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“Quando os animais readquirirem o dom de falar, que perderam, como
rezam tradi¢cbes imemoriais, a primeira ave que nos vai dirigir a palavra, é
por certo o tico-tico. Nenhum, como ele, se mostra tdo desejoso de entrar em
relacdes amistosas com o homem. Onde se implante uma choupana, onde se
instale um jardim, onde haja um quintalejo, la esta o gentil tico-tico, pipilando
amabilidades...

... Em geral os grupos vivem em boa paz, paz europeia: cada qual pensando no
momento da briga. E 0 momento chega com a época de escolher a esposa.
Cada tico-tico transforma-se num desordeiro; rebentam rixas, de instante a
instante, e os valentdes, atracados, rebolam do cimo das arvores ao chao,
empenhados em luta corporal. Passada a grande crise de amores, vém as
preocupacdes da familia e aqueles bravos de outrora transformam-se em
criaturinhas pacificas, entregues de todo a criacao dos filhos.

Em matéria de canto, o nosso amigo tico-tico € de uma simplicidade absoluta.
Pela manha e pela tarde, as vezes ja ao anoitecer, ele nos assevera que a sua
vida ndo é la grande coisa, e naturalmente, podia ser bem melhor, se ndo
houvesse tanto gato nesse mundo e se as criangas ndo fossem tao ruinzinhas. E
assim ele nos diz, muito francamente, como de amigo para amigo: “minha vida
é assim, assim, assim”’.

Eurico Santos, 1979, Passaros do Brasil.
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RESUMO

O tico-tico, Zonotrichia capensis, € um pequeno passeriforme que habita paisagens
abertas da regido Neotropical. Sua historia evolutiva € marcada pelos eventos
biogeograficos do Pleistoceno e as variagbes observadas em seu comportamento,
morfologia e genética estdo relacionados aos diferentes habitats que ocupam. No Rio
Grande do Sul a espécie ocupa tanto os campos do Bioma Pampa, como os Campos de
Altitude, da Mata Atlantica, presentes na regido norte do estado. O cari6tipo da espécie é
composto por 80 cromossomos, e sdo relatados polimorfismos cromossémicos envolvendo
0S pares autossomicos dois e quatro, provavelmente decorrentes de rearranjos
intracromossémicos. Neste estudo foi investigada a organizacdo cariotipica de Z. capensis
(ZCA) em trés espécimes com técnicas de citogenética molecular, hibridizacdo in situ
fluorescente e pintura cromossémica, através da aplicacdo de sondas ribossomais (18S
rDNA) e sondas cromossomicas correspondentes aos dez primeiros pares de Gallus gallus
(GGA) e sondas derivadas de Leucopternis albicollis (LAL). Uma investigacdo
populacional foi adotada para acessar, atraveés dos genes D-loop (mitocondrial) e Fib-5
(nuclear), a variabilidade genética de popula¢des naturais de Z. capensis no estado do Rio
Grande do Sul e a partir da variacdo genética testar a influéncia dos diferentes habitats
ocupados sobre a distribuicdo da diversidade genética entre essas populacdes. A aplicacdo
da sonda 18S rDNA demonstrou que os genes ribossomais estdo localizados em um par de
microcromossomos assim como em G. gallus e na maioria das espécies de aves basais.
Pela citogenética classica, foi confirmada a presenca de quatro dos nove citotipos relatados
na literatura no segundo e quarto pares autossomicos. A pintura cromossomica
comparativa indicou que o cromossomo ZCA2 corresponde a GGAlq e que ZCA4
corresponde a GGA4q. Foi observada a conservacdo sinténica da maioria dos
macrocromossomos, pela pintura cromossémica comparativa, com 0s dois conjuntos de
sondas aplicados (GGA e LAL). Também foi identificada uma inversdo no cromossomo
ZCAB3, observada até 0 momento somente em uma espécie de passeriforme, Z. albicollis,
espécie-irma de Z. capensis. Ainda, foi descrita pela primeira vez uma inversdo
envolvendo um segmento do brago curto do cromossomo ZCA2 que corresponde ao
GGAlg. Para as andlises genéticas foram coletadas 138 amostras de 14 localidades
distribuidas nos dois biomas que ocorrem no estado. Foram obtidas 114 sequéncias para D-



loop que resultaram em 27 hapl6tipos e 124 sequéncias para Fib-5 que apos a defini¢do de
fase corresponderam a 29 hapl6tipos. Para ambos os marcadores os haplotipos mais
frequentes estdo presentes em todas as localidades amostradas. As andalises genéticas
realizadas indicam eventos de expansdo, seguidos de um periodo de estabilidade
populacional e auséncia de estruturacdo genética entre as localidades amostradas no estado.
A auséncia de estruturacdo genética sugere que a populagdo de Z. capensis manteve fluxo
génico continuo mesmo com as mudancas ocorridas na paisagem ao final do Ultimo
Méaximo Glacial responsaveis pela reducdo e fragmentacdo das formagcbes campestres na

area de estudo.
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ABSTRACT

The rufous-collared sparrow, Zonotrichia capensis, is a small Passeriforme that inhabit
grasslands of the Neotropical region. Its evolutionary history was marked by biogeographic
events of the Pleistoceno. The variations observed in its behavior, morphology and
genetics seems to be related to different habitats it that occupies. In Rio Grande do Sul
state, the species inhabit both grasslands of Pampa biome and campos de altitude of
Atlantic Forest biome, present in the northern region of the state. The karyotype of the
species is composed of 80 chromosomes, and was reported in the literature polymorphisms
involving autosomal pairs two and four, probably due to intrachromosomal
rearrangements. This study investigated the karyotypic organization of Z. capensis (ZCA)
in three specimens, with molecular cytogenetic techniques, fluorescence in situ
hybridization and chromosome painting, through the application of ribosomal probes (18S
rDNA), chromosome probes corresponding to the first ten pairs of Gallus gallus (GGA)
and probes derived from Leucopternis albicollis karyotype’s (LAL). We used a population
genetics approach to access the genetic variability of Z. capensis natural populations in Rio
Grande do Sul state through the molecular markers D-loop (mitochondrial) and Fib-5
(nuclear). The information obtained allowed us to test the influence of the different habitats
occupied by this species on the distribution of genetic diversity among Z. capensis
populations. 18S r DNA probes showed that ribosomal genes are located on one pair of
microchromosomes as well as on G. gallus and in most basal bird species. By classical
cytogenetics, we confirmed the presence of four of the polymorphisms reported in previous
studies on the second and fourth autosomal pairs. Comparative chromosome painting
indicated that ZCA2 corresponds to GGAlq and ZCA4 corresponds to GGA4g. We
observed the syntenic conservation of most macrochromosomes by comparative
chromosome painting through the two sets of probes applied (GGA and LAL). With the
two sets of probes applied (GGA and LAL) we observed the syntenic conservation of most
macrochromosomes by comparative chromosome painting. We also identified an inversion
in ZCA3 chromosome, present in Passeriformes only in Z. albicollis, considered its sister

species. In addition, we described for the first time an inversion involving a segment of the
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short arm of chromosome ZCAZ2 that corresponds to GGALg. For the genetic analyzes we
collected 134 samples in 14 localities distributed in the two biomes occurring in the state.
We obtained 114 D-loop sequences that resulted in 27 haplotypes and 124 sequences for
Fib-5 that after phase definition correspond to 29 haplotypes. The most frequent
haplotypes, for both markers, are distributed in all sampled localities. The genetic analyses
carried in this study indicated the ocurrence of expansion events followed by a period of
population stability and absence of genetic structure among the localities. This indicates
that the population of Z. capensis maintained a continuous gene flow even with changes in
landscape at the end of Last Glacial Maximum responsible for reductions and
fragmentation of the grasslands in the study area.
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CAPITULO UM

Introducéo Geral

llustracéo do tico-tico (Zonotrichia capensis). Fonte: HandBook of the Birds of the World Alive.



1.1. Estrutura da Tese

A tese foi estruturada em forma de capitulos. O primeiro capitulo traz uma
introducdo geral e os dois capitulos sequentes (em formato de artigo) abordam diferentes
questdes envolvendo aspectos genéticos sobre Zonotrichia capensis, conhecido
popularmente como tico-tico, cada qual com objetivos especificos. O ultimo capitulo traz a
conclusdo geral.

Capitulo Um — Introducdo: Esse capitulo tem por objetivo apresentar a espécie foco
desta tese, Z. capensis, e contextualizar a area de estudo, o Estado do Rio Grande do Sul.
Esse capitulo também traz as motivacgdes da tese.

Capitulo Dois — Primeiro artigo: Esse capitulo foi apresentado durante o exame de
qualificacdo e esta publicado na revista Genetics and Molecular Biology, a caracterizacao e
a organizacdo do cariotipo de Z. capensis baseados em pintura cromossémica comparativa.

Capitulo Trés — Segundo artigo: Este capitulo tem como objetivo apresentar a
histéria demogréafica de Z. capensis no estado do Rio Grande do Sul baseada em
marcadores nuclear e mitocondrial. Artigo a ser submetido a revista The Condor.

Capitulo Quatro — Conclusdo: Este capitulo traz uma sintese sobre os resultados
obtidos nesta tese, ressaltando as contribuicdes deste trabalho para o aprofundamento do
conhecimento a respeito dos tico-ticos e também sobre a influéncia do ambiente no

processo de diferenciagdo populacional de espécies de aves.
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1.2.  Introducéo

A historia das aves modernas iniciou no final do Cretaceo, mas foi o Eoceno, na
Era Cenozoica, o periodo de maior diversificacdo (Pough et al. 2008). Atualmente a Classe
Aves é composta por mais de 10.700 mil especies existentes (Gill e Donsker 2019) que
exibem uma profusa variacdo na morfologia, ecologia e comportamento. Estdo distribuidas
em todas as regides biogeograficas do globo e adaptadas aos mais diversos ambientes.
Devido a grande diversidade, abundancia e facilidade de observacdo € um dos grupos de
animais mais conhecidos e estudados (Sibley e Monroe 1990, Sick 1997, Gill 2006).

Dentre as ordens existentes de aves a Ordem Passeriformes se destaca por ser a
mais diversa dentro da Classe Aves, com cerca de 5.740 espécies, 0 que representa 60% da
diversidade existente (Sibley e Monroe 1990, Ericson et al. 2003). Os passeriformes sédo
em geral aves peguenas, estdo presentes em todos os continentes, com excec¢do das ilhas
Antéarticas (Raikow e Bledsoe 2000). A Ordem é dividida em dois grupos: Suboscines e
Oscines, distintos principalmente pela estrutura da siringe, 6rgdo responsavel pela
producdo de sons (Ames 1971, Sibley e Ahlquist 1990).

Os Suboscines correspondem a cerca de 10% da diversidade total de aves. Esse
grupo de passaros é dividido geograficamente nos clados do Novo Mundo, amplamente
distribuido na regido Neotropical e o clado do Velho Mundo, que possui poucas familias
(Ricklefs 2002). Na regido Neotropical eles irradiaram de forma impressionante e séo
ecologica e socialmente diversos, apresentam dimorfismo sexual extremo, e geralmente 0s
machos sdo muito ornamentados. Muitas espécies apresentam comportamentos
reprodutivos elaborados, realizados por machos, sozinho, em pares ou em sistemas

cooperativos, para atracdo de fémeas (Tobias et al. 2012).
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Os Oscines estdo adaptados a quase todos os tipos de habitat e representam cerca de
80% das especies de Passeriformes (Ericson et al. 2002). Na regido Neotropical habitam
frequentemente paisagens abertas (Sick 1997). Possuem uma grande diversidade
morfologica e adaptacdes para se alimentarem de uma vasta diversidade de recursos que
vao desde insetos até sementes, frutos e néctar (Barker et al. 2013). O canto tem fungdes
sociais entre as aves, nos passaros desse grupo 0s machos jovens aprendem os sons de seus
coespecificos adultos (Eriksen 2011) e pode ser usado tanto na defesa de territorios,
atracdo das fémeas e ainda como barreira reprodutiva (Catchpole e Slater 2008). As
espécies de Oscines sdo classificadas atualmente em 16 familias, dentre estas a familia
Passerellidae, com 25 géneros incluindo o género Zonotrichia, que compreende os pardais
do novo mundo (Barker et al. 2013).

O género Zonotrichia é composto por cinco espécies, Zonotrichia albicollis, Z.
atricapilla, Z. leucophrys e Z. querula e Z. capensis que especiaram no Pleistoceno a cerca
de 140 mil anos (Zink et al. 1991). Os representes desse género se distribuem em uma
ampla faixa latitudinal e altitudinal de formagdes abertas desde o Alasca até a Terra do
Fogo. As espécies Z. albicollis, Z. atricapilla, Z. leucophrys e Z. querula ocorrem na
América do Norte enquanto que na regido Neotropical apenas Z. capensis esta presente. As
populagdes de aves desse género sdo abundantes e tidas como residentes na maior parte de
suas distribuicbes, mas todas as espécies possuem populacdes migratérias (Morton 2002).
Buscas em bases de dado online, como Web of Science e Scielo, usando o termo
“Zonotrichia” retornam mais de 2.000 correspondéncias e demonstram que as espécies
desse género tém sido alvos recorrentes de investigacdes de laboratorio e de campo que
envolvem morfologia, comportamento e caracteres genéticos. Nesse estudo investigaremos

aspectos genéticos da espécie neotropical Z. capensis.
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1.3. O tico-tico - Zonotrichia capensis

O tico-tico, Zonotrichia capensis (Mdller, 1776) (Figura 1), € uma das espécies de
aves mais populares no Brasil. Na literatura sdo encontrados as sinonimias Fringilla
capensis e Brachyspiza capensis (Ridgway 1898). E o Unico representante neotropical do
género monofilético Zonotrichia (Zink 1982), sendo considerada a espécie mais basal entre
suas congéneres, Z. albicollis, Z. atricapilla, Z. leucophrys e Z. querula (Zink et al. 1991).
A origem do género provavelmente tenha sido na América do Norte, seguido de uma
diferenciacdo entre as congéneres e a expansao da linhagem ancestral de Z. capensis para o

sul das Américas a partir da América Central (Chapman 1940, Lougheed et al. 2013).

Figura 1. Individuos adultos de Z. capensis. A: vista dorsal (imagem cedida por Thales R. O. de Freitas); B
vista lateral de individuo adulto capturado em Santo Antdnio da Patrulha; C vista lateral de individuo adulto
capturado em S&o José dos Ausentes.

Esse pequeno passeriforme apresenta aproximadamente 15 cm de tamanho quando

adulto, é facilmente identificado pelo topete e desenho estriado preto em um fundo cinza
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na cabeca e pela presenca de um colar ferrugineo no pescoc¢o (Sick 1997). Esses passaros
ndo apresentam dicromatismo sexual. Os adultos se caracterizam pela coloracdo do dorso,
que € rajado em tons de marrom-avermelhado e preto, do peito acinzentado com o papo
mais claro e extremidades das coberteiras das asas com manchas brancas (Santos 1979,
Ridgely e Tudor 1989). A alimentacdo é baseada em pequenos insetos, sementes, frutos e
brotos. Tém como habito caracteristico esgravatar o alimento no solo com pequenos pulos
(Sick 1997).

Em geral os tico-ticos vivem em pares isolados e 0 macho defende ativamente seu
territério (Sick 1997). Entretanto, estudos indicam taxas elevadas de copula extra par
(Eikenaar et al. 2013). A reproducéo ocorre geralmente entre a primavera e 0 verao quando
ocorre a postura de dois a quatro ovos por ninhada. Seus ninhos sdo alvo frequente do
chupim (Molothrus bonariensis), que em algumas estacfes reprodutivas parasita 60% dos
ninhos, reduzindo fortemente o sucesso reprodutivo do tico-tico (Sick 1997).

Os tico-ticos sdo tolerantes a presenca humana e ocupam a beira de lavouras e de
estradas e jardins em zonas urbanas arborizadas. No Brasil, a opinido popular é de que a
espécie foi expulsa das cidades ap6s a introducdo do pardal, porém Sick (1997) afirma que
ele se torna ausente em centros urbanizados pela falta de seus requisitos bioldgicos basicos,
tais como locais adequados para a nidificagcdo. Bellocq e colaboradores (2011), ao
avaliarem gradientes de intensidade de atividade humana, indicam que a abundéncia da
espeécie é negativamente afetada com o aumento da urbanizacéo.

Zonotrichia capensis é uma espécie amplamente distribuida nas paisagens abertas
subtropicais e tropicais do continente americano (Chapman 1940). Ocorre desde Chiapas
no México, ocorrendo inclusive nas Ilhas do Caribe, até a Terra do Fogo, na Argentina.

Nas areas do dominio AmazOnico ocupa apenas areas campestres e regides serranas
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(Figura 2). Pode ser encontrada habitando desde terras em nivel do mar até montanhas a
5.000 metros de altitude. (Sick 1997, BirdLife International 2019, Rising, J. & Jaramillo
2019). E considerada residente na maior parte de sua distribuicdo, mas migracdes de
inverno sdo registradas nas populacdes patagbnicas, no extremo sul de sua distribuicao

(Chapman 1940, Sick 1997).
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Figura 2. Distribuicéo geografica de Zonotrichia capensis. Fonte: BirdLife International 2018.

