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RESUMO

A distribuigdo dos organismos ¢ moldada por uma combinagdo de processos historicos e atuais
incluindo eventos geoldgicos, oscilagdes climaticas e interagdes ecoldgicas. Na América do
Sul, formagdes vegetais abertas formam dois corredores conhecidos como Diagonais Seca e
Arida. Juntas, estas diagonais limitam a distribuigdo de espécies florestais imidas e permitem
a dispersdo e fluxo génico de espécies de areas abertas e secas. A Hipdtese do Arco
Pleistocénico sugere que estas diagonais tiveram um importante papel historico durante o
Pleistoceno. Através de periodos glaciais e interglaciais, acredita-se que esses ambientes secos
passaram por eventos de expansdo e retracdo que controlaram o fluxo génico dos organismos
ali presentes. Neste estudo, pretendemos investigar a estrutura genética do género
Pseudoseisura, uma linhagem de aves de distribuicdo disjunta em florestas secas e regides
aridas da América do Sul, e entender os processos responsaveis pela sua conformagéo atual.
Usamos dados gendmicos, modelagem paleoclimatica e analises de reconstrugdo de area
ancestral para entender os processos historicos, evolutivos e biogeograficos que agiram sobre
essa linhagem. Nossos resultados mostraram que Pseudoseisura possui uma historia evolutiva
antiga datada do Pleistoceno Inferior com divergéncia das espécies mais recentes no Pleistoceno
Médio. Também vimos que as quatro espécies do género sdo bem estruturadas geneticamente
e modelos paleoclimaticos ndo apontam conexdes recentes. Finalmente, foi visto que

Pseudoseisura tem origem em areas de florestas secas do oeste da América do Sul.

Palavras-chave: filogeografia; gendmica; regido neotropical; diagonal de formagdes abertas.



ABSTRACT

The distribution of organisms is shaped by a combination of historical and current factors,
including geological events, climatic oscillations and ecological interactions. In South America,
open vegetation formations form two corridors known as the Dry and Arid Diagonals. Together,
these diagonals limit the distribution of humid forest species and allow the dispersal and gene
flow of species from open and dry areas. The Pleistocene Arc Hypothesis suggests that these
diagonals played an important role during the Pleistocene. Through glacial and interglacial
periods, it is believed that these dry environments went through a series of expansion and
contraction events that controlled the gene flow of the organisms through time. In this study,
we aim to investigate the genetic structure within the genus Pseudoseisura, a lineage of birds
with disjunct distribution in dry forests and arid regions of South America, and to understand
the events responsible for their current distribution. We used genomic data, paleoclimatic
modeling, and ancestral area reconstruction analyses to understand the historical, evolutionary,
and biogeographical events that have acted upon this lineage. Our results showed that
Pseudoseisura has an ancient evolutionary history dating back to the Early Pleistocene, with
the most recent species diverging in the Middle Pleistocene. We also found that the four species
of the genus are strongly genetically structured, while paleoclimatic models do not indicate
recent connections. Finally, the Pseudoseisura lineage is indicated to have originated from

western dry forests of South America.

Keywords: phylogeography; genomics; neotropical region; diagonal of open formations.
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1 INTRODUCAO

A distribuicao dos organismos ¢ moldada por uma combinac¢do de processos historicos e atuais
como: eventos geoldgicos que podem reorganizar ambientes e habitats, oscilagdes climaticas
que modifiquem a distribuicdo da vegetagdo e interagdes ecologicas que podem estabelecer
limites ndo fisicos para as espécies (Benton, 2010; Higgins et al., 2011; Hoorn et al., 2013;
Svenning et al., 2015). Esses processos podem criar barreiras para o fluxo génico, causando
diversificacdo da biota e posterior especiagdo (Brown; Lomolino, 2010).

Mudangas na paisagem sao conhecidas como principal condutor de especiagdo, capaz
de reconfigurar a distribuicdo de taxons e induzir o isolamento de populacdes antes continuas
(Weir; Price, 2011), ou proporcionar novas areas para colonizacdo (Wang et al., 2012), através
da formacdo de barreiras geograficas. Eventos como o soerguimento de cordilheiras, formagoes
de rios, ou alteragdes climaticas sdo capazes de alterar os limites geograficos dos organismos ¢
provocar diversificagdo. Por outro lado, espécies também podem surgir a partir de eventos de
dispersdo que ndo envolvem mudangas na paisagem (Smith et al., 2014). Assim, entender a
historia evolutiva de grupos de organismos independentes com distribui¢des semelhantes, pode
esclarecer o historico das paisagens e induzir hipdteses para explicar esses padrdes de
diversidade (Avise, 2000).

Na América do Sul, formagdes vegetais abertas ocupam cerca de metade do continente
e formam dois corredores conhecidos como Diagonais Seca e Arida (Luebert, 2021). A
Diagonal Seca conecta os dominios da Caatinga, Cerrado e Chaco (Prado; Gibbs, 1993),
enquanto a Diagonal Arida conecta os desertos patagonicos com os desertos do Pacifico
(Abraham et al., 2020). Juntas, estas diagonais limitam a distribui¢do de espécies florestais
umidas e permitem a dispersdo e fluxo génico de espécies de areas abertas e secas (Luebert,
2021). Apesar do enorme potencial destas diagonais como pegas-chave na historia evolutiva
das paisagens da América do Sul, ha uma chamativa falta de estudos integrativos que permitam
clucidar a historia evolutiva destes corredores de formagdes abertas.

A Hipotese do Arco Pleistocénico, apresentada por Prado e Gibbs (1993), sugere que
estas diagonais tiveram um importante papel historico durante o Pleistoceno, servindo como
um corredor biologico, permitindo a dispersdo e o fluxo génico de espécies associadas a
florestas secas e que hoje se encontram distribuidas de forma disjunta na América do Sul.
Segundo este modelo, durante os periodos secos (glaciais) as florestas secas presentes nessas
diagonais teriam expandido a sua distribui¢do, ¢ nos periodos mais umidos (interglaciais), estas

florestas teriam retraido e ficado isoladas, como na atualidade (Prado; Gibbs, 1993). Assim, a
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expansio e posterior isolamento das espécies das florestas secas pode ter sido facilitada pelas
oscilagdes climaticas que modelaram os ecossistemas neotropicais (Pennington; Prado; Pendry,
2000). No entanto, este modelo ainda permanece controverso, com o debate entre vicariancia e
dispersdo por longas distancias para explicar os padrdes de distribui¢do disjuntos nas florestas
secas neotropicais (Mayle, 2004; Pennington; Prado; Pendry, 2000). Evidéncias mostram que
a dispersdo poderia ter um importante papel para explicar a distribuicdo em florestas imidas
(Antonelli et al., 2018; Dick; Heuertz, 2008; Pennington et al., 2004a). Em florestas secas,
dispersdo por longas distancias pode ter ocorrido entre Cerrado e Chaco através de blocos
menores de ambientes semelhantes (Lima et al.,, 2025; Linares-Palomino; Oliveira-Filho;
Pennington, 2011; Mayle, 2004).

