversificacdo entre as duas Unicas linhagens, Leste e Oeste
encontradas em Boana crepitans. Contudo, provavelmente ndo foi suficiente para interromper
o fluxo génico completamente, desde que as areas circundantes fossem cobertas por
formac0es abertas e secas com preferéncias térmicas compativeis. Assim, um cenario de
isolamento parcial produzido pelos refagios durante periodos umidos e secos parece plausivel.
Investigar a estrutura filogeogréfica e a historia demogréfica de outros tdxons que habitam
vegetacOes xéricas € substancial para a compreensdo se ha a ocorréncia de padrdes gerais de
diversificagdo, pois a importancia de cada evento historico varia dependendo da biologia das
espécies sob estudo.

Geralmente a diversificacdo € provocada por eventos de vicariabilidade, impedindo a
migracao de genes entre subpopulacdes através de barreiras recém-formadas (Nelson e
Platnick, 1981). Diante disto, a separacdo alopatrica de populacdes leva cada um a se
diferenciar em populacGes geneticamente diferentes. Utilizando uma abordagem multi-locus
para realizar inferéncia filogenética e biogeografia historica este € o primeiro estudo em larga
escala a incluir uma filogenia calibrada quase completa de Sphaenorhynchini, apresentando
informagdes importantes, sobre a evolucao do género e diversificagdo das espécies. Com base
nas datas de divergéncia produzidas por nossas andlises, inferimos que a diversificacdo das 15
espécies existentes de Sphaenorhynchini das linhagens florestais, amazénicas e atlanticas
corroboram com os principais fatores climaticos e geoldgicos, eventos que moldaram a
paisagem neotropical durante o Cenozdico (Linder, 2008; Rull, 2011; Perret et al., 2013),
provavelmente influenciadas pelo aumento da aridez durante o Eoceno/Oligoceno Tardio e
formacao da “diagonal seca” composta por habitats mais xéricos (Orme, 2007; Batalha-Filho
et al., 2013; Sobral-Souza et al., 2015).
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