A amplitude e a heterogeneidade dos ambientes ocupados pelo tico-tico cria um

cenario para a adaptacao local (Cheviron et al., 2008). As populacdes apresentam variacdes
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morfologicas no tamanho e coloracédo, sendo as diferencas mais pronunciadas observadas
nos extremos da distribuicdo, e a partir destes morfotipos sdo propostas mais de vinte
subespécies (Chapman 1940, Handford 1983, 1985). Embora os caracteres morfologicos
diferenciem fracamente as populacdes é possivel observar uma marcada variacdo no
comportamento vocal correlacionada a vegetacdo (Nottebohm 1975, Handford 1981,
Handford e Lougheed 1991, Lijtmaer e Tubaro 2007). Seu canto doce e melancolico,
descrito como simples, € composto de uma série de assobios e um trinado no final e ja foi
alvo de diversos estudos visando a descricdo da estrutura do som (Nottebohm 1969),
correlacdo entre variacdo no som e vegetacdo (Nottebohm 1975, Handford 1981, Handford
e Lougheed 1991, Lijtmaer e Tubaro 2007) e a associacdo entre canto, morfologia e
genética (Nottebohm e Selander 1972, Cheviron et al. 2008, Cheviron e Brumfield 2009),
entre outros.

Os estudos envolvendo o canto de Z. capensis indicam que algumas populac6es
exibem repertérios individuais (Fotheringham 1995), enquanto outras possuem
esteredtipos individuais e dialetos geograficos. Os dialetos tem relacdo com os diferentes
tipos de vegetacdo, mas ndo com as subespécies designadas (Nottebohm 1969, Handford
1983, Handford e Lougheed 1991, Lijtmaer e Tubaro 2007). As populagdes vizinhas de
tico-ticos frequentemente diferem nas caracteristicas de seu canto, mas quando essas
diferencas sdo marcadas e sistematicas ddo origem a dialetos (Nottebohm 1969).
Populacbes que ocupam extensas areas com ambientes similares apresentam o mesmo
dialeto. Quando a area de vida muda a curtas distancias, por exemplo em um transecto
altitudinal, os dialetos também mudam em curtas distancias, o que sugere que os dialetos
divergentes na espécie podem ter evoluido para reduzir o fluxo génico entre populacgdes

vizinhas que experienciam diferentes pressoes seletivas (Nottebohm e Selander 1972).
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Muitos outros estudos se voltaram para a caracterizacdo genética da espécie. O
cariotipo do tico-tico, descrito com técnicas de citogenética classica, € composto por 80
cromossomos (de Lucca 1974), sendo 13 pares macrocromossomos, incluindo o par sexual,
e o0 restante sdo microcromossomos (de Lucca e Rocha 1985). Foram identificados
polimorfismos cromossémicos, envolvendo dois pares autossémicos, ocasionados
provavelmente pela ocorréncia de rearranjos intracromossémicos tais como inversdes (de
Lucca e Rocha 1985, Rocha et al. 1990).

Os polimorfismos cromossémicos descritos para Z. capensis, ocorrem nos pares
autossomicos dois e quatro. O par dois pode apresentar-se nas formas acrocéntrica e
submetacéntrica (2% e 25™), enquanto o par quatro pode ser encontrado nas formas
acrocéntrica e metacéntrica (4* e 4M) (de Lucca e Rocha 1985, Rocha et al. 1990). A
presenca destes dois pares polimérficos, com ocorréncia de quatro formas cromossémicas,
possibilita a combinacdo de nove citétipos diferentes. Todos esses possiveis citotipos ja
foram amostrados e analisados, e ndo foi encontrada uma distribuicdo cariotipica
estruturada geograficamente, embora tenha sido relatada uma correlagdo significativa
entre 0 aumento da frequéncia da forma 4™ a altas latitudes e também a baixas
temperaturas (Carvalho e Erdtmann 1987, Souza e de Lucca 1988, 1991).

Além das analises citogenéticas, varios estudos moleculares foram desenvolvidos e
sugerem a existéncia de correlagdo entre o ambiente e a diferenciagcdo populacional.
Estudos realizados na Argentina mostram diferenciagdo entre populagdes residentes no
topo dos Andes e de terras baixas nas frequéncias alozimicas (Lougheed e Handford 1992),
e em polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricio no DNA mitocondrial
(mtDNA) (Lougheed et al. 1993). Divergéncias nas frequéncias haplotipicas de mtDNA

foram observadas entre populacdes da Costa Rica e da Bolivia (Zink et al. 1991, Zink e
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Blackwell 1996), e também em populacfes estudadas em um transecto altitudinal no Peru,

evidenciando uma forte relacdo com as mudancas nas variaveis climaticas ao longo do

transecto altitudinal, sugerindo uma adaptacdo local aos diferentes ambientes (Cheviron e

Brumfield 2009).
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Figura 3. Linhagens genéticas de Z. capensis. a) as trés linhagens A; B; e C de acordo com suas

distribuicdes geogréficas; b) rede haplotipica. Mapa adaptado de Lougheed e coloboradoes (2013)
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Estudos filogeograficos demonstram que ao longo de sua distribuicdo Z. capensis é
dividido em trés linhagens genéticas, denominadas A, B e C, que divergiram rapidamente
no Pleistoceno (Lougheed et al. 2013, Campagna et al. 2014). Uma linhagem (A) abrange a
Ameérica Central, a Republica Dominicana e 0 noroeste da América do Sul; a segunda
linhagem (B) inclui haplotipos da Republica Dominicana, da Venezuela, da Bolivia, do
Chile e das porcGes noroeste, central e patagonica da Argentina. A terceira linhagem (C) é
composta por hapldtipos do nordeste da Argentina e da porcdo oriental do Brasil
(Lougheed et al. 2013). Existem dois pontos de contato entre as linhagens, um na
Republica Dominicana entre as linhagens A e B, e outro em Corrientes, Argentina entre B
e C (Lougheed et al. 2013, Campagna et al. 2014). Entretanto a estrutura filogeografica de
Z. capensis ndo reflete sua taxonomia subespecifica nem sua diversidade fenotipica,
indicando assim como o0s demais estudos genéticos realizados que as variacdes
morfologicas e comportamentais observadas sejam resultantes das condicBes locais do

espaco ocupado pela espécie (Lougheed et al. 2013, Campagna et al. 2014).

1.3.  Dominios Geomorfoclimaticos do Rio Grande do Sul - a area de estudo

As paisagens do Rio Grande do Sul foram moldadas por eventos geoldgicos e
fendmenos fisicos que formaram diferentes unidades de relevo com variadas altitudes e
formas (Moreira 2003, Vieira 2012). Podem ser identificadas quatro unidades
morfologicas, os Planaltos, a Depressdo Central, o Escudo Sul-Rio-Grandense e a Planicie
Costeira. As altitudes variam desde o nivel do mar a mais de 1.000 metros de altitude,
sendo que mais de 50% da area do estado ndo ultrapassa os 300 metros de altitude (Vieira

1984, Villwock e Tomazelli 1995). Dois dominios morfoclimaticos atuam no estado, o
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Dominio dos Planaltos Umidos Subtropicais de Matas de Araucérias, na por¢do centro-
setentrional com predominio de vegetacdo florestal e o Dominio das Coxilhas Umidas
Subtropicais da Campanha Gaucha abrangendo a por¢do meridional com predominio de
gramineas (Ab’Saber 1970).

No Dominio Morfoclimatico dos Planaltos Umidos Subtropicais de Matas de
Araucarias estd o Planalto das Araucéarias, que no Rio Grande do Sul é composto pelo
Planalto dos Campos Gerias e o Planalto Dissecado do Rio Uruguai (Viero e Silva 2010).
O Planalto dos Campos Gerias, situado no nordeste do estado, tem sua base formado por
rochas basalticas decorrentes de um grande derrame de lavas, compreendendo as terras
mais altas do Estado. Caracteriza-se por uma superficie ondulada, com altitudes de
aproximadamente 1.300 metros que decrescem no sentido leste-oeste (Vieira 1984, 2012;
Moreira 2003). O Planalto Dissecado do Rio Uruguai, situado no norte-noroeste,
corresponde a porcdo mais rebaixada do Planalto das Araucérias. E constituido
principalmente por derrames vulcanicos do Cretaceo (Viero e Silva 2010). A Escarpa da
Serra Geral forma o relevo de transicdo entre os Planaltos e a Planicie Costeira, ao leste e
com a Depressdo Central ao norte. Nas porc¢des leste e sudeste, o Planalto das Araucérias
termina em descidas bruscas e muito acidentadas, nessa area se encontram as escarpas mais
ingremes e os canions, como o Fortaleza e o Itaimbézinho, no Planalto Dissecado do Rio
Uruguai as escarpas separam o Planalto da Depressdo Central e s&o mais baixas e erodidas
(Viero e Silva 2010).

Os Planaltos de Uruguaiana e Sul-Rio-Grandense estdo inseridos no Dominio das
Coxilhas Umidas Subtropicais da Campanha Galicha (Ab’Saber 1970). O Planalto de
Uruguaiana, no sudoeste do Estado, ¢ formado por basaltos e andesitos, as cotas

altimétricas variam entre 70 e 300 metros, formando terrenos planos ou colinas amplas e
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suaves. No Escudo Sul-Rio-Grandense esta o Planalto Sul-Rio-Grandense, situado no
centro-sul, com substrato de origem complexa embasado por rochas cristalinas do pré-
cambriano, a paisagem é predominada por colinas e morros com esparsas superficies
planas. As altitudes ndo ultrapassam os 600 metros, e 0s principais desniveis que ocorrem
na area do escudo formam uma regido de serras, reconhecidas como as serras do Sudeste.
(Delgado et al. 2003, Viero e Silva 2010, Vieira 2012).

No que concerne a vegetacdo, na area do Planalto das Araucérias estdo presentes
formacgdes florestais do dominio Mata Atlantica, com a presenca da Floresta com
Araucaria, que foram gradualmente reduzidas pela acdo antropica e hoje representam
apenas formacdes residuais. Em meio as florestas estdo disseminados os campos,
conhecidos como Campos de Cima da Serra ou Campos de Altitude, formados por uma
grande variedade de gramineas (Rambo 1942, Viero e Silva 2010). Mais para o sudoeste
no Planalto de Uruguaiana, sob o dominio do Bioma Pampa, domina a vegetacao
campestre, semelhante a que ocorre nos campos de cima da serra, formada por gramineas
com a presenca de matas de galeria e capdes isolados. No extremo sudoeste encontra-se
uma mata em forma de parque com duas espécies dominantes o nhanduvai (Acacia
farnesiana) e o algarrobo (Prosopis algarobilla) (Rambo 1942, Vieira 1984, 2012). No
Planalto Sul-Rio-Grandense a vegetacdo € composta de amplas areas com gramineas
formando os campos limpos, e campos sujos, ocorrem ainda manchas de vegetagédo
arbustiva, touceiras de capinzal. Ainda nesta regido ocorre a floresta estacional
semidecidual, principalmente na porcéo leste (Vieira 1984, 2012; Moreira 2003).

A Depressdo Central ¢ formada por rochas sedimentares que ddo origem a um
extenso corredor em forma de arco. Este corredor liga o oeste ao leste do estado, separando

os planaltos do Bioma Pampa e da Mata Atlantica. Corresponde a areas colinosas de pouca
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altitude, que ndo ultrapassam os 400 metros (Magnoli et al. 2001, Viero e Silva 2010,
Vieira 2012). Nessa zona rebaixada estdo instalados os principais sistemas de drenagem do
estado (Viero e Silva 2010). A vegetacdo € composta em sua maior parte por campos
nativos, nas partes mais areniticas ocorrem matos arbustivos, nas areas mais uUmidas
ocorrem 0s prados e nas margens de rios aparecem as matas ciliares (Rambo 1942, Viero e
Silva 2010).

A Planicie Costeira se estabelece em toda Costa Atlantica do territorio do estado e
apresenta baixas altitudes. E a mais recente formacdo de terra, ocorrida no periodo
Quaternario (Villwock e Tomazelli 1995, Vieira 2012). Corresponde a uma faixa arenosa,
com grande ocorréncia de lagunas e lagoas, entre as quais destacam-se a Laguna dos Patos
e a Lagoa Mirim. Estd em constante mutacdo devido a sedimentacdo marinha e flavio-
lacustre. Na planicie costeira o solo € extremamente pobre, altamente permeavel a agua e
com acumulo de sal marinho. A vegetacdo € formada por espécies adaptadas ao terreno, de
porte rasteiro ou baixo, composto principalmente por gramineas arenicolas, ciperaceas e
mirtdceas (Rambo 1942, Vieira 1984, Tomazelli et al. 2000).

Estudos paleoambientais mostram que durante o Quaternario extensas areas de
campos predominaram nas paisagens do Rio Grande do Sul (Behling 1997, 2002; Behling
et al. 2004). As vegetacOes arbdreas restringiam-se a alguns setores na encosta do Planalto
das Araucérias (Ab’Saber 1970). Com as mudancas climaticas ocorridas apds o termino do
Ultimo Méaximo Glacial, uma rapida fase de mudanca vegetacional se iniciou com a
expansédo das florestas, na por¢cdo norte do estado, resultando no mosaico composto pela
Floresta com Araucéria e os Campos, que forma a paisagem atual do Planalto das
Araucarias (Behling 1997, 2002; Behling et al. 2004). As transformacdes ocorridas ao

longo do Quaternario resultaram na distribuicdo das formacfes vegetacionais no Recente,
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sendo o estado o limite meridional das matas tropicais do Bioma Mata Atlantica, e o limite
setentrional das formacgfes campestres no Bioma Pampa (Behling et al. 2004, Bauermann
2009).

No Rio Grande do Sul encontra-se o limite entre duas sub-regides zoogeograficas, a
regido Brasileira que corresponde a por¢éo tropical e a Patagdnica que incorpora elementos
temperados da paisagem, dividindo-o no sentido leste-oeste (Morrone 2010). Ao norte
desta divisdo encontram-se elementos tipicos da regido Brasileira compreendendo a
unidade morfoldgica do Planalto das Araucarias, e ao sul sdo encontrados os elementos
tipicos da Patagbnica, esta sub-regido incorpora as unidades morfolégicas Depressdo
Central, Escudo Sul-Rio-Grandense e Planicie Costeira. As escarpas da Serra Geral atuam
como separador das sub-unidades Brasileira e Patagbnica, porém no extremo oeste a
fisionomia é comum as duas sub-unidades (Dantas et al. 2010).

Diferentes estudos realizados nessa regido de transi¢éo evidenciam a influéncia das
particularidades da paisagem do Rio Grande do Sul na composicao e distribuicdo de varias
linhagens encontradas em cada sub-regido. As escarpas da Serra Geral sdo apontadas como
potencial barreira para a dispersdo de espécies como observado em roedores, como por
exemplo Oxymycterus nasutus (Pecanha et al. 2017), e também em processos de
diversificacdo, em Scapteromys tumidus e S. meridionalis (Quintela et al. 2014), Deltamys
kempi e D. araucéria (Quintela et al. 2017), Akodon reigi e A. paranaensis (Christoff et al.
2000), composicdo e riqueza de formigas e cupins (Diehl et al. 2014). Tal barreira
possivelmente também atue na diversificacdo de plantas adaptadas a areas abertas (em
campos) do género Petunia e Calibrachoa (Mé&der et al. 2013), presentes tanto nas
planicies do bioma Pampa, como nos campos de altitude, regides de altitude elevadas

dentro da Mata Atlantica.

23



1.4.  Citogenética em aves

As andlises citogenéticas permitem acessar o0 numero, forma e tamanho dos
cromossomos de uma espécie. Os cariotipos tipicos para as Aves sd0 compostos por um
alto numero diploide (aproximadamente 2n=80) e sdo caracterizados pela presenca de um
grupo de cromossomos chamados de microcromossomos, geralmente pequenos e
numerosos (Griffin et al. 2007). Este padrdo de cariotipo esta presente em todas as aves
Paleognatas (Aves basais) [exceto em Casuarius casuarius (2n=92)] e na maioria das Aves
Neognatas (Aves modernas) (Gunski et al. 2000, Nishida-Umehara et al. 2007, Nanda et al.
2011). Embora exista uma alta percentagem de espécies com cariotipos tipicos, existem
espécies com caridtipos atipicos, seja pelo alto namero diploide, tais como os Piciformes
ou pelo baixo numero diploide, tais como os Falconiformes (Kretschmer et al. 2018a).
Geralmente cada espécie de ave é caracterizada pela constancia do namero diploide e
morfologias cromossémicas entre as populacdes, entretanto, alguns casos de
polimorfismos cromossémicos foram descritos em espécies de Aves. Um dos casos mais
completos foi observado em Zonotrichia albicollis, onde polimorfismos do segundo par
cromossémico foram associados com variagdes na plumagem e comportamento (Thomas
et al. 2008).