Estudos filogeograficos em aves neotropicais t€ém se baseado em métodos moleculares
para responder questdes evolutivas. Apos mais de uma década de estudos mitocondriais, esta
disciplina percebeu a necessidade de aumentar o numero de loci, e superar as limitagdes dos
dados mitocondriais (Galtier et al., 2009). Uma das estratégias adotadas foi obter amostras de
partes dos genomas, também conhecidos como representagdo reduzidas dos genomas (Duckett
et al., 2023). Dentre estes marcadores se destacam os ddRADseq (Peterson et al., 2012), os
elementos ndao exonicos conservados (Edwards; Cloutier; Baker, 2017), ¢ os elementos
ultraconservados (UCEs) (Faircloth et al., 2012), que permitem alta eficiéncia para analises de
estrutura populacional, demografia historica e reconstrugdo de filogenias (Van Dam et al., 2021;
Winker; Glenn; Faircloth, 2018). Os UCEs sao pequenos trechos de DNA presentes em regides
altamente conservadas ndo s6 de vertebrados como mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes
(Bejerano et al., 2004; Das et al., 2023; Faircloth et al., 2013; McCormack et al., 2013), mas
também entre diversos Phyla (Ryu; Seridi; Ravasi, 2012). Devido sua universalidade e
aplicabilidade sdo otimos para estudos filogenéticos em diferentes niveis taxondmicos
(Faircloth et al., 2012). Além disso, complementar essa abordagem com o uso de ferramentas
espaciais, como a modelagem de nicho ecologico (ENM), pode ser proveitoso para a
filogeografia. A utilizacdo de ENMs em estudos filogeograficos permite uma avaliagdo objetiva
do nicho ecoldgico das espécies e a comparacdo com diferentes cendrios climaticos passados e
atuais, inferindo hipoteses sobre a influéncia das mudancas climaticas historicas na dindmica
de distribuicdo dos taxons (Savit; Bates, 2015).

Nesse contexto, o género Pseudoseisura representa um caso ideal para o estudo da biota
das diagonais seca e arida da América do Sul. Com quatro espécies conhecidas e que possuem
distribui¢des disjuntas em florestas secas ¢ regides aridas da América do Sul, o género é

composto por P. cristata, que ocorre nas florestas secas da Caatinga, no nordeste do Brasil, P.
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unirufa, nas florestas e savanas do Pantanal ¢ do Beni da Bolivia, P. lophotes, nas florestas
secas e arbustivas do Chaco e Monte na Argentina, e P. gutturalis, que ocorre em planicies
aridas do sul e oeste da Argentina (Winkler; Billerman; Lovette, 2020) (Figura 1). Dados
moleculares indicam que estas espécies formam um grupo monofilético composto por dois
clados (P. lophotes e gutturalis, e P. cristata e unirufa) (Harvey et al., 2020). Entretanto, estes
sdo dados preliminares e incluem uma amostragem superficial com apenas uma amostra por
espécie.

Para explicar a atual distribui¢do do género, cendrios alternativos podem tentar elucidar
o historico das linhagens. Um primeiro cenario indicaria que as populagdes de cada espécie
foram isoladas precedendo o Pleistoceno e suas oscilagdes climaticas. Sob esse cenario, espera-
se que a estrutura genética do complexo apresente clara distingdo entre linhagens e pouca
evidéncia de fluxo génico. Em contrapartida, em um segundo cendrio, concordante com os
processos da Hipdtese do Arco Pleistocénico, as diferengas gendmicas entre as espécies seriam
menores € haveria sinais de divergéncias de populacdes apos esse periodo e conexdo, com
potencial fluxo génico, das linhagens durante o Ultimo Maximo Glacial, ocorrido hé
aproximadamente 20 mil anos atras.

Neste estudo, pretendemos investigar a estrutura genética das espécies do género
Pseudoseisura, e entender os processos responsaveis pela conformagdo atual das linhagens.
Para isso, foram utilizados dados gendmicos de polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs)
extraidos das regides flanqueadoras dos UCEs, bem como mitogenomas, para testar a Hipotese
do Arco Pleistocénico e estimar parametros genéticos estruturais entre linhagens. De forma
complementar, também usamos ferramentas de modelagem paleoclimatica e analises de
reconstrugdo de area ancestral para testar conexdes historicas, inferindo contatos secundarios

dentro do género Pseudoseisura.
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Figura 1. A) Diagonais seca e arida da América do Sul. B) Areas de distribuicdo das espécies do género Pseudoseisura e locais de amostragem obtidas para

este trabalho. Ilustragdes das espécies obtidas pelo site birdsoftheworld.org.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Entender os processos historicos, evolutivos ¢ biogeograficos que moldaram a distribuicdo e

estrutura genética dentro do género Pseudoseisura.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar a estrutura genética e diversidade populacional das quatro espécies que
compdem o género Pseudoseisura;

2. Investigar o padrio espacial e temporal de diversificacdo do género, testando a
Hipdtese do Arco Pleistocénico;

3. Utilizar modelagem paleoclimatica dos nichos ecologicos para investigar possiveis
conexoes historicas entre populacdes;

4. Reconstruir a area ancestral do género e sua possivel associagdo com eventos
climaticos historicos.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 ESPECIACAO E DIVERSIFICACAO

A especiagdo representa o processo de formagdo de novas espécies de organismos. Esse
processo pode ocorrer através da cladogénese, onde novas formas de seres vivos originam a
partir de um uUnico ancestral, ou anagénese, onde ¢ formada uma nova espécie a partir da
mudanga gradual de um ancestral sem o aumento no nimero de espécies, ou ainda por processos
de hibridizagdo (Brown; Lomolino, 2010). Por sua vez, a diversificacdo representa o balango
entre especiagdo e extingdo ao longo do tempo. Esses processos sdo provocados pelo acimulo
de diferencas genéticas entre populagdes que podem definir caracteristicas que separem grupos
de organismos em espécies diferentes (Coyne; Orr, 2004).