A citogenética molecular associa a citogenética classica com a biologia molecular
através da técnica de Hibridizacdo in situ. A hibridizacdo é realizada pela aplicacdo de
sondas que permitem a marcacdo de cromossomos inteiros ou sequéncias dentro dos
cromossomos, essa técnica é conhecida como pintura cromossémica. A pintura
cromossémica em aves tem permitido a detecgdo de rearranjos cromossémicos de forma

mais precisa do que com as técnicas de citogenética classica (coloracdo convencional com
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giemsa e bandeamentos cromossomicos) (Kretschmer et al. 2018b). A utilizacdo desta
técnica em diferentes espécies mostrou que na maioria das linhagens de Aves, 0s dez
primeiros pares de Gallus gallus (GGA), mais 0 Z, encontram-se conservados como grupos
sinténicos, com excecdo do par 4, que aparece fissionado em dois elementos (par 4 e par
11, que correspondem ao braco curto e braco longo do par 4 de Gallus gallus,
respectivamente) (Shetty et al. 1999, Griffin et al. 2007, Nanda et al. 2008). Este resultado
levou a proposicdo de que o caridtipo ancestral das Aves (PAK) teria 2n=80, e contaria
com os grupos sinténicos semelhantes aos de Gallus gallus (2n=78), com excecdo do par 4,
que estaria fissionado no caridtipo ancestral. Em todas as espécies de Passeriformes
analisadas até o momento foi encontrada a fissdo do cromossomo 1 e a manutencdo do
cromossomo PAK4 e PAK10 separadamente (exceto Sylvia atricapilla, a qual apresenta a
mesma caracteristica derivada observada em GGA: PAK4 + PAK11). Além disso, com a
utilizacdo de sondas cromossomicas de Leucopternis albicollis foi identificada uma
complexa reorganizacdo do cromossomo 1q ancestral (GGALq), envolvendo inversdes
paracéntricas e pericéntricas em espécies de Oscines e Suboscines (Kretschmer et al. 2014,
2015, 2018b; dos Santos et al. 2015, 2017). A utilizacdo de técnicas de citogenética
molecular portanto, tem possibilitado a obtencdo de informagfes detalhadas sobre a

evolucdo cariotipica entre as Aves.

1.5  Genética populacional e processos historicos

A estrutura genética de uma populacéo e a forma como a diversidade genética esta
distribuida entre as populactes é resultado da combinacdo de processos historicos e
contemporaneos (Brown 1978, Templeton et al. 1995). A estruturacdo descreve como a

variacdo genética esta distribuida dentro e entre as populagdes enquanto a diversidade

25



genética mede a quantidade de variacdo presente numa populacdo (Lowe et al. 2004). A
similaridade entre as populacGes depende do nivel de fluxo génico existente entre elas, o
qual é dependente da taxa de migracdo entre as populacbes (Futuyma 1997). O fluxo
génico é responsavel pela homogeneizacdo da variagdo genética entre as populacdes.

Os eventos historicos podem propiciar, reduzir ou interromper o fluxo génico entre
as populacdes. Esses eventos histdricos, como os ocorridos durante o Pleistoceno, podem
influenciar nos processos de retracdo e expansdo das populacdes, e portanto, seu estudo
permite entender os padrbes de estruturacdo genética contemporaneos dos taxons (Hewitt
2000), e também testar hipdteses sobre os fatores que promoveram essas divergéncias
(McDonald 2003).

Marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados para acessar a
estruturacdo genética das populacbes. Os marcadores moleculares correspondem a locos
génicos que apresentem variabilidade adequada para estudar um problema bioldgico
(Avise 1994). Esses marcadores permitem, portanto o acesso aos dados da composi¢ao
genética das espécies. Além de permitir o acesso a informacgdes sobre a diversidade e
estruturacdo genética, podem tracar a distribuicdo da variacdo genética das populagdes e a

historia evolutiva de espécies (Templeton et al. 1995).
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JUSTIFICATIVA

O tico-tico ocorre em formacBes abertas Neotropicais. No Rio Grande do Sul ele é
encontrado nas areas do Bioma Pampa, nos Campos de Altitude da Mata Atlantica e em areas
abertas pela atividade humana. A historia evolutiva da espécie foi influenciada pelos eventos
climéticos do Pleistoceno. Vérios estudos foram conduzidos com a espécie e sugerem que as
variagBes comportamentais, morfologicas e genéticas observadas ao longo de sua distribui¢éo
sejam resultantes das variadas condi¢des ambientais das areas que ocupam (Nottebohm 1975,
Lijtmaer e Tubaro 2007, Lougheed et al. 2013, Campagna et al. 2014).

O caridtipo da espécie (2n=80) foi descrito através de uso de técnicas de citogenética
classica (de Lucca 1974) e polimorfismos nos cromossomos 2 e 4 foram identificados (de Lucca
e Rocha 1985, Rocha et al. 1990). Apesar dos estudos cariotipicos ja realizados, ainda se
desconhece a origem dos rearranjos responsaveis pelos polimorfismos observados no cariétipo
de Z. capensis, portanto, a aplicacdo de técnicas de citogenética molecular, como a pintura
cromossémica, possibilitaria o entendimento dos rearranjos e auxiliaria na compreensdo da
evolucdo do caridtipo nessa espécie. Varios estudos utilizando a citogenética molecular,
principalmente a pintura cromossdmica, permitiram a construcdo de analises comparativas entre
os cariétipos das aves devido a maior acuracia desta técnica em relacdo a citogenética classica na
deteccdo de rearranjos (Shetty et al. 1999, Griffin et al. 2007, Kretschmer et al. 2018a).

Em relacdo a estruturacdo da variabilidade genética, os estudos realizados indicam que as
populacdes de tico-tico dividem-se em trés grandes linhagens (denominadas A; B e C) ao longo
de sua distribuigdo (Lougheed et al. 2013, Campagna et al. 2014). A linhagem C, segundo os
autores, corresponde as populagGes que ocorrem no nordeste da Argentina e Brasil, porém
populacbes do Rio Grande do Sul ndo foram incluidas nessa andlise. Os estudos populacionais
avaliaram a diversidade genética da espécie através de frequéncias alozimicas (Lougheed e

Handford 1992), polimorfismos de comprimento de fragmentos no DNA mitocondrial
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(Lougheed et al. 1993) e com frequéncias haplotipicas (Cheviron e Brumfield 2009). Entretanto,
também faltam estudos genéticos populacionais desenvolvidos com as populagdes do Rio
Grande do Sul. Levando em consideragdo a influéncia do ambiente sobre a histéria evolutiva da
espécie, como citado acima, a dindmica vegetacional dos campos do Rio Grande do Sul durante
os periodos glaciais e interglaciais (Behling et al. 2004), e a escassez de estudos com aves em
areas de campos (Norambuena et al. 2018), a realizacdo de um estudo populacional permitira a
compreensdo da influéncia desses eventos na estrutura e diversidade genética das populagdes de

Z. capensis presentes no estado.
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OBJETIVOS

Esta tese tem como objetivo geral caracterizar geneticamente as populacdes de
Zonotrichia capensis presentes no estado do Rio Grande do Sul. E como objetivos especificos:
- Entender a organizacdo cromossdmica e identificar os rearranjos intercromossémicos e
intracromossémicos em Z. capensis;
- Comparar o cariotipo de Z. capensis com o de Gallus gallus e de outras espécies de
Passeriformes ja estudadas com pintura cromossémica;
- Avaliar os padroes de diversidade genética de populactes de Z. capensis;
- Verificar a influéncia do mosaico de habitats formados pelas diferentes fitofisionomias

presentes no estado do Rio Grande do Sul (Brasil) sobre os padrdes demograficos da espécie.
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Abstract

Zonotrichia capensis is widely distributed in the Neotropics. Previous cytogenetic studies demonstrated the pres-
ence of polymorphisms in two chromosome pairs (ZCA2 and ZCA4). Here, we report results based on comparative
chromosome painting, using probes derived from Gallus gallus and Leucopternis albicollis, focused on characteriz-
ing the chromosome organization of Z. capensis. Our results demonstrate the conservation of ancestral syntenies as
observed previously in other species of passerine. Syntenies were rearranged by a series of inversions in the second
chromosome as described in other Passeriformes, but in this species, by using probes derived from L. albicollis we
observed an extra inversion in the second chromosome that had not previously been reported. We also report a
paracentric inversion in pair 3; this chromosome corresponds to the second chromosome in Zonotrichia albicollis and
may indicate the presence of ancestral inversions in the genus. The chromosomal inversions we found might be im-
portant for understanding the phenotypic variation that exists throughout the distribution of Z. capensis.

Keywords: Birds, chromosomal rearrangements, molecular cytogenetics, FISH.
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Introduction

The rufous-collared sparrow (Zonotrichia capensis)
is a common small Neotropical passerine. It occurs in open
areas from Tierra del Fuego in Argentina to the province of
Chiapas in Mexico and from sea level to 5,000 meters
above sea level in the Andes Mountains (Sick, 1997; Rising
and Jamarillo, 2011; Bird Life International, 2015). Itis one
of the most polytypic bird species, with more than 20 sub-
species described, presenting variations in morphology,
migratory behavior, and vocal dialects, which may be due
to local adaptation or phenotypic plasticity (Chapman,
1940; Handford, 1983, 1985; Kopuchian et al., 2004; Mo-

Send correspondence to Thales Renato Ochotorena de Freitas.
Laboratério de Citogenética e Evolugao, Universidade Federal do
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oreetal.,2005; Cheviron et al., 2008 ). However, even with
this marked phenotypic variation, Z. capensis does not ex-
hibit genetic structuring among its populations, although
they present a pattern of different mitochondrial lineages
(Lougheed et al., 2013; Campagna et al., 2014).

Classical cytogenetics studies of Z. capensis have
shown that this species has 80 chromosomes (de Lucca,
1974; de Lucca and Rocha, 1985). Polymorphisms involv-
ing two autosomal pairs were also identified, probably due
to intrachromosomal rearrangements, such as inversions
(de Lucca and Rocha, 1985; Rocha et al., 1990). The
polymorphisms described for Z. capensis occur in auto-
somal pairs 2 and 4. Pair 2 can be acrocentric or submeta-
centric (2* and 25"‘), while pair 4 can be acrocentric or
metacentric (4" and 4™) (de Lucca and Rocha, 1985; Rocha
et al., 1990). The presence of these two polymorphic pairs,
with the occurrence of four chromosomal forms, allows the
combination of nine different cytotypes. All possible cyto-
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types were found and analyzed, but a geographically struc-
tured karyotypic distribution was not found, although there
is an apparent positive correlation between the increase in
frequency of the 4™ form and high latitudes and low tem-
peratures (Carvalho and Erdtmann, 1987; Souza and de
Lucca, 1988, 1991; Rocha et al., 1990).

Chromosomal polymorphisms caused by inversions
were identified in other bird species in different macro-
chromosomes; for example, involving pair 1 in Vanellus
vanellus (Hammar, 1970), pairs 2 and 5 in species of the ge-
nus Junco (Shields, 1973) and pair 5 in Cardinalis
cardinalis (Bass, 1979). The first case of a polymorphism
was reported for Zonotrichia albicollis, involving both pair
2 and pair 3 (Thorneycroft, 1966). Studies performed with
bacterial artificial chromosome (BAC) clones indicate that
the polymorphism of Z. albicollis chromosome 2 was
caused by at least two pericentric inversions. In this spe-
cies, the polymorphism of pair 2 has been correlated with
phenotypic and behavioral variations (Thomas et al.,
2008).

The vast majority of passerine species have diploid
numbers of approximately 80 chromosomes, without sub-
stantial variations in genome structure (Christidis, 1990).
Fission, fusion and translocation events are rare, but inver-
sions, especially pericentric, are quite common and are reg-
ularly found as fixed differences between species and as
segregating polymorphisms within species (Hoffmann and
Rieseberg, 2008; Faria and Navarro, 2010; Zhang et al.,
2014).

The application of comparative chromosome painting
using Gallus gallus (GGA) probes allows the identification
of homologous syntenic blocks that are conserved in the
karyotypes of birds (Griffin et al., 2007). In relation to the
presumed ancestral karyotype of birds, the Passeriformes
present a fission of the first ancestral chromosome (GGA1)
(Guttenbach et al., 2003; Dersujeva et al., 2004; Itoh and
Arnold, 2005; de Oliveira et al., 2006; Nanda et al., 2011;
Kretschmer et al., 2014, 2015; dos Santos et al., 2015,
2017). The use of GGA probes has proven to be efficient in
detecting interchromosomal rearrangements, but they are
not very informative regarding intrachromosomal rearran-
gements and cannot indicate the origin of chromosomal
breaks (Guttenbach et al., 2003). On the other hand, the use
of probes derived from Leucopternis albicollis (LAL) has
allowed the identification of sites of evolutionary chromo-
somal breaks (de Oliveira et al., 2010; Kretschmer et al.,
2014) as well as of complex rearrangements of chromo-
somes corresponding to GGAlq that result in paracentric
and pericentric inversions (Kretschmer ef al., 2014, 2015;
dos Santos et al., 2015, 2017). Therefore, LAL probes can
be used to generate hypotheses about the mechanisms re-
sponsible for these rearrangements.

Although the chromosomal polymorphisms and the
karyotype of Z. capensis (ZCA) have been well character-
ized via classical cytogenetics, the chromosomal mecha-
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nisms that caused these rearrangements remain unknown.
Thus, in this work, we used molecular cytogenetic tech-
niques to analyze the karyotypes of three individuals of Z.
capensis with the objective of understanding the chromo-
somal organization and identifying intrachromosomal rear-
rangements, as well as comparing the ZCA karyotype with
data obtained from other species of Passeriformes.

Material and Methods

Skin biopsies were obtained from three specimens of
Z. capensis collected in Sdo Gabriel (30°20°45.32” S and
54°19°19.55” W), Rio Grande do Sul State, Brazil. The col-
lections were carried out with the permission of the respon-
sible environmental agency (SISBIO n° 49950-1). The
experiments followed protocols approved by the Animal
Use Ethics Committee of the Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (project 29745).

The chromosomes were obtained from cell cultures of
fibroblasts according to Sasaki et al. (1968). The protocol
includes treatment with colchicine (0.05%, 1 h, 37 °C), fol-
lowed by treatment with hypotonic solution (KCL 0.075 M,
15 min, 37 °C) and fixation with methanol/glacial acetic
acid (3:1). Metaphases were conventionally stained (5%
Giemsa in 0.07 M phosphate buffer, pH 6.8) for observa-
tion of the morphology of the macrochromosomes and veri-
fication of the polymorphisms of pairs two and four.

Fluorescent in situ hybridization (FISH) with bio-
tin-labeled ribosomal (18S) probes was used for the detec-
tion of ribosomal genes, following a protocol described by
Daniels and Delany (2003). Chromosome painting was per-
formed with probes of the first ten pairs of GGA chromo-
somes and with corresponding probes for LAL, GGAl
(LAL3, 6,7, 15, and 18), GGA2 (LAL2, 4, and 20), GGA3
(LAL9, 13, 17, and 26), GGA4 (LAL1 and 16), GGAS
(LALS), and GGA6 (LAL3), according to de Oliveira et al.
(2010). FISH images were photographed through the 63
immersion objective on a Zeiss Imager2 fluorescence mi-
croscope and analyzed with AxioVision 4.8 software
(Zeiss, Germany).

Results

The Z. capensis genome is organized into 80 chromo-
somes. The first and second pairs are submetacentric, the
third and fifth to eighth acrocentric, and ninth and tenth
metacentric. The fourth pair is polymorphic, acrocentric or
metacentric. The Z sex chromosome is submetacentric, and
the W chromosome is metacentric. The remaining chromo-
some pairs are microchromosomes (Figure 1).

Chromosome painting with Gallus gallus probes
shows the conservation of ancestral macrochromosomes,
with the exception of the chromosome GGA 1, which corre-
sponds to two pairs, as in all Passeriformes analyzed to date
(Figure 2). Leucopternis albicollis probes confirm the re-
sults obtained with G. gallus probes (Figure 2). 18S rDNA
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Figure 1 - Metaphases of three individuals of rufous-collared sparrow
showing the occurrence of a polymorphism in pair 4, which has metacen-
tric or acrocentric morphology. (A) Male: metacentric-acrocentric (B)
Male: acrocentric-acrocentric, (C) Female: metacentric-metacentric. The
arrows indicate the chromosomes of pair 2 (the species shows poly-
morphisms in this pair, according to the literature, but in the sampled indi-
viduals, we observed only the submetacentric morphology) and pair 4.
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probes hybridized to one pair of microchromosomes (Fig-
ure 2). The homology map is shown in Figure 3.

In adition, Leucopternis albicollis chromosome
painting allowed the identification of a series of inversions
in the chromosome ZCA2 (GGAlq) and one inversion in
the chromosome ZCA3 (GGA3). In ZCA2, we observed a
break between the fragments of LAL18 and LAL7 and an-
other in the half of LAL6 present in the short arm, leading
to a pericentric inversion of the fragment (Figure 4 A,B). In
ZCA3 we also observed two breaks, one in LAL13 and one
in LAL17 that was followed by a paracentric inversion of
the fragment (Figure 4 C,D).