Forgas evolutivas agem sobre os organismos, definem a composi¢do genética das
populagdes e podem resultar em processos de diversificacdo e especiacdo. Sao elas, (i) a deriva
genética, (ii) a selecdo natural, (iii) o fluxo génico, e (iv) a mutagdo. A deriva genética é uma
forca que pode modificar drasticamente a frequéncia do material genético em uma populacado e
causar o chamado efeito fundador (Mayr, 1954). Esse efeito é causado pela perda de variagdo
genética que pode ocorrer quando uma parcela da populacdo original se estabelece isolada
(Mayr, 1942). Outra poderosa for¢a, que pode agir em populagdes independente de seu
tamanho, ¢ a selegdo natural. A selecdo natural ¢ a mudanga em uma populagdo que ocorre
quando individuos expressam caracteristicas que alteram suas interagdes com o ambiente ¢
melhoram suas chances de sobrevivéncia e reprodugdo (Darwin; Wallace, 1858). O fluxo
génico é outra forga evolutiva que age contra a deriva genética. Essa forga tende a homogeneizar
o material genético em determinada populacdo e manter uma estabilidade entre os individuos
(Slatkin, 1985). Finalmente, as mutacdes sdo alteragcdes espontaneas no material genético de
individuos e podem agir como fonte de variacdo genética (Ridley, 2004).

Por meio dessas forgas, diferentes tipos de especiacdo podem agir sobre os organismos,
e a forma como o processo ocorre classifica o processo em diferentes categorias. A especiagdo
alopatrica ¢ regida pelo isolamento geografico entre populagdes (Smith et al., 2014), e a
vicariancia ou dispersao podem ser os promotores. No primeiro caso, uma formacao de barreira
dentro da distribuicdo da espécie ancestral pode isolar duas populacdes separadas e cessar o
fluxo génico. Por outro lado, individuos podem se dispersar através de uma barreira geografica
e colonizar uma regido antes nao habitada, provocando o efeito fundador (Coyne; Orr, 2004).
Ja4 a especia¢do simpatrica ndo envolve o isolamento geografico, e ocorre quando hd um

isolamento reprodutivo entre populagdes através de limitagdes genéticas, comportamentais ou
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ecologicas (Coyne; Orr, 2004). Por fim, a especiacdo parapatrica também ndo depende de
isolamento geografico e ocorre quando uma populagido ocupa uma grande drea com ambientes
com pressdes diferentes e a baixa aptiddo de acasalamentos interpopulacionais leva ao

isolamento (Coyne; Orr, 2004).

3.2 ORIGEM E DIVERSIFICACAO DA AVIFAUNA NEOTROPICAL

A regido Neotropical ¢ conhecida por ser uma das mais biodiversas do planeta (Antonelli;
Sanmartin, 2011; Rull, 2011). Para aves, o Neotropico abriga cerca de 41% de todas as espécies
do mundo, apesar de possuir aproximadamente 13% da extensdo em terra global (Naka;
Leandro-Silva; Claramunt, 2025). Além disso, 80% da avifauna neotropical ¢ endémica e sua
riqueza representa quase a metade de todas as familias e géneros conhecidos (Naka; Leandro-
Silva; Claramunt, 2025). Essa enorme diversidade ¢ fruto de processos historicos que moldaram
o ambiente ¢ atuaram como motor de diversificagdo, e interagcdes ecologicas que agiram sobre
a selecdo e persisténcia das linhagens (Kennedy et al., 2014; Smith et al., 2014). Durante a
historia de América do Sul alguns processos chave podem ter contribuido para sua notavel
biodiversidade. Dentre eles, o isolamento do continente como ilha durante aproximadamente
40 milhdes de anos, a formacdo do Istmo do Panama durante o Nedgeno, o soerguimento da
Cordilheira dos Andes, ¢ os ciclos glaciais do Pleistoceno (Kattan et al., 2016).

O isolamento da América do Sul, além de agir como barreira para o fluxo génico ¢
provocar a diversificagdo da propria biota, criou um ambiente receptivo para colonizacdo de
linhagens norte-americanas ap6s a formacao do Istmo do Panama (Montes et al., 2015; Webb,
1991). A troca de linhagens ocorrida devido essa formagdo, conhecida como o Grande
Intercambio Bidtico Americano, ¢ destacado como a maior troca bidtica intercontinental ja
documentada (Cody et al., 2010; Simpson, 1980). Durante esse periodo de conexao, alguns
grupos de aves que deram origem a taxons endémicos do Neotropico colonizaram a América
do Sul através de dispersao pelo Panama (Weir; Bermingham; Schluter, 2009). O soerguimento
dos Andes também causou mudangas significativas na paisagem. Além da criagdo da maior
barreira do continente, a cordilheira dos Andes provocou a formagdo de novos habitats
montanhosos com novas oportunidades de colonizagdo e mudangas na configuragdo fluvial da
Bacia Amazonica que impactaram na biodiversidade neotropical (Antonelli et al., 2009; Hoorn
et al., 2010, 2013).

Para as linhagens associadas aos ambientes secos e abertos, as oscilagdes climaticas

podem explicar padroes de distribuigdo e a diversificagdo desses grupos. A especiagido da biota
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de florestas secas e ambientes abertos pode ter sido promovida pelos ciclos glaciais durante o
Pleistoceno que causaram a expansdo e redugdo de biomas secos ¢ imidos de forma alternada,
gerando corredores e ilhas que determinavam o fluxo génico (Haffer, 1969). A partir dessa
ideia, surgiu a Hipotese do Arco Pleistocénico (Prado; Gibbs, 1993), afirmando que um arco de
florestas secas conectadas pela expansdo em periodos mais frios e secos haveria se formado,

agindo como corredor para as espécies desse bioma.