Discussion

The diploid number of Zonotrichia capensis is typical
of the order Passeriformes, in which the most common
number of chromosomes is 76-80, with few macrochro-
mosomes and many microchromosomes (Christidis, 1990;
Kretschmer et al., 2014; dos Santos et al., 2015). The chro-
mosomal morphologies are also similar to those from other
passerine species described in the literature. Itis known that
the second and fourth chromosome pairs are polymorphic
in this species (de Lucca and Rocha, 1985). However, in the
individuals we sampled, we found polymorphisms only in
the fourth pair (metacentric or acrocentric).

The ribosomal sites are in only one pair of
microchromosomes, as shown by hybridization of the 18S
rDNA probe. This is probably an ancestral character,
since all paleognath species (Ratites) have this character-
istic (Nishida-Umehara et al., 2007). Other passerine spe-
cies have ribosomal genes in one pair (Taeniopygia
guttata and Saltator genus), two pairs (Serinus canaria
and Turdus albicollis), or three pairs (Turdus rufiventris)
of microchromosomes (Kretschmer et al., 2014; dos
Santos et al., 2015, 2017). Most likely, in species with
more than one pair of microchromosomes with these se-
quences, duplication of rDNA clusters has occurred with
redistribution by translocation (Stitou et al., 1997) or by
the action of mobile genetic elements, as reported in plants
(Raskina et al., 2008).

Chromosome painting with Gallus gallus probes
shows the conservation of most of the ancestral macro-
chromosomes, with the exception of GGA1, which corre-
sponds to two distinct pairs (ZCA2 and ZCAS). The centric
fission of the chromosome corresponding to GGAI has
been found in all Passeriformes studied by chromosome
painting to date (17 evaluated so far, including ZCA), rein-
forcing the idea that this was a characteristic present in the
last common ancestor of the Passeriformes (Guttenbach et
al., 2003; Derjusheva et al., 2004; Itoh and Arnold, 2005;
Nanda et al., 2011; Kretschmer et al., 2014, 2015; dos
Santos et al., 2015, 2017).

Like GGA probes, LAL probes confirm the fission of
putative avian ancestral chromosome 1 and the conserva-
tion of the other macrochromosomes. In addition, these
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Figure 2 - Chromosome hybridization patterns with Leucopternis albicollis (LAL) probes (A: LAL1; B: LAL2; C: LAL13; D: LAL17), Gallus gallus
(GGA) probes (E: GGA9) and 18S rDNA probes (F) onto rufous-collared sparrow metaphases.
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Figure 3 - Partial karyotype of the first 12 autosomal pairs of a male (ZZ) indicating the correspondences with Gallus gallus (lower) and Leucopternis

albicollis (right).

probes revealed inversions (paracentric and pericentric) in
the ZCA2 chromosome (GGAlq), as in other Passeri-
formes (Kretschmer et al., 2014, 2015; dos Santos et al.,
2015, 2017). However, the order of LAL segments corre-
sponding to GGA1q was different from those found in the
other Passeriformes, probably due to an extra inversion.
The main difference observed was the presence of a LAL18
fragment in the short arm in Z. capensis, which has not yet
been observed in any other passerine (Kretschmer et al.,
2014, 2015).

Chromosome ZCA2 is probably homologous to chro-
mosome 3 of Z. albicollis (ZAL3) and these two species
may share inversions on the same chromosome. It is known
that chromosome ZAL2 corresponds to GGA3 (Thomas et
al., 2008), but the correspondence between the other ZAL
and chicken macrochromosomes is unknown. In all oscine
passerines analyzed to date, the first autosomal pair corre-
sponds to GGA2 (Guttenbach et al., 2003; Derjusheva et
al., 2004; Itoh and Arnold, 2005; Kretschmer et al., 2014,
2015; dos Santos et al., 2015, 2017), therefore, chromo-
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Figure 4 - Inversions on the chromosomes of rufous-collared sparrow
demonstrated by the application of probes of L. albicollis, compared to
other passerines for chromosome ZCA2 and compared to GGA3 for chro-
mosome ZCA3.

some ZAL3 of Zonotrichia albicollis probably corresponds
to GGAlq. In Zonotrichia capensis, we considered chro-
mosome ZCA3 as GGA3 and ZCA2 as GGAlq. Because
ZCA2 corresponds to ZAL3, the submetacentric form
seems to be ancestral for the genus, as hypothesized by
Thorneycroft (1975). The observed inversions may have
arisen in the ancestor of these species and been maintained
in these two strains. However, more studies are needed to
evaluate this hypothesis, mainly by mapping BAC clones.
There are currently no studies evaluating the polymor-
phisms in ZAL3.

Although both Z. albicollis and Z. capensis have in-
versions on the chromosome corresponding to GGA3
(ZAL2 and ZCA3, respectively), this inversion in Z.
capensis does not lead to the observed polymorphism. In-
terestingly, none of the seven species of passerine analyzed
to date with Leucopternis albicollis probes (Kretschmer et
al., 2014, 2015, dos Santos et al., 2015, 2017) show inver-
sions in the chromosomes corresponding to GGA3. Most
probably, further intrachromosomal rearrangements have
occurred in this chromosome after the divergence of these
species. Alternatively, both species could have shared
intrachromosomal rearrangements, because rearrange-
ments on the chromosome that corresponds to GGA3 are
not common in passerine species.
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With regard to ZCA4, at the moment it is not possible
to indicate by chromosome painting alone that the poly-
morphism on this chromosome was caused by a pericentric
inversion or by centromere repositioning, because this
chromosome corresponds to an entire chromosome in
Leucopternis albicollis (LAL1). In avian, intrachromo-
somal rearrangements are very common and have been
identified in silico data (Aslam et al., 2010; Volker et al.,
2010; Skinner and Griffin, 2012) and by chromosome
painting using L. albicollis probes (Kretschmer et al., 2014,
2015; dos Santos et al., 2015, 2017). The surprisingly high
number of intrachromosomal rearrangements in birds is
likely due to the reuse of breakpoints, as previously pro-
posed by Skinner and Griffin (2012). These breakpoint re-
gions show particular enrichment of pseudogenes, long
terminal repeats, DNA transposons and long interspersed
elements (LINEs) (Skinner and Griffin, 2012; Zhang et al.,
2014). However, centromere repositioning has also been
reported in birds. The most interesting case is that observed
in a comparative study of G. gallus and Alectoris rufa
(ARU), as chromosome 4 is submetacentric in G. gallus
and acrocentric in A. rufa. Previous studies have argued
that this difference was due to a pericentric inversion. How-
ever, the use of BAC clones for this chromosome showed
that the order of the genes is the same in both species, indi-
cating the occurrence of a neocentromere during diver-
gence (Kasai et al., 2003). In Z. capensis, chromosome 4 is
homologous to GGA4q and ARU4q, so it is possible that
there is a similar explanation for the rearrangementin ZCA.
Breakpoints on this chromosome may have been reused in-
dependently in ZCA and in Galliformes.

In summary, we have demonstrated the occurrence of
aseries of inversions in ZCA2 (GGA1q), as previously pro-
posed for other species of Passeriformes. However, the or-
der of LAL segments in ZCA is different from those in all
other species analyzed so far, mainly due to the presence of
a fragment of LAL18 in the short arm, which we report for
the first time in Passeriformes. We also observed a para-
centric inversion in ZCA3, which was previously described
in Z. albicollis. The presence of polymorphism of chromo-
some 2 (homologous to ZCA3) in Z. albicollis is associated
with phenotypic and behavioral variations (Thomas et al.,
2008), although a study of the distribution of the different
cytotypes (2 and 25, 4* and 4™) in populations in Brazil
did not find a correlation between these polymorphisms
and such variations (Souza and de Lucca, 1991). Therefore,
further investigations sampling the polymorphism of pair 2
among the numerous subspecies of Zonotrichia capensis,
as well as using techniques with more refined screening of
inversions, such as a BAC cloning map, could shed light on
possible relationships between chromosomal polymor-
phism and the phenotypic differences reported throughout
the species distribution.
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RESUMO

Neste estudo, foi analisado a estruturacdo populacional e a demografia histérica do Passeriforme,
adaptado a areas abertas, Zonotrichia capensis. Também foi avaliada a influéncia dos efeitos da
dindmica campo-floresta, ao longo do Pleistoceno superior, no tamanho efetivo e na estrutura
populacional presente no sul do Brasil, utilizando simulagdes coalescentes e rede de haplotipos.
Foram abordadas duas questbes principais: (1) Z. capensis, apresenta estrutura genética
populacional congruente com a observada em outros organismos na Ameérica do Sul? (2) As
diferentes fisionomias presentes no estado do Rio Grande do Sul (Brasil) influenciaram o
tamanho efetivo da populacdo de Z. capensis? Para investigar essas questdes, foram

sequenciados 597 pares de bases do marcador mitocondrial D-loop, e 562 pares de bases do

39


mailto:sbulau@yahoo.com.br

Intron 5 do gene beta-fibrinogénio de 138 individuos de 14 localidades do sul do Brasil. Ambos
os marcadores moleculares revelaram auséncia de estrutura genética nas populacdes de Z.
capensis em &reas com distintas fitofisionomias. Testes de neutralidade baseados em ambos 0s
loci, mostraram significativa expansdo demogréfica. As analises Bayesianas Skyline Plot,
realizadas de forma independente com os marcadores, sugerem expansdo demografica entre 40 ~
10 mil anos (incluindo o periodo do ultimo méximo glacial), seguida de periodo de estabilidade
populacional. Desta forma, os resultados mostram que a historia da diversificacdo de organismos
na regido Neotropical é complexa, e que nem todos 0s taxons, em especial as aves, parecem ter

sofrido os efeitos das glaciaces (ou dos periodos interglaciais).

Palavras-chave:

Aves; Campos Neotropicais; sul do Brasil; variacdo genética; tico-tico

INTRODUCAO

Os processos geologicos e climatoldgicos tém participacdo fundamental na diversificacéo
da biodiversidade e podem explicar os padrbes de distribuicdo e composicdo das espécies nos
ambientes (Turchetto-Zolet et al. 2013, Ali e Aitchison 2014). Os ciclos climaticos do
Quaternario tiveram grande importancia na dinamica de expansdo e retracdo das florestas e
savanas na América do Sul (Coltrinari 1993). Durante os periodos interglaciais (mais quentes) as
florestas expandiram suas distribui¢6es, enquanto nos periodos glaciais (mais frios) as formac6es
abertas tiveram suas maiores distribuicbes (Behling e Negrelle 2001, Behling et al. 2004,
Carnaval e Moritz 2008, Turchetto-Zolet et al. 2013).

As formacdes abertas estdo distribuidas de forma descontinua pelo neotropico e formam
um mosaico de diferentes tipos de campos das regides temperadas, de altitude e de zonas
subtropicais e tropicais (Suttie et al. 2005). Os campos neotropicais foram mais extensos durante
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o Ultimo Maximo Glacial (20.000 anos atras), provavelmente sua fauna esteve conectada
durante esse periodo e comecou a ficar isolada apenas recentemente (Haffer 1969), com graus de
conectividade variando com a altitude e localizacdo geogréfica. Essa dindmica de expanséao e
retracdo dos campos teve influéncia na historia evolutiva das espécies que ocorrem nessas
formagdes abertas, e promoveram eventos de expansdes populacionais quando as condic¢oes
ambientais foram mais favoraveis, seguidos de redugdes populacionais ou mesmo extingoes
quando os habitats adequados foram reduzidos (Hewitt 2000, Carnaval e Moritz 2008, Werneck
etal. 2012).

No Brasil os campos estdo presentes em todos os biomas e na regido sul eles ocupam
grande parte da paisagem. No Rio Grande do Sul os campos, presentes em por¢Ges com cotas
altimétricas de zero a 1.300 metros de altitude, formam uma paisagem heterogénea e estdo
incluidos em dois biomas, Bioma Pampa na por¢do sul e Mata Atlantica na por¢do norte do
estado (IBGE 2004, Andrade et al. 2019), onde formam um mosaico com as florestas de
Araucéria (Overbeck et al. 2007, Andrade et al. 2019). O Rio Grande do Sul ocupa uma zona
transicional entre climas temperados e tropicais (Cabrera e Willink 1980) e é o limite entre duas
sub-regides zoogeograficas, a regido Brasileira e a Patagdnica, dividindo-o no sentido leste-oeste
(Morrone 2010).

Estudos paleoambientais mostram que extensas areas de campos predominavam nas
paisagens do Rio Grande do Sul no final do Ultimo Maximo Glacial (Behling 1997, 2002). Essa
paisagem comecou a mudar entre quatro a trés mil anos quando as Matas de Araucaria
comecaram a expandir a partir das florestas de galeria ao longo dos rios (Behling 2002, Behling
et al. 2004). Essas transformacdes vegetacionais e a geomorfologia da regido sdo responsaveis
pela configuracdo da paisagem no Recente (Moreira 2003). Estudos realizados com roedores
(Christoff et al. 2000, Quintela et al. 2014, 2017; Pecanha et al. 2017), comunidades de formigas
e cupins (Diehl et al. 2014) e espécies de petunias (Mader et al. 2013, John et al. 2019) nessa

regido de transicdo evidenciam a influéncia das particularidades da paisagem do Rio Grande do
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Sul na composigdo das populacfes de espécies encontradas em cada sub-regido e em processos
de especiagdo, e apontam as escarpas da Serra Geral como barreira para a dispersdo das espécies.

Neste estudo foram realizadas andlises genéticas em Zonotrichia capensis, sendo este
pioneiro em analises populacionais com aves nessa regido de transicdo. Esse péssaro,
popularmente conhecido como tico-tico, é amplamente distribuido pelas areas de formacdo
aberta das Américas, que incluem as regides desérticas e montanhosas dos Andes, desertos de
terras baixas, campos, estepes patagbnicas e as areas campestres e regides serranas do dominio
Amazonico (Chapman 1940, Sick 1997, BirdLife International 2019). Ocorre em um grande
gradiente altitudinal e latitudinal desde a Provincia de Chiapas no México, até a Terra do Fogo
na Argentina (Sick 1997, BirdLife International 2019, Rising, J. & Jaramillo 2019). E
territorialista e considerado residente na maior parte de sua distribuicdo (Chapman 1940, Sick
1997). As variacbes morfoldgicas observadas ao longo de sua distribuicdo foram usadas para a
denominacdo de mais de 20 subespécies (Chapman 1940, Handford 1983, 1985).

A diversidade de habitats ocupados por Z. capensis propicia um cenario para a adaptacdo
local (Cheviron et al., 2008). Estudos comportamentais indicam que as variagcdes observadas no
canto e presenca de dialetos estdo relacionadas aos diferentes tipos de vegetacdo e a gradientes
altitudinais presentes nos habitats ocupados (Nottebohm 1975, Handford 1981, Handford e
Lougheed 1991, Lijtmaer e Tubaro 2007), mas ndo com as subespécies designadas (Nottebohm
1969, Handford 1983, Handford e Lougheed 1991, Lijtmaer e Tubaro 2007). Ainda, estudos
demonstram que os dialetos podem ter evoluido e assim reduzir o fluxo génico entre populacoes
vizinhas que estdo expostas a diferentes pressdes seletivas (Nottebohm e Selander 1972). Os
estudos genéticos (Zink et al. 1991, Lougheed e Handford 1992, Lougheed et al. 1993, Zink e
Blackwell 1996) também indicam que ha uma forte relacdo entre as mudancgas nas variaveis
climaticas e de vegetacdo, principalmente em transectos altitudinais, com as variacfes

morfologicas e comportamentais observadas, sugerindo uma adaptacdo local aos diferentes
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ambientes ocupados pela espécie (Cheviron e Brumfield 2009, Lougheed et al. 2013, Campagna
et al. 2014).

A historia demografica de Z. capensis foi influenciada pelos eventos biogeogréficos do
Quaternério. A distribuicdo da variacdo genética da espécie é estruturada em trés grandes
linhagens (A, B e C). A linhagem A compreende populacdes da América Central, noroeste da
América do Sul e da Republica Dominicana. Na linhagem B estdo representadas as populactes
da Republica Dominicana, Venezuela, Bolivia, Chile e das por¢Ges noroeste, central e
patagbnica da Argentina. E na linhagem C sdo encontrados hapldtipos do nordeste da Argentina
e do Brasil. Em duas localidades sdo observados componentes genéticos correspondentes a duas
linhagens, na Republica Dominicana onde séo encontrados haplétipos das linhagens A e B e em
Corrientes, Argentina onde sdo encontrados haplotipos das linhagens B e C. Essas trés linhagens
se diversificaram rapidamente durante Quaternério, e mostram sinais de expansdo com baixo
fluxo génico historico entre si, e auséncia de estruturacdo genética dentro dos clados (Lougheed
et al. 2013, Campagna et al. 2014). Na linhagem C, onde estdo os haplétipos das localidades do
Brasil, poucos pontos foram amostrados e no Brasil apenas dois locais, um no nordeste e outro
no norte, foram avaliados geneticamente por Lougheed e colaboradores (2013). Dessa forma, 0s
objetivos deste estudo foram avaliar (i) os padrdes de diversidade genética do tico-tico, e (ii)
avaliar a influéncia do mosaico de habitats formado pelas diferentes fitofisionomias presentes no
estado do Rio Grande do Sul (Brasil) sobre a distribuicdo da variabilidade genética entre as

populagdes de Z. capensis.