3.3 AVES COMO MODELOS FILOGEOGRAFICOS

Aves sdo bons modelos para estudos filogeograficos gragas a sua ampla distribuicdo,
sensibilidade a mudangas no habitat e taxonomia relativamente bem conhecida (Sibley, 1994).
A subordem T7yranni (suboscines) ¢ um dos componentes mais proeminentes na Regido
Neotropical, com quase um terco da avifauna representada pelos suboscines (Harvey et al.,
2020). Dentre eles, uma das trés familias consideradas como mega diversas ¢ a Furnariidae
(furnarideos). Os furnarideos possuem espécies que ocupam quase todos os habitats da Regido
Neotropical e sdo caracterizados por uma plumagem generalizada com tons de marrom e
vermelho, mas também por alta diversidade morfologica e de tipos de ninho (Derryberry et al.,
2011; Winkler; Billerman; Lovette, 2020).

Os casacas-de-couro, ou cacholotes, (Pseudoseisura) sio um género de furnarideos
endémicos da Regido Neotropical com historia evolutiva pouco conhecida. Até o ano 2000, P.
cristata e P. unirufa compreendiam uma unica espécie que posteriormente foi dividida com
suporte principal de analises vocais (Zimmer; Whittaker, 2000). As duas espécies possuem uma
distribuicdo disjunta e sdo monotipicas, apesar de P. unirufa possuir populacdes alopatricas no
Pantanal e Beni (Winkler; Billerman; Lovette, 2020). Por outro lado, P. lophotes ¢ P. gutturalis
sdo bem distintas morfologicamente, com seus niveis taxondmicos de espécie, e subespécies
(P. L lophotes e P. | argentina; P. g. gutturalis e P. g. ochroleuca), ja bem estabelecidos
(Winkler; Billerman; Lovette, 2020). As quatro espécies do género sdo exclusivas de ambientes
abertos e secos, com excecdo de P. unirufa de areas abertas e umidas, e sdo, portanto, um bom

modelo para o estudo da historia evolutiva desses biomas.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 AMOSTRAGEM E PROCESSAMENTO DE DADOS GENOMICOS

Foram obtidas 21 amostras de tecido muscular do género Pseudoseisura abrangendo as quatro
espécies e diferentes localidades dentro de suas distribui¢des (Figura 1), porém com cinco dos
seis taxons do género, ja que nossas duas amostras de P. gutturalis correspondem apenas a uma
subespécie, P. g. gutturalis. As amostras deste trabalho foram provenientes de expedigdes a
campo feitas pela equipe do Laboratorio de Ecologia e Evolucdo de Aves da UFPE e de outras
colecdes ornitologicas brasileiras e internacionais (Tabela 1). As amostras foram enviadas para
Rapid Genomics (Gainsville, FL) e sequenciadas para UCEs utilizando o conjunto de sondas
para 5000 loci (Faircloth et al., 2012). As sequéncias brutas foram processadas seguindo o
Phyluce pipeline 1.7.3 (Faircloth, 2016). Para isso, a limpeza e trimming das sequéncias brutas
foram feitas utilizando o Illumiprocessor (Faircloth, 2013) com o Trimmomatic (Bolger; Lohse;
Usadel, 2014), assembly utilizando o Velvet (Zerbino; Birney, 2008), ¢ foi usado o
phyluce assembly match contigs to probes para parear as contigs com as sondas de UCEs,
uce-Sk-probes.fasta. A extracdo das UCEs usou o phyluce assembly get match counts e para
obter em FASTA foi usado o phyluce assembly get fasta from match counts. Para
alinhamento, o MAFFT (Katoh; Standley, 2013) foi usado com phyluce align seqcap align.
Foram removidas sequéncias em que mais da metade das posi¢des eram gaps com o trimAL
(Capella-Gutiérrez; Silla-Martinez; Gabaldon, 2009). Apos isso, o bwa (Li, 2013) foi usado
para mapear as leituras, SAMtools (Li et al., 2009) para criar arquivos .bam, e Picard
MarkDuplicates (broadinstitute.github.io/picard) para identificar leituras duplicadas.
Finalmente, o GATK (McKenna et al., 2010) para extrair os SNPs, e manter somente um SNP

por locus. O arquivo .vef gerado foi entdo exportado para posterior analises (Figura 2).
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Figura 2. Flowchart com os passos para o processamento dos dados gendmicos de UCEs. Inicio com

os arquivos de sequéncias brutas recebidas da Rapid Genomics (Gainsville, FL) e final com arquivo

.vcf para ser usados nas analises posteriores.

Tabela 1. Lista de amostras de tecido do género Pseudoseisura sequenciadas para este estudo, incluindo

o nimero de amostras e institui¢do de origem.

Origem P, cristata P, unirufa P. lophotes P, gutturalis Total
KU 1 1
LSU 1 1 2

MACN 3 2 5

MPEG 2 2

UEFS 1 1

UFMT 5 5

UFPE 5 5
Total 8 6 4 2 21

Acronimos: KU — Kansas University, LSU — Lousiana State University, MACN — Museo Argentino de
Ciencias Naturales, UEFS — Universidade Estudal de Feira de Santana, UFMT — Universidade Federal
do Mato Grosso, UFPE — Universidade Federal de Pernambuco.
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4.2 ANALISES POPULACIONAIS

A estrutura populacional de Pseudoseisura foi inferida usando duas abordagens, com a fung¢ao
de fatorizagdo de matrizes esparsas nao negativas (sSNMF) através do pacote LEA (Frichot;
Frangois, 2015), e utilizando uma analise discriminante de componentes principais (DAPC)
(Jombart; Devillard; Balloux, 2010) usando o pacote adegenet (Jombart, 2008). A sNMF foi
usado para estimar o melhor nimero de populagoes ancestrais “K” e avaliar o nivel de mistura
genética entre cada linhagem. Foram testados valores de K para duas, quatro, cinco e seis
populagdes ancestrais, com valor de alpha e nimero de repeticdes igual a dez. A DAPC foi
usada para estimar o numero de agrupamentos genéticos nos dados, identificando os
agrupamentos com base na variacdo genética dos SNPs. Todas as analises foram realizadas

utilizando o software R 4.5.1 (R Core Team, 2025).

4.3 EXTRACAO DO GENOMA MITOCONDRIAL

Foi usado o Geneious Prime 2025.2.2 (www.geneious.com) para obter as sequéncias

codificadoras de proteinas do genoma mitocondrial de cada amostra. Para isso, primeiramente
foram extraidas e montadas sequéncias mitocondriais a partir das sequéncias limpas obtidas
pelo Ilumiprocessor durante o processamento das UCEs das 21 amostras de Pseudoseisura e
uma de Mazaria propinqua como grupo externo. Isso foi feito através da fungdo Map to
reference do Geneious utilizando as sequéncias limpas contra o genoma mitocondrial anotado
da espécie filogeneticamente mais proxima do género Pseudoseisura disponivel no GenBank
(Furnarius figulus, nimero de acesso NC_053074.1). Em seguida, as anotagdes do genoma de
referéncia foram transferidas utilizando a fungdo Annotate & Predict. Os alinhamentos entre
amostra e referéncia foram feitos usando o MUSCLE (Edgar, 2004) com parametros padrao do
Geneious. Somente as sequéncias que obtiveram 75% ou mais de similaridade com o genoma
mitocondrial de referéncia foram extraidas. Finalmente, foram extraidos os genes codificadores
de proteinas pela fungdo extract annotations. Alinhamentos para cada gene foram obtidos
utilizando o algoritmo de alinhamento do Geneious e estes foram posteriormente concatenados

(Figura 3).
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Figura 3. Flowchart com os passos para a extragdo do genoma mitocondrial. Inicio com os arquivos de

=
T
=

sequéncias limpas obtidas pelo Illumiprocessor e final com arquivo .nexus para ser usado na

construcdo da arvore mitocondrial.

4.4 ARVORE CALIBRADA

Foram estimados o tempo das divergéncias de cada individuo amostrado através do BEAST?2
v2.7.7 (Bouckaert et al., 2014), usando todos os genes mitocondriais codificadores de proteinas
exceto por ND6, ATP8 e ND4L, que sdo considerados menos informativos (Li, 2022; Talavera;
Vila, 2011). Para isso, o esquema de particionamento ideal e modelos de substitui¢do para cada
gene foram estimados no software 1Q-TREE 3 (Wong et al., 2025), utilizando o algoritmo do
ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017). Apos isso, usando um reldgio estrito, a calibragéo
foi baseada na taxa de substituigdo do gene mitocondrial Citocromo b de divergéncia de 2.1%
por milhdo de anos (Weir; Schluter, 2008). Foram corridas 50 milhdes de geragdes, amostrando
a cada 5000, e a convergéncia das réplicas foi avaliada utilizando o Tracer v1.7.2 (Rambaut et
al., 2018). Em seguida, foi gerada uma arvore de credibilidade de clado maximo usando o
TreeAnnotator v2.4.4 (Bouckaert et al., 2014) com um burn-in de 20% e seguindo o consenso

da regra da maioria.
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4.5 MODELAGEM PALEOCLIMATICA

Para produzir os modelos ecoldgicos paleoclimaticos de nicho primeiramente foram obtidos os
registros de ocorréncias para as quatro espécies do género Pseudoseisura. As localidades foram
obtidas pelo banco de dados do Global Biodiversity Information Facility (www.gbif.org). Estes
dados foram processados e filtrados, removendo registros com localidades suspeitas,
identificadas comparando as com o mapa de ocorréncia da espécie obtido pelo BirdLife
International (datazone.birdlife.org). Também, foram removidos registros com localidades
duplicadas e incompletas (Boria et al., 2014), e mantidas apenas uma localidade por pixel para
lidar com a correlacdo espacial. Apods filtragem, foram mantidas 856 ocorréncias para
Pseudoseisura cristata, 274 para P. unirufa, 1991 para P. lophotes e 470 para P. gutturalis.

As varidveis climaticas usadas foram obtidas pelo PaleoClim (Brown et al., 2018),
incluindo um conjunto de variaveis de temperatura e precipitacdo de 1979 até 2013 (Karger et
al., 2017), bem como camadas para o Holoceno Médio (8,326-4,2 ka) (Fordham et al., 2017),
o Ultimo Maximo Glacial (21 ka) (Karger et al., 2017), o Ultimo Interglacial (130 ka) (Otto-
Bliesner et al., 2006), ¢ dos estagios isotopicos de oxigénio marinho 19 (MIS19)(787 ka)
(Brown et al., 2018).

Para remover a correlagdo entre variaveis ambientais foi calculado o indice de
correlacdo de Spearman entre variaveis. Foram selecionadas para analise as varidveis: BioOl
(Temperatura média anual), Bio04 (Sazonalidade da temperatura), Biol3 (Precipitacdo do més
mais umido), Biol4 (Precipitagdo do més mais seco) e Biol5 (Sazonalidade da precipitacdo)
com base em sua importancia bioldgica e correlagdo menor que 70% entre elas.

Para gerar pseudo-auséncias para os modelos foram extraidos pontos de fundo a partir
do espago ecologicamente acessivel para cada espécie (Barve et al., 2011). Os modelos
ecologicos de nicho foram obtidos utilizando uma abordagem multi-algoritmo usando o
BIOCLIM (Booth et al., 2014), Gower (Gower, 1971), GLM (Guisan; Zimmermann, 2000),
Random forest (Cutler et al., 2007), MaxEnt (Phillips; Anderson; Schapire, 2006) e SVM
(Cortes; Vapnik, 1995). Os modelos foram avaliados individualmente com base na Area Sob a
Curva ROC (AUC) ¢ no Indice de Verdadeiro Habito (TSS). Finalmente, foi construido um

conjunto com as predicdes de cada algoritmo.
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4.6 RECONSTRUCAO DE AREA ANCESTRAL

Para inferir o area ancestral do género, primeiramente foi obtido uma arvore filogenética
publicada (Harvey et al., 2020) contendo o clado dos furnarideos. Em seguida, ajustamos essa
subarvore para refletir a topologia recuperada em nossas analises filogenéticas baseadas em
genes mitocondriais. Para definir as areas ancestrais do clado Pseudoseisura, foram utilizadas
nove area biogeograficas, como proposto por (Lima et al., 2025). As areas biogeograficas
incluiram: i) Floresta Amazonica, ii) Floresta Montana Andina, iii) Floresta Atlantica, iv)
Caatinga, v) Cerrado, vi) Florestas Secas, vii) Florestas Umidas da Mesoamérica, viii) PAntanos
e Pampas, e ix) Desertos, Estepes e Matagais.