MATERIAL E METODOS
Declaracéao de ética
Os procedimentos adotados durante as coletas seguiram as recomendacgdes presentes no

Manual de Anilhamento de Aves Silvestres (IBAMA 1994). As coletas foram realizadas com
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licenca do ICMBio — SISBio (SISBio 49950-4) e aprovadas pelo Comité de Etica no Uso de

Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (projeto 29745).

Amostragem

Neste estudo foi analisado um conjunto de 138 amostras coletadas em 14 localidades no
estado do Rio Grande do Sul - Brasil (Figura 1, Tabela S1). Cinco na regido denominada como
Mata Atlantica (MA), trés na Zona de Transicdo (ZA) e seis no Pampa. Atividades de campo
foram conduzidas em 11 localidades no Estado do Rio Grande do Sul, entre os anos de 2016 e
2018, onde foram coletadas amostras de tecido de 110 espécimes de Z. capensis. Os individuos
foram atraidos por playback e capturados usando redes de neblina. Amostras de sangue foram
coletadas da veia braquial com agulha estéril, estocadas em papel filtro e depositadas no banco
de tecidos do Laboratdrio de Citogenética e Evolucdo da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul. Também foram utilizadas amostras provenientes do Parque Estadual do Espinilho (n=10),
cedidas pelo Museu de Ciéncia e Tecnologia da PUCRS, e amostras das localidades de Dom
Pedrito (n=8) e Sao Gabriel (n=10) cedidas pelo Laborat6rio de Diversidade Genética Animal da
Universidade Federal do Pampa Campus Sdo Gabriel. A amostragem abrange 0 mosaico
formado pelas diferentes fitosisionomias da Mata Atlantica e Pampa presentes no estado. O

detalhamento das amostras é fornecido na Tabela S1.

Extracdo e amplificacdo do DNA

O DNA total foi extraido a partir de amostras de sangue e musculo usando digestdo com
proteinase K seguida do protocolo de extragdo com CTAB (Doyle e Doyle 1987). Foram
amplificados dois marcadores moleculares, um fragmento mitocondrial e um nuclear: (1) Regiéo
Controladora (D-loop) utilizando os primers ZnGluF3 e LCA1-REV271 (Lougheed et al. 2013) ;
(2) o Intron 5 do gene do B-fibrinogénio (Fib-5) com os primers Fib5 e Fib6 (Marini e Hackett

2002). O mix para as reacdes em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reactions — PCR)
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para um volume final de 25ul de KCL bufffer continnham 50ng de DNA gendmico, 2,5 mM de
MgCl,, 0,5 pM de cada primer, 0,5 mM de dNTPs e 1 unidade de Taqg DNA polimerase
platinun™ (Invitrogen ). Controles negativos foram incluidos em todos os PCRs para verificar a
existéncia de contaminacoes.

As condicbes dos PCRs foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 94°C por 2 min; 38
ciclos com 30 s a 94°C, 40 s na temperatura de anelamento de cada par de primer (D-loop: 63°C
e Fib-5: 55°C), 1 min a 72°C; e extens&o final a 72°C por 10 min. Os produtos de PCR foram
corados com GelRed-Biotium® e visualizados em gel de agarose a 1%. A purificagdo foi
realizada na Macrogen Inc. (Seoul, South Korea), na qual também os produtos de PCR foram
sequenciados em sequenciador automatico ABI 3730. Os marcadores nucleares foram

sequenciados tanto pela cadeia pesada (heavy strand), quanto pela cadeia leve (light strand).

Alinhamento, edicao das sequencias e fase gamética

Os cromatogramas foram visualizados no programa Chromas Lite Vv.2.6.5
(https://technelysium.com.au/wp/), sendo editados e alinhados usando o algoritmo MUSCLE
(Edgar 2004), implementado no programa MEGA X v10.0.3 (Kumar et al. 2018). Todos os
alinhamentos foram inspecionados e corrigidos manualmente.

Para o marcador nuclear (Fib-5), os sitios heterozigotos presentes em ambas as
sequéncias, forward e reverse, foram codificados de acordo com o cddigo IUPAC. A fase
gamética dos individuos heterozigotos foi resolvida usando o algoritmo PHASE (Stephens et al.
2001) com valores default no DNASP 5. (Librado e Rozas 2009) e 0,7 de probabilidade minima.
Para 15 amostras a fase gamética ndo foi resolvida, pelo algoritmo PHASE, com no minimo 0,7
de probabilidade posterior, e estas foram removidas das analises futuras. Todas as sequéncias
obtidas foram depositadas no GenBank sob 0s nimeros de acesso: D-loop, XXXXX a XXXXX e

Fib-5, XXXXX a XXXXX.
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Estatisticas genéticas basicas e estruturacéo populacional

Para avaliar a diversidade genética das populacdes foram estimados nimero de sitios
variaveis (S), numero de haplétipos (h), diversidade de haplétipos (Hd), diversidade de
nucleotideos () ¢ média das diferencas nucleotidicas (k) usando os programas DNASP v5.10
(Librado e Rozas 2009) e ARLEQUIN v3.5 (Excoffier e Lischer 2010) para ambos 0s
marcadores (D-loop e Fib-5).

Redes de haplotipos foram geradas usando o algoritmo Median-joining implementado no
programa Network 5.0 (http://www.fluxus-engineering.com), para testar a relagdo entre os
hapl6tipos e a distribuicdo geogréfica presente no estado do Rio Grande do Sul. Foram realizadas
Anélises Bayesianas de Estruturacdo Populacional (BAPS) (BAPS 5.3 Corander e Marttinen
2006, Corander et al. 2008) para acessar 0 numero de populacbes, sem informacdo a priori da
localidade das amostragens, para os conjuntos de dados mitocondrial e nuclear separadamente.
As andlises foram rodadas assumindo o modelo de mistura para determinar o nimero mais
provavel de populacdes (k) para o conjunto de dados testado.

Uma andlise de variancia molecular (AMOVA, Excoffier et al. 1992) foi realizada para
checar o nivel de estruturacdo populacional entre localidades, para cada gene separadamente
usando o programa ARLEQUIN v3.5. A Significancia das andlises foi obtida com 1000
permutacfes. Também foram aplicadas AMOVASs sob trés modelos hierarquicos, realizadas para
examinar a particdo da variancia genética para os dados mitocondriais e nucleares: (a) 'entre as
localidades' e 'dentro das localidades ', (b) 'entre clusters (norte e sul)', ‘entre clusters dentro dos
clusters norte/sul’ e 'dentro dos clusters’, (¢) ‘entre trés fitofisionomias (Mata Atlantica [MA],
Zona de Transi¢do [ZN] e Pampa)’, 'entre clusters dentro das trés fitofisionomias’ e 'dentro das
fitofisionomias’. No cluster norte foram incluidas as localidades de Porto Vera Cruz, Palmeira
das Missdes, Sao José dos Ausentes, Tio Hugo e Vacaria; No cluster sul estdo as localidades de
Cachoeira do Sul, Chui, Dom Pedrito, Santa Maria, S&o Gabriel, Santo Antonio da Patrulha,

Manoel Viana, Parque Estadual do Espinilno e Pelotas. J& para os trés clusters das
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fitofisionomias, Porto Vera Cruz, Palmeira das Missdes, Sdo José dos Ausentes, Tio Hugo e
Vacaria correspondem ao cluster MA; Cachoeira do Sul, Santa Maria e Santo Antonio da
Patrulha ao cluster ZN e Chui, Dom Pedrito, Sdo Gabriel, Manoel Viana, Parque Estadual do

Espinilho e Pelotas ao cluster Pampa.

Anélises Demogréficas

As assinaturas de expansdo populacional, equilibrio ou declinio para os clusters
(investigados na subdiviséo populacional via AMOVA) e localidades foram inferidas a partir das
estatisticas D de Tajima (Tajima 1989) e Fs de Fu (Fu 1997), computadas no ARLEQUIN v3.5
(EXCOFFIER e LISCHER 2010).

A distribuicdo pairwise mismatch foi realizada no DNASP v.5.10 para inferir a
demografia histérica de Z. capensis do sul do Brasil, calculada com a frequéncia esperada com
base em um modelo de declinio do crescimento populacional. A soma dos desvios quadrados
(SSDs) entre a distribuicdo de mismatch observada e esperada e o indice de irregularidade (r)
foram calculados para testar a hipotese nula de expansdo espacial usando 0 ARLEQUIN v3.5.
Além disso, foi realizada a andlise Bayesiana Skyline Plot (BSP), que ndo pressup®e, a priori,
nenhum modo de crescimento e infere o tamanho efetivo da populagédo ao longo do tempo com
base na teoria coalescente (Heled e Drummond 2008). O analise BSP foi realizada tanto para o
marcador mitocondrial (D-loop), como para 0 nDNA (Fib-5) utilizando o programa BEAST
v1.8.4 (Drummond e Rambaut 2007).

Foram realizadas quatro analises independentes executadas por 40 x 107 geragBes
(amostragem a cada 10.000 e 20% de queima), frequéncias de bases empiricas, em um modelo
de substituicdo GTR + | em relacdo as sequéncias de D-loop, e HKY+G para o Fib-5. Os
modelos de substituicdo foram obtidos no software jModelTest 2 (Posada e Crandall 1998), e
escolhidos pelo melhor resultado de substituicdo baseados no critério de Akaike (AIC). As taxas

de substituigdo e datas estimadas de estudos anteriores foram utilizadas para calibrar o relogio
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molecular relaxado e tempos aproximados de divergéncia para os conjuntos de dados desse
estudo. Para o conjunto de dados mitocondrial, foi implementado uma distribui¢cdo normal prévia
baseado na taxa de substitui¢do aplicada ao grupo-irméo de Zonotrichia, o género Junco com 1.5
Myr?, e um desvio padrdo (SD) de 0.25 Myr, para permitir a incerteza da taxa evolutiva (Mila
et al. 2007), e para 0 marcador nuclear 0.37 Myrte SD 0.25 Myr! (Axelsson et al. 2004). A
reconstrugdo do método BSP foi realizada de forma independente no programa Tracer v1.7
(Rambaut et al. 2018) e a mediana e o intervalo de credibilidade de 95% foram plotados em

funcgéo do tempo.

RESULTADOS
Diversidade e estrutura genética populacional

Para o D-loop foram obtidas sequéncias com 597 pares de base (n=114) e de 562 pares de
base para o Fib-5 (n=124). O fragmento de mtDNA (D-loop) apresentou 27 haplétipos distintos,
definidos por 24 sitios polimdérficos. Apds a reconstrucdo haplotipica realizada para o marcador
nuclear (Fib-5), um total de 109 amostras (resultando em 218 hapldtipos) apresentaram
probabilidade superior a p > 0,7. Dessa forma, ap6s a exclusdo dos sitios ambiguos, o conjunto
de dados reduzidos para o Fib-5 apresentou 29 haplétipos com 20 sitios polimoérficos. Nao foram
verificados indels (dele¢des ou inser¢fes) em nenhum marcador molecular. O padrao dos indices
de diversidade (e.g. diversidade de haplétipos, diversidade nucleotidica e nUmero médio de
diferencgas de pares) para ambos marcadores é apresentado na Tabela 1. As estatisticas para 0s
marcadores em cada localidade séo apresentadas na Tabela S2.

Diferentes esquemas categoéricos foram aplicados para identificar a estruturacdo genética
populacional presente no Rio Grande do Sul. Em relacdo as redes de haplétipos, tanto as
sequéncias mitocondriais (D-Loop), como nucleares (Fib-5) apresentaram auséncia de
estruturacdo genética (Figura 2c e 2d). Entre os haplétipos H1-H12 e H12-H9 existem 2 e 3

passos mutacionais respectivamente, os restantes dos haplétipos se diferenciaram por um sitio de
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substituicdo. As redes haplotipicas apresentaram uma relagdo evolutiva reticulada, mais marcada
nas sequéncias nucleares, embora os haplétipos mitocondriais apresentem mais hapl6tipos de
baixa frequéncia do que em relacdo aos nucleares. Os haplotipos mais comuns (H3 e H6 para
mtDNA, e H1, H4 e H16 para nDNA) foram encontrados em locais geograficamente distantes, e
também nas distintas fitofisionomias e/ou biomas explorados. Ainda, os haplotipos mais
frequentes, H3 mtDNA e H1 nDNA, foram amostrados em todas as localidades (Figura 2,
Tabela 2).

Em relagdo a distribuicdo dos haplotipos nos agrupamentos testados, dos 27 haplétipos
obtidos para o D-loop (Figura 2c, Tabela 3), foram encontrados dez haplo6tipos de baixa
frequéncia com ocorréncia apenas no cluster Pampa, um no cluster ZN e oito hapl6tipos estavam
presentes apenas no cluster MA. Apenas dois haplétipos (H3 e H6) estdo compartilhados entre 0s
trés clusters. Trés sdo compartilhados entre as localidades dos clusters Pampa e ZN, um entre
Pampa e MA e dois entre ZN e MA (Figura 3a).

Para o Fib-5, dos 29 haplétipos obtidos, seis sdo compartilhados em pelo menos uma
localidade de cada um dos trés clusters (Pampa; MA; ZN). Um hapl6tipo esta presente tanto no
cluster Pampa como no ZN; quatro ocorrem em localidades dos clusters Pampa e do MA, e um
hapldtipo € compartilhado entre as localidades de ZN e MA (Figura 2d, Tabela 3). No cluster
Pampa foram encontrados 10 hapl6tipos de baixa frequéncia que ndo foram amostrados nos
outros clusters. O cluster ZN teve um hapl6tipo Unico e seis hapldtipos foram amostrados
exclusivamente no cluster MA (Figura 3b).

Considerando o conjunto de dados nédo-estruturado, os resultados da AMOVA mostraram
que existe mais variacdo (tanto do mtDNA, como do nDNA) dentro das localidades (> 95%), do
que entre as localidades amostradas (< 4,12%) (Tabela 3), ndo indicando uma diferenciacéo
genética entre as localidades/populagdoes (mtDNA: @ st = 0,04117, P < 0,05; nDNA: ® s1 =
0,02337, P > 0,05). Ainda, quando aplicados os trés niveis hierarquicos da AMOVA,

independente dos critérios de agrupamento propostos, seja com clusters (norte e sul) ou com trés
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fitofisionomias, ndo encontramos estruturagdo genética evidente entre 0s grupos hipotéticos para
ambos marcadores. Assim, a AMOVA indicou que a maior porcentagem de varia¢do genética foi
observada dentro dos clusters ou fitofisionomias, > 95% (P < 0,05) para D-loop, e > 97% (P >
0,05) para Fib-5, indicando que a estrutura genética entre localidades é baixa (mtDNA) ou
ausente (Fib-5). As andlises BAPS (Figura 2e e 2f) indicaram a presenca de quatro populacoes
para 0 D-loop e sete para Fib-5. No entanto esses clusters ndo foram coerentes espacialmente,

corroborando a auséncia de estruturacdo genética indicada pela rede de hapl6tipos e AMOVAS.

Testes de neutralidade e expansdo demogréfica

Os testes de neutralidade, em relacdo ao panorama geral, foram negativos e significativos
para D de Tajima e Fs de Fu, para 0 mtDNA e nDNA (exceto o D de Tajima negativo e nédo
significativo para o Fib-5), indicando que Z. capensis pode ter experimentado uma expansao
populacional recente (Tabela 1). Por outro lado, os diferentes critérios de agrupamento aplicados
ao Fib-5 apresentou valores positivos para o teste D de Tajima (0.11200 a 2.09579) em
diferentes critérios de agrupamento, o que poderia ser um indicador de contracdo (poucos sitios
segregantes/muitas diferencas entre pares).

Os resultados da distribuicdo mismatch para analise de mtDNA e nDNA foram
aproximadamente unimodais (Figura 4). Para o marcador mitocondrial, a estatistica da soma dos
desvios quadrados (SSD) foram ndo significativos (SSD = 0.00037085, P = 0,942), e o indice de
irregularidade Harpending's (r: 0.02484142, P = 0.924) sob os modelos de expansao falharam
em rejeitar o modelo de expansédo espacial. Padrdes semelhantes sugerem expansdo demografica
para 0 nDNA (SSD = 0.01957936, P = 0.4969; r: 0.02744524, P = 0.72790).

A forte evidéncia de expansdo demogréafica veio da andlise da BSP. Os resultados
mostraram padrdes diferentes entre os conjuntos de dados mitocondriais e nucleares. Para o
marcador de mtDNA, os resultados mostraram um crescimento relativamente constante no

tamanho efetivo da populacdo ao longo do tempo (0.010 — 0.043 Ma), seguido de uma
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estabilidade demografica/declinio suave a partir de dez mil anos atras (Figura 4). Para 0 nDNA,
foi observado um tamanho populacional constante nos ultimos 50 mil anos até 20 mil, apds uma
longa fase de estabilidade demografica; a populacdo entdo pareceu ter experimentado uma fase
de expansdo demogréfica acelerada de aproximadamente 0.005 — 0.020 Ma, seguida por uma

possivel diminui¢do no tamanho da populagdo ha 5 mil anos.