Foram entdo testados seis diferentes modelos evolutivos utilizando o pacote
BioGeoBEARS (Matzke, 2013). Os modelos incluiram: i) Cladogénese de Dispersao-Extingdo
(DEC); ii) Cladogénese de Dispersdo-Extingdo com pardmetro fundador (DEC+J); iii) Analise
de Dispersao-Vicariante (DIVA); iv) Andlise de Dispersao-Vicariante com parametro fundador
(DIVA+]); v) Inferéncia bayesiana de biogeografia historica para areas discretas
(BAYAREALIKE), e vi) M¢étodo de inferéncia bayesiana com pardmetro fundador
(BAYAREALIKE+]). Cada modelo fornece cenarios biogeograficos alternativos que podem
ter ocorrido durante a histdria evolutiva do clado. O melhor modelo foi selecionado utilizando
o AIC (Critério de Informagdo de Akaike) e o AICc (Critério de Informacdo de Akaike
corrigido para tamanho de amostras pequenas), também implementados através do pacote

BioGeoBEARS.
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S RESULTADOS
5.1 ANALISES POPULACIONAIS

A sNMF e DAPC mostraram congruéncia nos resultados com forte estruturacdo genética em
Pseudoseisura, agrupando o género em quatro conjuntos populacionais respectivos a cada
espécie. A analise de SNMF mostrou baixa mistura genética entre espécies, com todos os
representantes do género apresentando algum nivel de ancestralidade compartilhada, com
excecdo das amostras de P. gutturalis (Figura 4b). Maiores niveis de mistura foram vistos entre
as espécies irmas P. cristata e unirufa. Em K=2, P. cristata ¢ P. unirufa formam um grupo
claro, assim como P. lophotes, enquanto P. gutturalis apresentou mistura entre os dois
conjuntos populacionais (Figura 4a). Em valores de K mais altos, quatro popula¢des ancestrais
apontaram grupo bem definidos entre as espécies (Figura 4b), enquanto K=5 e K=6 destacaram
variag@o nas amostras de P. lophotes (MACN 5408) do norte da Argentina (Figura 4c), e de P.
unirufa (LSU 7634) do Beni da Bolivia (Figura 4d), respectivamente. Além disso, o DAPC
mostrou maior divisdo entre amostras agrupando conforme a topologia conhecida para o
género, mas também agrupando P. gutturalis mais proximo ao clado P. cristata ¢ P. unirufa do

que P. lophotes (Figura 5).
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Figura 4. Estrutura populacional em Pseudoseisura. Graficos a direita mostram as proporgdes de ancestralidade inferidas pela SNMF implementada no pacote
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a esquerda associam cada resultado por amostra com sua localidade. A analise foi executada para K =2, 4, 5 e 6 clusters genéticos, utilizando um pardmetro de

regularizacéo (a)) de 10.
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Figura 5. Estrutura populacional em Pseudoseisura. O grafico mostra os clusters genéticos recuperados
pelo DAPC implementado no pacote adegenet. A analise foi executada para niimero de clusters = 4.

Cada ponto representa um individuo, e as cores representam a o cluster para cada individuo.

5.2 TOPOLOGIA E TEMPO DE DIVERGENCIA

Inferéncias filogenéticas baseadas no genoma mitocondrial recuperaram clados bem suportados
de Pseudoseisura em relagdo ao grupo externo e de cada espécie do género. A filogenia datada
utilizando DNA mitocondrial recuperou uma primeira divergéncia dentro do género
Pseudoseisura a 2.06 milhdes de anos atras (intervalo de confianga: 1,88-2,24 Ma) entre P.
lophotes e o restante das espécies. Em seguida foi visto a separacdo de P. gutturalis com P.
cristata e unirufa a 1.62 (1,46—1,79) Ma. Finalmente, a divergéncia entre P. cristata e unirufa
datando 0,47 (0.39—-0.55) Ma. Dentro de P. unirufa nao houve separagdo entre os individuos
das populagdes do Beni e Pantanal, com o Beni agrupando com o Pantanal Sul enquanto as

localidades do Pantanal Norte formaram o clado irmao (Figura 6).
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5.3 MODELAGEM PALEOCLIMATICA

Durante os estagios isotopicos de oxigénio marinho 19 (MIS19) (797 ka), a adequabilidade de
P. cristata se mostrou consistente com a distribuig¢@o atual da espécie com altos valores para a
regido da Caatinga do presente. J4 para o Ultimo Interglacial (130 ka), h4 uma expansio da area
adequada para o sudeste do Brasil e projegdo de uma nova area adequada no centro da América
do Sul, onde ¢ a distribui¢io atual de P. unirufa (Figura 7). Durante o Ultimo Maximo Glacial
(21 ka), P. cristata mostra uma diminui¢do na sua area adequada com poucas areas
remanescentes na regido da Caatinga com alta adequabilidade. Mais recentemente, durante o
periodo do Holoceno Médio (8,326-4,2 ka) haveria um aumento da area de ocorréncia,
permanecendo onde a espécie ocorre atualmente (Figura 7).

P. unirufa ndo apresentou grande variagdo na sua area adequada com os nucleos do
Pantanal e Beni relativamente consistentes durante MIS19, LIG, Holoceno Médio e o presente.
No entanto, ap6s MIS19, foi visto uma diminui¢do de adequabilidade, principalmente no Beni,
que atingiu um pico durante o LGM (Figura 8). P. lophotes também ndo mostrou grandes
variagdes apresentando alta adequabilidade e restricdo para a regido e sul do Chaco, com
excecdo para o periodo do LIG onde houve uma alta perda de adequabilidade para a espécie em
toda sua extensdo (Figura 9). Por fim, P. gutturalis mostrou o mesmo padrao de P. lophotes,
com alta adequabilidade e restricdo para a Patagonia e Monte, ¢ diminui¢do de area durante o

LIG (Figura 10).
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Figura 8. Projecio espacial da adequabilidade ambiental para P. unirufa obtida por modelagem de nicho

ecoldgico com abordagem em ensemble (modelo conjunto). Valores variam de 0 (baixa adequabilidade)
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a 1 (alta adequabilidade). A esquerda, projecio para a atualidade de 4reas adequadas para a espécie. A

direita, proje¢do para diferentes periodos paleoclimaticos.
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Figura 9. Projecdo espacial da adequabilidade ambiental para P. lophotes obtida por modelagem de

nicho ecoldgico com abordagem em ensemble (modelo conjunto). Valores variam de O (baixa

adequabilidade) a 1 (alta adequabilidade). A esquerda, projecio para a atualidade de 4reas adequadas

para a espécie. A direita, projecdo para diferentes periodos paleoclimaticos.
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Figura 10. Projecdo espacial da adequabilidade ambiental para P. gutturalis obtida por modelagem de
nicho ecoldgico com abordagem em ensemble (modelo conjunto). Valores variam de O (baixa
adequabilidade) a 1 (alta adequabilidade). A esquerda, projecio para a atualidade de areas adequadas

para a espécie. A direita, projecdo para diferentes periodos paleoclimaticos.

5.3 RECONSTRUCAO DE AREA ANCESTRAL

A analise de reconstrucdo de area ancestral indicou que o género Pseudoseisura tem origem em
florestas secas, onde o grupo mais basal P. lophotes ocorre atualmente (Figura 11). Ainda no
Pleistoceno Inferior, representantes do género Pseudoseisura passaram a ocupar também areas
de desertos, estepes e matagais, onde P. gutturalis ocorre. Finalmente, as linhagens mais
recentes de Pseudoseisura, P. cristata e P. unirufa, se formaram a partir da colonizagdo da area
da Caatinga e de areas abertas e imidas para a linhagem de P. unirufa. O modelo mais adequado
para o clado foi a Analise de Dispersdo-Vicariante com parametro fundador (DIVA+]),
indicando que a expansdo das espécies para outros ambientes foi marcada por eventos de

dispersdo e efeito fundador.
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Figura 11. Reconstrucdo de area ancestral para o género Pseudoseisura. Arvore filogenética com areas
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Tabela 2. Tabela indicando DIVALIKE+]J como melhor modelo evolutivo para o clado com menor

valor de log-likehood (LnL) e AIC.

Modelo LnL  numparams d e j AIC AICwt AICc  AlCcwt
DIVALIKE+J -89,61 3 0,0051  1,0e-12 0,056 185,2 0,69 185,9 0,69
DEC+] 90,44 3 0,0040 1,0e-12 0064 1869 0,30 187,6 0,30
BAYAREALIKE+] -95,07 3 0,0041  1,0e-07 0,071 196,1 0,0029 196,8 0,0029
DIVALIKE -109,7 2 0,019 0,012 0 2234 3,6e-09 223,7 4,3e-09
DEC -112,1 2 0,016 0,034 0 2283 3,1e-10 228,6 3,7e-10
BAYAREALIKE -125,5 2 0,019 0,30 0 2549 5,1e-16 255,2 6,le-16
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6 DISCUSSAQO

Os resultados aqui trazidos elucidam a historia evolutiva do género Pseudoseisura, um grupo
pouco estudado do ponto de vista evolutivo, e trouxe conclusdes significativas para o estudo da
diversificacdo da biota neotropical. Através de abordagem utilizando dados gendmicos e
paleoclimaticos, conseguimos inferir aspectos envolvendo a historia biogeografica do género
Pseudoseisura nas diagonais seca e¢ arida da América do Sul. Primeiro, vimos que a
diversificacdo do género ndo parece ser explicada pela hipotese do Arco Pleistocénico, e outros
processos como dispersdo podem tentar explicar melhor a distribuigdo atual. Segundo,
caracterizamos a estrutura genética presente dentro de Pseudoseisura, elucidando relagdes
interespecificas e intraespecificas entre linhagens. Finalmente, alteragdes na distribuicdo das
espécies e possiveis conexdes secundarias historicas entre populacdes ndo foram encontradas

através da proje¢ao por modelos paleoclimaticos.

6.1 HISTORIA EVOLUTIVA E BIOGEOGRAFICA EM PSEUDOSEISURA

Os agrupamentos genéticos encontrados concordam com a topologia ¢ taxonomia conhecida
para as espécies do género Pseudoseisura (Harvey et al., 2020; Winkler; Billerman; Lovette,
2020). No entanto, a topologia inferida a partir de genes mitocondriais ndo demonstrou apoio a
filogenias ja publicadas para o grupo (Derryberry et al., 2011; Harvey et al., 2020),
apresentando P. lophotes como grupo mais basal e grupo irmao das demais espécies.

Por outro lado, os resultados de analises populacionais e filogenia mitocondrial aqui
vistos indicam um cenario em que, apesar de P. gutturalis ser mais proximo filogeneticamente
do clado P. cristata e P. unirufa, P. gutturalis ¢ mais semelhante geneticamente a linhagem
mais basal, P. lophotes. Isso pode ser explicado por uma possivel estabilidade genética na
linhagem de P. gutturalis, enquanto o clado P. cristata e P. unirufa pode ter passado por
processos que criaram uma distinta composicao de alelos. Resultados de reconstrugdo de area
ancestral indicando a coloniza¢do de ambientes com agdo do efeito fundador ¢ os tempos de
divergéncia encontrados mostrando a diversificagdo do clado P. cristata e unirufa durante o
Pleistoceno Médio, periodo em que oscilagdes climaticas foram mais proeminentes em
comparagdo ao Pleistoceno Inferior (Head; Gibbard, 2005), podem apoiar essa afirmativa.
Assim, a reconfiguracdo de ambientes causada por periodos glaciais e interglaciais durante o
Pleistoceno Médio podem ter provocado grande diversificagdo nas linhagens mais recentes do

género.
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Encontramos uma reduzida estruturacdo genética intraespecifica ao analisar os dados a
partir de quatro populagdes ancestrais. No entanto, ao aumentar o numero de agrupamentos nas
analises populacionais surgem diferencas dentro das espécies. P. lophotes apresentou dois
agrupamentos distintos em um valor de K=6. P. lophotes MACN 5408, do norte do Chaco
argentino, foi separado das demais amostras da espécie, apesar de haver localidades proximas
(norte do Chaco) e distantes (Mendonza) amostradas. Ja em P. unirufa, LSU 7634, do Beni da
Bolivia, foi separado as amostras brasileiras do Pantanal. Este resultado mostra que as
populagdes Beni e Pantanal parecem ser geneticamente diferentes apesar da formagdo de uma
clado Beni e Pantanal Sul visto na filogenia mitocondrial, indicando que a separagdo desses
dois ambientes ndo ¢ recente. Além disso, uma variagdo genética entre a amostra do Beni em
relacdo ao Pantanal mostra pela primeira vez agrupamentos entre as populacdes disjuntas visto
que diferencas morfologicas e acusticas ndo foram encontradas em estudos anteriores (Zimmer;
Whittaker, 2000).