DISCUSSAO
Estrutura populacional e demografica em Zonotrichia capensis

Nesse estudo foi acessada a variacdo na diversidade e estrutura genética de Zonotrichia
capensis em nivel populacional. As amostras foram coletadas em areas de campo de localidades
pertencentes aos dois biomas que ocorrem no estado do Rio Grande do Sul, Pampa (na regido
sul) e Mata Atlantica (na regido norte). Os resultados das Andlises Bayesianas da Estrutura da
Populacdo (BAPS), das AMOVAs, juntamente com as redes de haplétipos, baseadas em loci
mitocondriais e nucleares, corroboram para um cenario de auséncia estruturacdo genética
populacional em Zonotrichia capensis na populacdo avaliada. Assim, independente da estratégia
aplicada para inferir estruturagdo populacional, as localidades ndo formam grupos genéticos
distintos considerando que eles ndo se agrupam em grandes clusters exclusivos para cada um dos
dois biomas ou fitofisionomias propostos.

As andlises das sequéncias dos marcadores mitocondrial e nuclear indicam auséncia de
estruturacdo genética entre as localidades testadas, embora a distribuicdo dos hapl6tipos do
mtDNA sugira uma fraca estruturacdo populacional. A presenca de haplotipos com baixa
frequéncia em apenas algumas localidades, para esse marcador, diferenciam fracamente os
agrupamentos Pampa e MA. A fraca estruturacdo apresentada pelo mtDNA poderia indicar uma
menor taxa de dispersdo das fémeas. Embora estimativas de distancia de dispersdo ndo estejam
disponiveis para Z. capensis, estudos realizados com uma espécie do mesmo género, Z.

leucophrys, indicam que ambos 0s sexos dispersam, mas que 0s machos tendem a ser mais
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filopatricos do que as fémeas (Morton 2002). Portanto, um viés de dispersdo populacional
baseado no sexo, parece ndo ser a causa das diferencas nos resultados observadas entre o0s
marcadores utilizados.

Cheviron e Brumfield (2009) atribuiram a discrepancia encontrada na estruturacdo da
variacdo genética em populagdes de Z. capensis, nos marcadores mitocondriais e nucleares a
importancia funcional da mitocondria. Nesse caso citado pelos autores acima, as populagoes
foram amostradas em gradiente com abrupta variacdo altitudinal, os hapl6tipos mitocondriais
poderiam estar sendo influenciados por um balanco entre selecdo ao ambiente e migragdo. Os
resultados obtidos neste estudo indicam taxas de fluxo génicos de moderadas a altas entre as
localidades amostradas, indiferente do ambiente e gradiente altitudinal. E as analises de
divergéncia populacional indicam que o maior percentual de variagcdo genética estd dentro das
localidades. Assim, a explicacdo proposta pelos autores citados acima parece ndo se aplicar a
populacdo desse estudo. Por outro lado, a discordancia observada em marcadores mitocondriais e
nucleares é esperada devido as caracteristicas de heranca desses genomas. O DNA mitocondrial
é hapldide e herdado uniparentalmente, e portanto representa um quarto do tamanho efetivo
populacional. O que poderia explicar a causa de divergéncias na estruturacdo populacional
apresentada por esses marcadores em casos onde ndo existem barreiras ao fluxo génico (Toews e
Brelsford 2012). As diferencas observadas na distribuicdo dos haplétipos de ambos o0s
marcadores utilizados nesse estudo poderiam entdo ser atribuidas a maneira como cada marcador

reconstroi a histdria evolutiva da espécie.

Efeitos da dindmica campo-floresta

Estudos filogeograficos e populacionais ainda séo escassos para as formacdes abertas da
América do Sul. Embora alguns estudos realizados evidenciem a influéncia da heterogeneidade
dessas paisagens campestres e dos eventos geoclimaticos ocorridos durante o Pleistoceno, a

historia evolutiva das espécies que ocupam os campos foram influenciadas de diferentes
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maneiras (Felappi et al. 2015, Moreno et al. 2018). Espécies de aves (Norambuena et al. 2018),
ou complexo de espécies de aves (Campagna et al. 2013, van Els et al. 2019), que ocorrem nos
Campos Neotropicais, com longo tempo de divergéncia tiveram suas historias evolutivas
afetadas de maneira mais profunda pelos eventos geoclimaticos do Pleistoceno e apresentam
clados genéticos estruturados ao longo de suas distribui¢bes. Por outro lado, em aves com
historia evolutiva mais recente sdo identificados processos de expansdo populacional e maior
fluxo génico (Lima-Rezende et al. 2019). Fato semelhante acontece com aves da Mata Atlantica,
onde a histdria evolutiva das espécies foi afetada de diferentes maneiras pelos eventos do
Pleistoceno (Cabanne et al. 2016). Estudos filogeograficos com espécies de aves dessa regido,
exemplo Sclerurus scansor cearensis e Xiphorhrynchus atlanticus demonstram que suas
populagdes tiveram fortes redugdes, e mesmo eventos de gargalos de garrafa (Cabanne et al.
2007, D’Horta et al. 2011), enquanto outras espécies, como Shiffornis virescens e Myiothlypis
leucoblephara, mantiveram populacdes estaveis durante o periodo de retracdo das formacdes
florestais (Batalha-Filho et al. 2012, Cabanne et al. 2013, 2016).

Ao longo de sua distribuicdo Z. capensis apresenta trés clados distintos, com sinais de
expanséo recente e baixo fluxo génico entre eles (Lougheed et al. 2013, Campagna et al. 2014),
embora estudos genéticos tenham indicado diferenciacdo populacional quando as populagdes
ocorrem em diferentes tipos de vegetacdo e gradientes altitudinais (Lougheed e Handford 1992,
Lougheed et al. 1993, Cheviron e Brumfield 2009). A diversidade genética dentro dos clados é
pouco explorada, principalmente no clado C, proposto por Lougheed e colaboradores (2013), que
corresponde as populacdes que ocorrem no Brasil. No estado do Rio Grande do Sul, as escarpas
da Serra Geral constituem uma marcada caracteristica geomorfoldgica entre as paisagens do sul
da Mata Atlantica e do Pampa. No ponto de contato oriental entre esses dois biomas as escarpas
poderiam ter atuado como barreira para a dispersdo entre 0 Pampa e as atuais areas abertas da
Mata Atlantica. A influéncia das escarpas &€ demonstrada em estudos populacionais e/ou

filogeogréaficos em diferentes tdxons que associam esta caracteristica geoldgica com a promocao
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de descontinuidades genéticas (Christoff et al. 2000, Méader et al. 2013, Quintela et al. 2014,
Diehl et al. 2014, Peganha et al. 2017, John et al. 2019). Entretanto, para a populagéo de Z.
capensis aqui estudada, tal barreira geografica parece ndo ter influéncia sobre a estrutura
genética populacional, j& que a espécie apresenta auséncia de estruturacdo genética.

Z. capensis € uma espécie recente, seu tempo de divergéncia e posterior expansao pelo
Neotropico é estimado em 140 mil anos (Zink et al. 1991, Lougheed et al. 2013). Os
significativos sinais de expansdo demografica, corroborados pelos resultados negativos e néo-
significativos dos testes de neutralidade, sugerem que a espécie tenha experimentado expansédo
demografica iniciada ha 50 - 40.000 anos. Essa fase de expansdo populacional é concordante
com o periodo de maior expansdo dos campos na América do Sul (Behling 1997). Por volta de
10 mil anos se inicia um periodo de estabilidade que se prolonga até o presente. Este periodo
coincide com o final do Ultimo Méaximo Glacial no qual ocorreram mudangas climaticas e
transformacfes vegetacionais rapidas, responsaveis pela diminuicdo das areas de campo na
regido desse estudo (Behling 2002, Behling et al. 2004). Portanto, € provavel que a expansdo
populacional observada, esteja relacionada as mudangas climaticas que ocorreram localmente
nesse periodo.

Ainda, embora a porc¢do norte do estado esteja atualmente sob o dominio Mata Atlantica,
a ocupacdo dessas areas por formacdes florestais se iniciou ha quatro mil anos (Behling et al.
2004). As areas abertas do dominio Mata Atlantica, os campos de altitude, formam conexdes
com os campos do Bioma Pampa, o que permite o fluxo génico entre essas regides e a
consequente homogeneidade genetica observada entre as populacbes de Z. capensis. Estes
fatores podem justificar a auséncia de estruturacdo genética da populagdo de tico-tico em um
ambiente climatico e fitogeografico heterogéneo como o encontrado no estado do Rio Grande
Sul.

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a populacdo de Z. capensis apresenta uma

distribuicdo homogénea de sua variacdo genética, apesar da leve tendéncia a estruturacdo
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demonstrada pelo marcador mitocondrial. A dindmica demogréfica revelou crescimento
populacional durante o periodo glacial (40.000 — 10.000 anos atras) e estabilidade a partir do
inicio do periodo interglacial (10.000 anos atras — presente) para a populagdo presente no
extremo sul do Brasil. O periodo de crescimento populacional deste passeriforme, coincide com
0 periodo em que a paisagem da regido de estudo era dominada por pastagens (gramineas) e a
fase de estabilidade coincide com o periodo de mudancas ecoldgicas ocorridas ap6s o final do
Ultimo Maximo Glacial. As escarpas da Serra Geral, indicadas como barreira geografica ao
fluxo génico para outros tdxons, parecem nao ter influéncia sobre a dinamica populacional dessa
espécie. Pode-se considerar, através das taxas de fluxo génico e os indicativos de expansdo
populacional encontrados, que ainda ndo tenha decorrido tempo suficiente para divergéncias
genéticas entre as localidades, tal como proposto para explicar a auséncia de estruturacdo
genética na espécie em outros passeriformes (Anjos 2006, Batalha-Filho et al. 2012, Cabanne et
al. 2013). Assim, neste estudo de caso com perspectiva populacional, elucidamos parcialmente a
trajetoria evolutiva desse passaro, que pode ndo ter sofrido ainda os efeitos das expansdes das
formacOes florestais que moldaram as regibes leste da América do Sul. Esse estudo além de
contribuir para explicar a historia evolutiva de Z. capensis, demonstra que a complexa histéria

biogeografica da América do Sul afetou as espécies ou grupos de espécies de diferentes formas.
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Figura 1. Pontos amostrais de Zonotrichia capensis no estado do Rio Grande do Sul. As cores representam as
divisdes populacionais propostas de acordo com as caracteristicas fitofisionomicas da localidade amostrada. Em
amarelo (Pampa): 1 — Chui; 2 — Parque Estadual do Espinilho; 3 — Dom Pedrito; 4 — Pelotas; 5 — Sdo Gabriel; 6 —
Manoel Viana. Em alaranjado (zona de transi¢do): 7 — Cachoeira do Sul; 8 — Santa Maria; 9 - Santo Antbnio da
Patrulha; Em vermelho (Mata Atlantica): 10 — Tio Hugo; 11 — S&o José dos Ausentes; 12 — Vacaria; 13 — Porto Vera

Cruz; 14 — Palmeira das Missoes.
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Figura 2. (a) Mapa da América do Sul, com destaque o estado do Rio Grande do Sul (Brasil). (b) Mapa topografico
com os pontos amostrais de Zonotrichia capensis deste estudo (detalhes ver Tabela S1). (c) Rede de haplétipos
baseada em 597 pb de D-loop. (d) Rede de hapldtipos baseada em 562 pb do Fib-5. As cores nas redes
correspondem as cores no mapa, e denotam os 3 principais clusters propostos (ver Fig. 1; Tabela 3). (e,f) Anélise
Bayesiana de estrutura populacional (BAPS) de Z. capensis. Agrupamento baseado em 597 pb de D-loop e 562 pb
de Fib-5. Cores indicam os melhores nimeros de clusters para cada marcador. Nameros representam as localidades

amostradas, de acordo com o mapa.
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Figura 3. Diagrama de dispersdo dos haplotipos vs. localidades. Na andlise discriminante, no eixo X estdo
identificados os haplétipos encontrados nesse estudo; No eixo Y estdo indicadas as localidades amostradas; As cores
representam as particdes geograficas propostas (Em amarelo: Pampa; Em alaranjado: Zona de transi¢do; Em
vermelho: Mata Atlantica). Em destaque aqueles hapl6tipos compartilhas entre pelo menos uma localidade de cada
particdo geografica.
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Figura 4. Histdria demogréfica da populacéo do Rio Grande do Sul (Brasil) de Z. capensis com assinaturas para
expansdo populacional. A, distribuices de incompatibilidade de diferencas de pares de hapl6tipos de D-Loop e
Fib-5 obtidos sob um modelo que permite expansdo. B, Bayesian Skyline Plot para o conjuntos de dados D-
Loop e Fib-5. Linhas em negrito indicam a mediana do tamanho efetivo da populacéo ao longo do tempo e as
linhas coloridas representam 0s 95% de maiores densidades posteriores sobre as estimativas medianas ao longo

da historia coalescente da populacdo do Rio Grande do Sul.
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TABELAS

Tabela 1. Variabilidade genética em Z. capensis e testes de neutralidade baseados em marcador mitocondrial

(D-Loop) e nuclear (Fib-5) para o estado do Rio Grande do Sul (Brasil).

Grupo N S Nu Hd + SD n+SD k Fs D
D-loop
Norte 43 11 13 0.7409 £0.0650 0.002207 £ 0.001558  1.317829 -8.35949* -1.44156%*
Sul 71 18 19 0.7706 £0.0492 0.002971 + 0.001930 1.773843 -12.21911* -1.56340
M. Atléntica 43 11 13 0.7409 £0.0650 0.002207 + 0.001558 1.317829 -8.35949* -1.44156
Zona de transicdo 19 8 8 0.8421 £0.0657 0.003115 + 0.002085 1.859649 -2.59972** -0.64146
Pampa 52 16 16 0.7157 £0.0650 0.002914 + 0.001912 1.739819 -9.58515* -1.56476**
Total 114 24 27 0.7505+0.0414 0.00270 = 0.00030 1.61202 -24.28957* -1.87909*
Fib-5
Norte 42 13 17 0.7476 £0.0237  0.005415 + 0.003157 3.043029 -3.87572 0.47230
Sul 67 23 18 0.8127+0.0284 0.006105+0.003476  3.038923 -6.08471** 0.11811
M. Atléntica 42 13 17 0.7476 +£0.0487 0.005415 + 0.003157 3.043029 -3.87572 0.47230
Zona de transicdo 19 7 9 0.7468 £ 0.0573  0.005184 + 0.003090 2.913229 -0.28357 2.09579
Pampa 48 18 21 0.8375+0.0313 0.202546 + 0.114636 3.645833 -5.22593 0.11563
Total 109 20 29 0.7919+0.0256 0.00588 + 0.00025 3.303386 -9.85197** -0.04162

N: nimero de amostras; S: nimero de sitios varidveis; Ny: nimero de haplétipos; Hd: diversidade haplotitpica;

7. diversidade nucleotidica; k: média da diferenga entre os pares; D: teste de Tajima; Fs: teste de Fu. *P < 0.01

**P < 0.05. Os resultados sdo apresentados de acordo com 0s agrupamentos propostos: norte/sul e

fitofisionomias (Mata Atléantica; Zona de transicdo; e Pampa) e para o conjunto total de dados (Geral) com

n=114 para D-loop e n=109 para Fib-5.
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Tabela 2. Detalhamento dos haplétipos encontrados para os marcadores D-loop e Fib-5