O género Pseudoseisura parece ter uma antiga historia evolutiva com uma primeira
separagdo de linhagens durante o Pleistoceno inferior (Figura 6). Essa primeira divisdo teria
separado as linhagens associadas a florestas secas, P. lophotes (Chaco) e P. cristata (Caatinga)
muito antes das oscilagdes climaticas conhecidas do Pleistoceno Médio e Tardio (Head;
Gibbard, 2005). Dessa forma, a distribui¢éo disjunta do género em diferentes blocos de florestas
secas ndo parece ser explicada como reliquias do Ultimo maximo glacial como poderia ser
apontado com a Hipotese do Arco Pleistocénico (Prado; Gibbs, 1993). Esse padrao também é
visto em outros tdxons onde a divergéncia entre linhagens de blocos de florestas secas como
Missiones e Caatinga ¢ datada no comego ou antes do Pleistoceno (Pennington et al., 2004b;
Sérkinen et al., 2012). Uma alternativa para explicar esses padrdes seria a ocorréncia de eventos
de colonizag@o a partir de outros ambientes através de eventos de dispersdo por longa distancia
(Linares-Palomino; Oliveira-Filho; Pennington, 2011). Essa alternativa ¢ reforcada pelos
resultados de reconstrucdo de area ancestral, onde foi visto que os modelos com eventos de
efeito fundador foram escolhidos sobre os modelos sem essa forca evolutiva.

Nossos resultados indicam que por volta de 1,6 milhdes de anos atras Pseudoseisura ja
poderia estar ocupando a caatinga, e essa colonizacdo teria acontecido a partir de areas de
desertos, estepes e matagais, onde P. gutturalis ocorre. Isso pode indicar que esses ambientes
poderiam ter passado por um periodo de extensdo que facilitaria o acesso ao nordeste do Brasil
durante essa época. Segundo o modelo mais adequado, um efeito fundador na Caatinga a partir
da populacdo de P. gutturalis dos desertos e estepes seria responsavel pela colonizagdo do novo

ambiente. Esse resultado ¢ diferente do ja encontrado para a linhagem (Lima et al., 2025) e traz
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questionamentos sobre como se deu esse deslocamento geografico. Por outro lado, P. unirufa
parece ter se diversificado a partir da populag@o do nordeste brasileiro e ocupado uma condi¢ao
mais ancestral com a ocupacdo de ambientes abertos e imidos assim como o grupo irmdo do

clado Pseudoseisura, Spartonoica maluroides.

6.2 CONEXOES SECUNDARIAS ENTRE TAXONS

Com a maioria dos taxons analisados pertencentes a ambientes de florestas secas e regides
aridas, esperava-se que o periodo mais frio e seco do Pleistoceno Tardio (LGM) ocasionasse o
aumento da area adequada dessas espécies e possivelmente conectasse mais suas distribuigdes.
Embora esse padrio esperado tenha sido encontrado em outros estudos (Corbett et al., 2020;
Werneck; Colli, 2006), as linhagens de Pseudoseisura mostraram, em geral, consisténcia e
restricdo a uma unica distribuicdo durante diferentes periodos do Quaternario. Como visto, a
historia evolutiva e diversificagdo do género ¢ mais antiga que o periodo projetado na
modelagem, e isso pode indicar que as linhagens sdo bem estabelecidas ao seu ambiente atual.

Os dados de modelagem de distribuigdo paleoclimatica, em geral, ndo indicaram que
houve conexdo mais recente entre as espécies. Exce¢des para isso sdo uma sobreposi¢cdo de
adequabilidade entre P. cristata e P. unirufa durante o Ultimo Interglacial na regido central da
América do Sul, e o contato entre P. lophotes e P. gutturalis na regido central da Argentina que
¢ mantido atualmente. Com esses possiveis contatos muito apds a divergéncia das linhagens, ¢
resultados de estrutura genética mostrando baixa mistura entre espécies, ndo parece ter ocorrido
fluxo génico mesmo se houve contato entre linhagens, apesar de que ainda se faz necessario
quantifica-lo. No entanto, a falta de fluxo génico poderia ser explicada pelo importante papel
que diferencas na vocalizagdo possuem no isolamento reprodutivo de linhagens de suboscines

(Isler; Isler; Brumfield, 2005; Remsen, 2005; Tobias et al., 2012).
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7 CONCLUSAO

O género Pseudoseisura possui uma historia evolutiva antiga e espécies bem estruturadas
geneticamente. A datacdo da separacdo de linhagens associadas a florestas secas no Pleistoceno
Inferior indica que outros processos, além das oscilagoes climaticas do Pleistoceno Médio e
Tardio devem ter um papel maior na diversificagdo de suas linhagens. A topologia encontrada
para o género trouxe novos olhares sobre a diversificagdo de Pseudoseisura, permitindo fazer
novas inferéncias sobre como se deu a ocupacdo nos diferentes ambientes encontrados na
Regido Neotropical. Uma origem em florestas secas, mas ocupacdo da Caatinga somente apos
expansdo do clado para desertos e estepes indica que essa chegada ao nordeste brasileiro pode
ndo ter ocorrido por corredores causados pela expansao dessas florestas. Finalmente, pelo
tempo de divergéncia entre linhagens e caracteristicas idiossincraticas das espécies, conexdes
presentes entre P. lophotes e P. gutturalis durante diversos periodos do Quaternario, e
possivelmente entre P. unirufa e P. cristata durante o Ultimo Interglacial nio aparentam indicar
fluxo génico recente entre os taxons.

Além disso, a estrutura genética encontrada trouxe pela primeira vez agrupamentos
entre diferentes populagdes de P. umirufa, que podem ser mais bem estudadas com maior
amostragem e abordagens diferentes. Também, os agrupamentos vistos em P. lophotes, contra
a classificacao conhecida de subespécies, pode indicar que a espécie pode ser melhor estudada
quanto a validag@o de suas divisdes taxonomicas. Por fim, trazendo maior conhecimento sobre
a historia evolutiva de uma linhagem de aves associada as diagonais seca e arida da América
do Sul, esse estudo pode contribuir com o conhecimento geral desses ambientes € 0s processos

moldaram a biodiversidade neles presente.
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