Haplotipo mais
frequente

Haplétipos privados

Identificacdo de todos

Hapl6tipo mais
frequente

Haplétipos privados

Identificagdo de todos os

Localidade/Grupo* N (frequéncia%) (frequéncia%) 0s haplétipos N (frequéncia%) (frequéncia%) hapl6tipos
D-loop Fib-5
Chui 07 H3 e H5 (28,5) H1; H2 e H4 (14,3) H1-H5 09 H1 (55,5) H2 (5,5) H1-H7
Parque Estadual do
Espinilho 09 H3 (66,7) - H3; H5; H6 09 H8 (27,8) H8 (27,8); H9 e H10 (5,5) H1; H5-H12
Dom Pedrito 08 H3 (62,5) H7 (12,5) H3; H5; H7 05 H1 (60) - H1; H4; H6; H13; H14
Pelotas 10 H3 (60) H8 (20) H3; H5; H6; H8 09 H1 (44,5) H18 (5,5) H1; H4; H15-H18
H9; H10 e
S&o Gabriel 08 H3 (50) H12 (12,5) H3; HO- H12 07 H4 (21,5) H19 (14,3); H20 (7,2) H1; H3; H4; H14- H16; H19-H21
H1; H3; H4; H6; H11; H13; H14;
Manoel Viana 10 H3 (40) H15 e H16 (10) H3; H6; H13-H16 09 H1 (27,8) - H16; H17; H21
H1; H4; H6; H13; H14; H16;
Cachoeira do Sul 07 H14 (42,9) - H3; H14; H17; H18 07 H1 (42,9) H22 (7,1) H22; H23
Santa Maria 07 H3; H5 e H6 (28,6) - H3; H5; H6; H12 08 H1 (43,8) - H1; H4; H13; H16
Santo Antbnio da
Patrulha 05 H3 (80) H19 (20) H3; H19 04 H1 (50) - H1; H4; H12; H23
Tio Hugo 10 H3 (40) H20 - H23 (10) H3; H6; H18; H20-H23 09 H1 (27,8) H24; H25 e H26 (11) H1; H4; H12; H16; H24-H26
Séo Jose dos H1 (56);
Ausentes 09 H3 e H6 (44,5) H24 (11) H3; H6; H4 08 - H1; H3; H13; H15; H16; H23
Vacaria 09 H3 (44,5) H25 (11) H3; H6; H11; H25 07 H1 (57,1) H27 (14,3) H1; H4; H13; H16; H27; H28
Porto Vera Cruz 08 H3 (62,5) H26 (12,5) H3; H17; H26 09 H1 (38,9) - H1; H4; H13; H17; H28
Palmeira das
Missdes 07 H3 (57) H27 (14,3) H3; H11; H17; H27 09 H1 (66,7) H29 (5,5) H1; H6; H7; H15; H17; H29
((H; H2; Ha, HT, (H2; H; H10; H18; H20;
H9; HI10; H12, HI5; H22(0,8)); H5(2.4) H8(4):
Sul 71 H3 (47,9) H16; H19 (1,5)); H1-H19 67 H1 (38,8) H11 e’Hlé @ 6)1 (H14 e |’_|21 H1-H23
H5(13,6); H8 (3); 3.1) n
H13 (4,5); H14 (6) '
H3; H6; H11; H17; (H24; H25 e H26 (1,6)); H27  H1; H3; H4; H6; H7; H12; H13;
Norte 43 H3(488) H20-H27 (2.3) H18: H19-H27 42 H1(488) (2,2); H28 (3.7); H29 (1) H15: H16; H17; H23-H29
(CIA T (H2; H9; H10; H18 e H20
Pampa 52 H3 (52) H9; H10; H12; H15;  H1-H16 48 H1 (36,5) (1)); H5 (3,1); H8 (5,2); H11  H1-H21
H16 (1,9)); H8 (3,8) (2); H19 (2); H21(4)
- H3; H5; H6; H13; H14; H1; H4; H6; H12; H13; H14;
Zona de transicéo 19 H3 (36,8) H19 (5,3) H17-H19 19 H1 (44,7) H22 (2,6) H16: H22: H23
o H3; H6; H11; H17; (H24 - H27 (2,4)); H28 (3,6); H1; H3; H4; H6; H7; H12; H13;
Mata Atlantica 43 H3 (48,8) H20-H27 (2,3) H18; H20-H27 42 H1 (48,8) H29 (1,2) H15; H16; H17; H23-H29
Total 114 H3 (48,3) H1 - H27 109 H1 (42,7) H1 - H29

N: nimero de amostras analisadas; *Grupos se referem aos agrupamentos testados nas AMOVAs. Os resultados sdo apresentados tanto individualmente para cada localidade
amostrada, como para 0s agrupamentos propostos.
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Tabela 3. Andlise da variancia molecular (AMOVA) estimada para as sequéncias de mtDNA (D-loop) e nDNA

(Fib-5) de Z. capensis.

D-loop
Critério de agrupamento Fonte de variacao df % de variacao ® - Estatistica P valor
1 — n&o estruturado Entre as localidades 13 412 O s =0.04117 P <0.05
Dentro das localidades 100 95.88
2 — Clusters Entre clusters 1 0.34 @ o1 =0.00336 N.S
(Norte e Sul) Entre clusters dentro de ecorregides 12 3.75 @ 5c =0.03758 P <0.05
Dentro de clusters 100 95.92 @ st =0.04082 P <0.05
3 — Fitofisionomias Entre fitofisionomias 2 0.48 @ cr = 0.00476 N.S
(MA, ZN e Pampa) Entre as populagdes dentro das 11 3.79 ® sc = 0.03809 P <0.05
fitofisionomias
Dentro das fitofisionomias 100 95.73 O 57 =0.04267 P <0.05
Fib-5
Critério de agrupamento Source of variation df % de variacio ® - Estatistica P valor
1 - ndo estruturado Entre as localidades 13 2.34 @ st =0.02337 N.S
Dentro das localidades 204 97.66
2 — areas biogeogréaficas Entre clusters 1 0.62 ® ¢t =0.00622 N.S
(Norte e Sul) Entre clusters dentro de ecorregides 12 3.20 @ 5c =0.03221 N.S
Dentro de clusters 204 96.18 @ st =0.3823 N.S
3 — Fitofisionomias Entre fitofisionomias 2 0.33 @ ¢ =0.00330 N.S
(MA, ZN e Pampa) Entre as populagdes dentro das 11 211 @ s =0.02118 N.S
fitofisionomias
Dentro das fitofisionomias 204 97.56 O 57 =0.02441 N.S

Foram utilizados trés modelos hierarquicos: 1) modelo de dois niveis incluindo apenas populagfes (localidades); e

0s modelo de trés niveis: 2) entre os duas areas biogeograficas (Norte/Mata Atlantica e Sul/Pampa), e 3) nas trés

fitofisionomias do estado do Rio Grande do Sul (Mata Atlantica, Zona de Transi¢do e Pampa). ®@-estatisticas apos

10.000 permutac@es para nivel de probabilidade. **P < 0.05; N.S: N&o Significante.
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DADOS SUPLEMENTARES

Tabela S1. Detalhamento das amostras de Z. capensis utilizadas nesse estudo.

Localidade Coordenadas Bioma Identificacdo das amostras
geogréficas

Chui (10) 33°39°S, 53°26°’W Pampa L2CH18; 12CH2S; 12CH3S; 2CH4S; 12CH5S; +>CH6S;
2CHTS; 12CH8M; 2CH9M; 12CH10M

Parque Estadual 30°12°S, 57°30°'W Pampa 12MCP4529M; L2MCP45245; L2MCP442M;

do Espinilho? (10) L2MCP47875; 2MCP4467M:; 12MCP4494M;
L2MCP4434M; 2MCP4543M; 12MCP4431M;
L2MCP4517M

Dom Pedrito® (8) 30°59°’S, 54°39°W Pampa L2pp78M: 12DP79M; 12DP135M; 1.2DP136M;
12DpP137M: 12DP149M: 2DP150M: 2DP151M

Pelotas (10) 31°40°’S, 52°16°W Pampa L2pE1S; 12PE2S; 12PE3S; 12PE4S; 12PESS; 12PEGM;
L2pET7M: 1pEGM: 1.2pEQM: 12pE1 M

S&o Gabriel® (10) 30°20°S, 54°21°’W Pampa 1SG142M: 125G145M: 2SG147M: 1SG150° ;2SG1575;
2SG158%; 1SG159%; 125G1615; 1SG1625; 1°SG166°;
125G1748

Manoel Viana (10) 29°36°S, 55°29°'W Pampa L2ZMVIM: L2MV2M: L2\ V/3M: 12MV/4S; 12MV/5S;
L2MV6S; 12MVT7S; 12MV8S: 12MV9S; 12MV/ 108

Cachoeira do Sul 29°54°S, 52°44°W Zona de 1CS18; 12CS28; 1.2CS38S; 2CS4S; 1CS5S; 12CSeM:

(10) transicdo 12Cs7M; 2CsgM; 2CcsoM; 12Cs10M

Santa Maria (10) 29°43°S,53°43°W  Zona de L2gM1M; L25M2M; 125M3M: 125M4M; 125 M5S;

transicao L2SMGS; 12SMT7S; 2SM8S; 2SM9S; 2SM10°
Santo Antonioda  29°48°S, 50°29°'W Zona de LZSAIM: 125 A2S; 125 A3S: 125 A4S: 2SABM: 125 A6M
Patrulha (6) transicao

Tio Hugo (10)

Séo Jose dos
Ausentes (10)
Vacaria (10)

Porto Vera Cruz
(10)

Palmeira das
MissOes (10)

28°36°S, 52°36°W
28°47°S, 49°59°W
28°28’S, 50°55°W
27°42°S, 54°53°W

27°52°S, 53°18°W

Mata Atlantica

Mata Atlantica

Mata Atlantica

Mata Atlantica

Mata Atlantica

LITHIM; 12THM; 12TH3M; 12TH4M; 12THEM;
LITHS; L2TH7S; 22TH8S; L2THOS; 12TH10°

L25]15; 25)2M; 12513M; 125 )4M; 12535M; 1256;
125)75; 12585; 1259, 125108

LVALS; 12VA2S; 12VA3S; 2VALS; LAVABS; 12VAGS,
L2V ATS; 12VA8S; L2VAQS; 12VAL0S

L2pV/1S; 12PV/2S; 1pV/3S; 12PV/4S; 12PV/5S; 2PV/6S;
L2p\/7; 12PV/8S; 2PV/9S; 12PV/10°

L2pPM1M; 2PM2M; 12PM3M; 12PM4M; 12PMSM;
2PM6S; 2PM7S; 12PM8S; 12PMQS; 12PM10°

a amostras cedidas pelo Museu de Ciéncias Naturais da PUC;  amostras cedidas pelo Laboratério de

Diversidade Genética Animal da Universidade Federal do Pampa Campus Sao Gabriel. O n amostral para cada

localidade é informado pelos nlmeros entre parénteses. Genes amplificados: *: D-loop: fragmento do DNA

mitocondrial; 2: Fib-5: Intron 5 do gene do B-fibrinogénio. Tipos de tecidos usados: S: sangue; M: musculo.
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Tabela S2. Variabilidade genética de Z. capensis baseados em marcador mitocondrial (D-Loop) e nuclear

(Fib-5) para cada localidade do estado do Rio Grande do Sul (Brasil).

D-Loop

Populacéo n s nH Hd+ SD n+ SD k+ SD Fs Fu (P) D de Tajima (P)
Chui 7 8 5 0.9048 + 0.1033 0.005105 + 0.003455 3.047619 + 1.800527 -0.673039 (0.26400) -0.35022 (0.38900)
PE Espinilho 9 3 3 0.5556 + 0.1653 0.001675 + 0.001405 1.000000 + 0.739434 0.35118 (0.50000) -0.35929 (-0.35929)
Dom Pedrito 8 3 3 0.6071 + 0.1640 0.001855 + 0.001535 1.107143 + 0.804239 0.39014 (0.50400) -0.17740 (0.44100)
Pelotas 10 4 4 0.6444 +0.1518 0.001601 + 0.001344 0.955556 + 0.709621 -0.97122 (0.12700) -1.24468 (0.13400)
Séo Gabriel 8 8 5 0.7857 + 0.1508 0.004547 + 0.003069 2.714286 +1.608173 -0.49545 (0.31600) -0.58166 (0.30800)
Manoel Viana 10 8 6 0.8444 + 0.1029 0.003201 + 0.002246 1.911111 + 1.185537 -1.95329 (0.05700) -1.39868 (0.09000)
Cachoeira do Sul 7 5 4 0.8095 + 0.1298 0.004148 + 0.002908 2.476190 + 1.515724 0.28084 (0.52700) 1.05681 (0.85100)
Santa Maria 7 4 4 0.8571 + 0.1023 0.002872 + 0.002171 1.714286 + 1.131278 -0.42812 (0.28400) 0.23902 (0.64000)
Santo Antonio da Patrulha 5 1 2 0.4000 + 0.2373 0.000670 + 0.000852 0.400000 + 0.435050 0.09021 (0.29100) -0.81650 (0.27300)
Tio Hugo 10 9 7 0.8667 + 0.1072 0.003797 + 0.002572 2.266667 + 1.357497 -2.87486 (0.01300) -1.25898 (0.11900)
S&o José dos Ausentes 9 3 3 0.6667 + 0.1048 0.001675 + 0.001405 1.000000 + 0.739434 0.35118 (0.53200) -0.35929 (0.39200)
Vacaria 9 5 4 0.7500 + 0.1121 0.002326 + 0.001782 1.388889 + 0.938004 -0.36600 (0.29700) -1.03796 (0.18400)
Porto Vera Cruz 8 2 3 0.6071 + 0.1640 0.001137 + 0.001096 0.678571 + 0.574217 -0.47760 (0.12000) -0.44794 (0.27300)
Palmeira das Missdes 7 3 4 0.7143 + 0.1809 0.001436 + 0.001309 0.857143 + 0.681989 -1.79778 (0.01700) -1.35841 (0.07600)
Fib-5

Chui 18 13 7 0.6863 + 0.1123 0.006501 + 0.003860 3.653595 + 1.939805 0.34367 (0.60400) -0.12432 (0.49200)
PE Espinilho 18 12 9 0.8824 + 0.0513 0.006908 + 0.004066 3.882353 + 2.043618 -1.21804 (0.26700) 0.41654 (0.70300)
Dom Pedrito 10 6 5 0.6667 + 0.1633 0.004112 + 0.002775 2.311111 + 1.378890 -0.27358 (0.37100) 0.37099 (0.65300)
Pelotas 18 9 6 0.7451 + 0.0790 0.006315 + 0.003765 3.549020 + 1.892296 1.18086 (0.73000) 1.26272 (0.88900)
Séo Gabriel 14 14 8 0.9231 + 0.0438 0.008134 + 0.004772 4.571429 * 2.389266 -0.68098 (0.37700) 0.15556 (0.60200)
Manoel Viana 18 8 10 0.9020 + 0.0497 0.006327 +0.003771 3.555556 + 1.895266 -2.50369 (0.09800) 1.83746 (0.96800)
Cachoeira do Sul 14 7 8 0.8242 +0.0977 0.005006 + 0.003153 2.813187 + 1.578636 -2.14289 (0.09200) 1.02597 (0.86600)
Santa Maria 16 6 4 0.6917 + 0.0736 0.005486 + 0.003369 3.083333 + 1.690523 2.75400 (0.90000) 2.41386 (0.99600)
Santo Antonio da Patrulha 8 6 4 0.7500 + 0.1391 0.005719 + 0.003755 3.214286 + 1.852361 1.15319 (0.72600) 1.81343 (0.98500)
Tio Hugo 18 8 8 0.8889 + 0.0465 0.005210 + 0.003202 2.928105 + 1.609365 -1.21134 (0.25600) 0.89988 (0.81700)
Séo José dos Ausentes 16 7 6 0.6833 + 0.1200 0.003277 + 0.002222 1.841667 + 1.114854 -0.91259 (0.23500) -0.44746 (0.37800)
Vacaria 14 10 6 0.6813 + 0.1316 0.005025 + 0.003163 2.824176 + 1.583740 -0.06312 (0.49500) -0.39667 (0.39300)
Porto Vera Cruz 18 8 5 0.7908 + 0.0631 0.006769 + 0.003996 3.803922 + 2.008041 2.49964 (0.88500) 2.20858 (0.99300)
Palmeira das Missdes 18 8 6 0.5621 + 0.1342 0.004815 + 0.003000 2.705882 + 1.507653 0.37765 (0.61200) 0.56782 (0.72800)

N: nimero de amostras; S: nimero de sitios variaveis; Ny

diversidade nucleotidica; k: média da diferenca entre os pares; D: teste de Tajima; Fs: teste de Fu.

: numero de haplétipos; Hd: diversidade haplotitpica; n:
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CAPITULO QUATRO

Conclusao Geral
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Neste estudo foi caracterizada geneticamente a populacdo de Zonotrichia capensis
presente no estado do Rio Grande do Sul. Foram utilizadas amostras de 138 individuos de
14 localidades diferentes, abrangendo as diferentes fitofisionomias do estado. Para as
analises citogeneticas utilizamos amostras de trés espécimes e para as analises moleculares
utilizamos 124 individuos para o marcador nuclear e 114 para o mitocondrial.

Para responder ao objetivo de entender a organizacdo cromossémica e identificar os
rearranjos intracromossoémicos em Z. capensis, foram realizadas analises citogenéticas em
trés individuos, capturados em Sao Gabriel-RS, utilizando técnicas de citogenética
molecular, FISH e pintura cromossémica comparativa. Em sintese, atraves dessas analises
constatamos a conservacao da sintenia ancestral do cariétipo da espécie e descrevemos
pela primeira vez uma inversdo responsavel presenca do segmento correspondente ao
LAL18 no braco curto do cromossomo 2 (ZCA2) do tico-tico.

Através da utilizacdo das sondas de Gallus gallus (GGA) foi demonstrada a
conservacao da maioria dos macrocromossomos quando comparado ao cariétipo de Gallus
gallus, tido como ancestral entre as Aves, e que o cromossomo GGA1 apresenta-se
fissionado e corresponde a dois pares distintos (ZCA2 e ZCAb5) nessa espécie, assim como
em todas as espécies da ordem Passeriformes estudadas até o0 momento.

Com a aplicacdo das sondas de Leucopternis albicollis (LAL) foi confirmada a
conservacdo do estado ancestral da maioria dos macrocromossomos e a fissdo do
cromossomo 1. As sondas de LAL também permitiram a identificacdo de inversoes
paracéntricas e pericéntricas no cromossomo ZCAZ2. Essas inversdes foram encontradas em
outros Passeriformes, porém em Z. capensis esses segmentos estdo em posicdo diferente,
possivelmente devido a uma inversdo extra. Também foram identificadas inversdes no

cromossomo 3. Até 0 momento apenas 0s representantes do género Zonotrichia possuem
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inversdes descritas nesse cromossomo, 0 que pode indicar uma ancestralidade comum
desse rearranjo cromossémico. Ainda, foi demonstrado, através de hibridizacdo com as
sondas ribossomais 18S, que 0s genes ribossomais estdo presentes em apenas um par de
microcromossomos, o que corresponde a uma caracteristica ancestral das Aves.

No segundo artigo proposto, foram exploradas questdes populacionais com 0s
objetivos de avaliar os padrdes de diversidade genética do tico-tico; e de verificar a
influéncia do mosaico de habitats formados pelas diferentes fitofisionomias presentes no
estado do Rio Grande do Sul (Brasil) sobre os padrdes demogréaficos da espécie.

As 114 amostras sequenciadas para o gene mitocondrial, D-loop, renderam
sequéncias de 597 pares de base e demostraram a presenca de 27 haplotipos com 24 sitios
polimorficos. Ja as 124 amostras amplificadas para o gene nuclear, Fib-5, produziram
fragmentos de 562 pares de base. Apos a reconstrucao haplotipica, restaram 109 amostras
(218 cromossomos amostrados) que formaram 29 diferentes haplétipos com 20 sitios
polimérficos. As redes de haplétipos derivadas do conjunto de dados para ambos os
marcadores demonstram que os hapl6tipos, com maior frequéncia, H3 do mtDNA e H1 do
NDNA estdo compartilhados por todas as 14 localidades amostradas. Além desses 0s
haplétipos H6, do gene D-loop e H4 e H16 de Fib-5, foram frequentes e estdo presentes
nas diferentes fitofisionomias amostradas. Embora alguns haplétipos exclusivos, em baixa
frequéncia, tenham sido obtidos para os grupos propostos (Pampa e Mata Atlantica) a
variabilidade genética da espécie encontra-se distribuida de modo homogéneo na regido
estudada.

As AMOVA: s realizadas, independente dos grupos testados, indicam que a maior
parte da variacdo genética observada estd dentro das localidades. As analises de BAPS

apesar de indicaram um k igual a quatro (MtDNA) e sete (nDNA) ndo encontraram
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coeréncia geografica entre as populacdes propostas. Essas analises corroboram os dados
apresentados na rede haplotipos, portanto as trés analises utilizadas para testar estruturacao
genética apresentaram dados concordantes para a auséncia de estruturacdo da variabilidade
genéticas da populacao estudada.

As analises de estruturacdo genética foram corroboradas pelos testes de
neutralidade, obtidos atraves das estatisticas D de Tajima e Fs de Fu, que apresentaram
valores negativos e significativos. Esses valores negativos e significativos indicam que a
espécie passou por processos de expansdo populacional recente.

As analises Bayesiana Skyline Plot (BSP) para os marcadores genéticos
mitocondrial e nuclear, foram concordantes com os testes de neutralidade e indicaram que
Z. capensis experimentou eventos de expansdo demogréafica ha 50-40 mil anos, seguidos de
um periodo de estabilidade populacional iniciado ha menos dez mil anos. Essas datas de
expansdo populacional se alinham com o periodo de maior extensao dos campos, devido as
condigBes climéaticas vigentes durante o Quaterndrio. E o inicio da estabilizagdo
populacional é condizente com o inicio das mudangas climaticas e vegetacionais ocorridas
ao final do Ultimo Maximo Glacial.

Atualmente as formacgfes campestres do estado do Rio Grande do Sul estdo
distribuidas de maneira descontinua, com extensas areas abertas ao sul e recortes formados
com a Floresta de Araucéria ao norte. Embora estudos genéticos indiquem que algumas
populacbes de Z. capensis apresentam diferenciacbes geneticas em decorréncia dos
diferentes habitats que ocupam, a populacdo aqui estudada apresenta uma distribuicdo
homogénea de sua variabilidade genética. A auséncia de estruturagdo genética observada
pode ser reflexo da recente expansdo populacional da espécie e da existéncia de fluxo

génico entre as populacdes possibilitada pelas conexdes existentes entre as diferentes
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formacgdes campestres do Rio Grande do Sul. Estudos em areas onde as dindmicas de
expansdo e retracdo dos campos foram mais acentuadas podem promover um melhor

entendimento sobre a dindmica populacional desse carismatico passeriforme.

74



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ab’Saber, A. N. (1970). Provincias geologicas e dominios morfoclimaticos no Brasil.
Geomorfologia 20:1-26.

Ali, J. R, e J. C. Aitchison (2014). Exploring the combined role of eustasy and oceanic
island thermal subsidence in shaping biodiversity on the Galdpagos. Journal of
Biogeography 41:1227-1241.

Ames, P. L. (1971). The morphology of the synrix in passerine birds. Bulletin of the
Peabody Museum of Natural History 37:1-194.

Andrade, B. O., C. L. Bonilha, G. E. Overbeck, E. Vélez-Martin, R. G. Rolim, S. A. L.
Bordignon, A. A. Schneider, C. Vogel Ely, D. B. Lucas, E. N. Garcia, E. D. dos
Santos, et al. (2019). Classification of South Brazilian grasslands: Implications for
conservation. Applied Vegetation Science 22:168-184.

Anjos, L. dos (2006). Bird Species Sensitivity in a Fragmented Landscape of the Atlantic
Forest in Southern Brazil 1. Biotropica 38:229-234.

Avise, J. C. (1994). Molecular Markers, Natural History and Evolution. Chapman and
Hall, New York.

Axelsson, E., N. G. C. Smith, H. Sundstrom, S. Berlin, e H. Ellegren (2004). Male-Biased
Mutation Rate and Divergence in Autosomal, Z-Linked and W-Linked Introns of
Chicken and Turkey. Molecular Biology and Evolution 21:1538-1547.

Barker, F. K., K. J. Burns, J. Klicka, S. M. Lanyon, e I. J. Lovette (2013). Going to
extremes: Contrasting rates of diversification in a recent radiation of new world
passerine birds. Systematic Biology 62:298-320.

Batalha-Filho, H., G. S. Cabanne, e C. Y. Miyaki (2012). Phylogeography of an Atlantic
forest passerine reveals demographic stability through the last glacial maximum.
Molecular Phylogenetics and Evolution 65:892-902.

Bauermann, S. (2009). Dinamicas vegetacionais, climéaticas e do fogo com base em
palinologia e analise multivariada no Quaternario tardio do sul do Brasil. Revista
Brasileira de Paleontologia 11:87-96.

Behling, H. (1997). Late Quaternary vegetation, climate and fire history of the Araucaria
forest and campos region from Serra Campos Gerais, Paranad State (South Brazil).
Review of Palaeobotany and Palynology 97:109-121.

Behling, H. (2002). South and southeast Brazilian grasslands during Late Quaternary
times: A synthesis. Palaeogeography, Palaeoclimatology, Palaeoecology 177:19-27.

Behling, H., e R. R. B. Negrelle (2001). Tropical Rain Forest and Climate Dynamics of the
Atlantic Lowland, Southern Brazil, during the Late Quaternary. Quaternary Research
56:383-389.

Behling, H., V. D. P. Pillar, L. Orléci, e S. G. Bauermann (2004). Late Quaternary
Araucaria forest, grassland (Campos), fire and climate dynamics, studied by high-
resolution pollen, charcoal and multivariate analysis of the Cambara do Sul core in
southern Brazil. Palaeogeography, Palaeoclimatology, Palaeoecology 203:277-297.

Bellocg, M. 1., J. Filloy, G. A. Zurita, e M. F. Apellaniz (2011). Responses in the
abundance of generalist birds to environmental gradients: The rufous-collared
sparrow ( Zonotrichia capensis ) in the southern Neotropics. Ecoscience 18:354-362.

BirdLife International (2019). Species factsheet: Zonotrichia capensis. [Online.] Available
at http://'www.birdlife.org.

75



Brown, A. H. D. (1978). Isozymes, plant population genetic structure and genetic
conservation. Theoretical and Applied Genetics 52:145-157.

Cabanne, G. S., L. Calderdn, N. Trujillo-Arias, P. Flores, R. O. Pessoa, F. D’Horta, ¢ C. Y.
Miyaki (2016). Pleistocene climate changes affected species ranges and evolutionary
processes in the Atlantic Forest. Biological Journal of the Linnean Society:856-872.

Cabanne, G. S., F. R. Santos, e C. Y. Miyaki (2007). Phylogeography of Xiphorhynchus
fuscus (Passeriformes, Dendrocolaptidae): vicariance and recent demographic
expansion in southern Atlantic forest. Biological Journal of the Linnean Society
91:73-84.

Cabanne, G. S., E. H. R. Sari, D. Meyer, F. R. Santos, e C. Y. Miyaki (2013). Matrilineal
evidence for demographic expansion, low diversity and lack of phylogeographic
structure in the Atlantic forest endemic Greenish Schiffornis Schiffornis virescens
(Aves: Tityridae). Journal of Ornithology 154:371-384.

Cabrera, A. L., e A. Willink (1980). Biogeografia da America Latina. 2° edi¢do. OEA,
Washington.

Campagna, L., C. Kopuchian, P. L. Tubaro, e S. C. Lougheed (2014). Secondary contact
followed by gene flow between divergent mitochondrial lineages of a widespread
Neotropical songbird (Zonotrichia capensis). Biological Journal of the Linnean
Society 111:863-868.

Campagna, L., L. F. Silveira, P. L. Tubaro, e S. C. Lougheed (2013). ldentifying the sister
species to the rapid capuchino seedeater radiation (Passeriformes: Sporophila ) . The
Auk 130:645-655.

Carnaval, A. C., e C. Moritz (2008). Historical climate modelling predicts patterns of
current biodiversity in the Brazilian Atlantic forest. Journal of Biogeography
35:1187-1201.

Carvalho, M. W. P., e B. Erdtmann (1987). Ocorréncia de polimorfismo cromossdmico em
tico-tico (Zonotrichia capensis) nos estados do Espirito Santo e Rio Grande do Sul.
Ciéncia e Cultura 39:782.

Catchpole, C. K., e P. J. B. Slater (2008). Bird song: biological themes and variations. 2°
edicdo. Cambridge Universtiy Press, New York.

Chapman, F. M. (1940). The post-glacial history of Zonotrichia capensis. Bulletin
American Museum of Natural History LXXV11:381-438.

Cheviron, Z. A., e R. T. Brumfield (2009). Migration-selection balance and local
adaptation of mitochondrial haplotypes in Rufous-Collared Sparrows (Zonotrichia
capensis) along an elevational gradient. Evolution 63:1593-1605.

Cheviron, Z. A., A. Whitehead, e R. T. Brumfield (2008). Transcriptomic variation and
plasticity in rufous-collared sparrows (Zonotrichia capensis) along an altitudinal
gradient. Molecular Ecology 17:4556-4569.

Christoff, A. U., V. Fagundes, I. J. Sbalqueiro, M. S. Mattevi, e Y. Yonenaga-Yassuda
(2000). Description of a new species of Akodon (Rodentia: Sigmodontinae) from
Southern Brazil. Journal of Mammalogy 81:838-851.

Coltrinari, L. (1993). Global Quaternary changes in South America. Global and Planetary
Change 7:11-23.

Corander, J., e P. Marttinen (2006). Bayesian identification of admixture events using
multilocus molecular markers. Molecular Ecology 15:2833-2843.

Corander, J., P. Marttinen, J. Sirén, e J. Tang (2008). Enhanced Bayesian modelling in
BAPS software for learning genetic structures of populations. BMC Bioinformatics
9:539.

76



D’Horta, F. M., G. S. Cabanne, D. Meyer, ¢ C. Y. Miyaki (2011). The genetic effects of
Late Quaternary climatic changes over a tropical latitudinal gradient: diversification
of an Atlantic Forest passerine. Molecular Ecology 20:1923-1935.

Dantas, M. E., A. C. Viero, e D. R. A. da Silva (2010). A Origem das Paisagens. In
Geodiversidade do estado do Rio Grande do Sul: Programa Geologia do Brasil.
Levantamento da Geodiversidade (A. C. Viero e D. R. A. da Silva, Organizadores).
CPRM - Servico Geologico do Brasil, Porto Alegre, p. 35-50.

Delgado, I. de M., J. D. de Souza, L. C. da Silva, N. C. da Silveira Filho, R. A. dos Santos,
A. J. Pedreira, J. T. Guimardes, L. A. de A. Angelim, A. M. Vasconcelo, I. P. Gomes,
J. V. de L. Filho, et al. (2003). Geotectonica do Escudo Atlantico. In Geologia,
Tectonica e Recursos Minerais do Brasil (L. A. Bizzi, C. Schobbenhaus, R. M. Vidotti
e J. H. Gongalves, Organizadores). CPRM, Brasilia, p. 227-334.

Diehl, E., E. Diehl-Fleig, E. Z. De Albuquerque, e L. K. Junqueira (2014). Richness of
Termites and Ants in the State of Rio Grande do Sul, Southern Brazil. Sociobiology
61.

Doyle, J. J., e J. L. Doyle (1987). A rapid isolation procedure for small quanties of freash
leaf tissue. Phitochemical Bulletin 9:11-15.

Edgar, R. C. (2004). MUSCLE: multiple sequence alignment with high accuracy and high
throughput. Nucleic acids research 32:1792—7.

Eikenaar, C., F. Bonier, P. R. Martin, e I. T. Moore (2013). High rates of extra-pair
paternity in two equatorial populations of rufous-collared sparrow, Zonotrichia
capensis. Journal of Avian Biology 44:600-602.

van Els, P.,, H. V. Norambuena, e R. S. Etienne (2019). From pampa to puna:
Biogeography and diversification of a group of Neotropical obligate grassland birds
(Anthus: Motacillidae). Journal of Zoological Systematics and Evolutionary
Research:1-12.

Ericson, P. G. P., L. Christidis, A. Cooper, M. Irestedt, J. Jackson, U. S. Johansson, e J. A.
Norman (2002). A Gondwanan origin of passerine birds supported by DNA sequences
of the endemic New Zealand wrens. Proceedings of the Royal Society of London.
Series B: Biological Sciences 269:235-241.

Ericson, P. G. P., M. Irestedt, e U. S. Johansson (2003). Evolution, biogeography, and
patterns of diversification in passerine birds. Journal of Avian Biology 34:3-15.

Eriksen, A. (2011). Song learning in oscine songbirds: Tutor choice, timing, and the
relationship with sexual imprinting.

Excoffier, L., e H. E. L. Lischer (2010). Arlequin suite ver 3.5: a new series of programs to
perform population genetics analyses under Linux and Windows. Molecular Ecology
Resources 10:564-567.

Excoffier, L., P. E. Smouse, e J. M. Quattro (1992). Analyses of molecular variance
inferred from metric distances among DNA haplotypes: application to human
mitochondrial DNA restriction data. Genetics 131:479-491.

Felappi, J. F., R. C. Vieira, N. J. R. Fagundes, e L. V. Verrastro (2015). So far away, yet so
close: Strong genetic structure in Homonota uruguayensis (Sgquamata,
Phyllodactylidae), a species with restricted geographic distribution in the Brazilian
and Uruguayan Pampas. PLoS ONE 10:1-19.

Fotheringham, J. R. (1995). Differences in singing behavior between rufous-collared
sparrows in Costa Rica and Northwestern Argentina. The Condor 97:821-826.

Fu, Y. X. (1997). Statistical tests of neutrality of mutations against population growth,
hitchhiking and background selection. Genetics 147:915-925.

77



Futuyma, D. J. (1997). Biologia Evolutiva. Sociedade Brasileira de Genética, Ribeirdo
Preto.

Gill, F. (2006). Ornithology. 3° edi¢do. W.H. Freeman & Company, New York.

Gill, F., e D. Donsker (2019). 10C World Bird List (v9.1).

Griffin, D. K., L. B. . Robertson, H. G. Tempest, e B. M. Skinner (2007). The evolution of
the avian genome as revealed by comparative molecular cytogenetics. Cytogenetic
and Genome Research 117:64-77.

Gunski, R. J., G. S. Cabanne, M. A. Ledesma, e A. D. V. Garnero (2000). Anélisis
cariotipico de siete especies de Tiranidos (Tyrannidae). Hornero 15:103-109.

Haffer, J. (1969). Speciation in Amazonian Forest Birds. Science 165:131-137.

Handford, P. (1981). Vegetational correlates of variation in the song of Zonotrichia
capensis. Behavioral Ecology and Sociobiology 8:203-206.

Handford, P. (1983). Continental patterns of morphological variation in a south american
sparrow. Evolution 37:920-930.

Handford, P. (1985). Morphological relationships among subspecies of the Rufous-collared
Sparrow, Zonotrichia capensis. Canadian Journal of Zoology 63:2383-2388.

Handford, P., e S. C. Lougheed (1991). Variation in duration and frequency characters in
the Song of the rufous-collared sparrow, Zonotrichia capensis, with respect to habitat,
trill dialects and body size. The Condor 93:644—-658.

Heled, J., e A. J. Drummond (2008). Bayesian inference of population size history from
multiple loci. BMC Evolutionary Biology 8:289.

Hewitt, G. (2000). The genetic legacy of the Quaternary ice ages. Nature 405:907-913.

IBAMA (1994). Manual de anilhamento de aves silvestres.

IBGE, I. B. de G. e E. (2004). Mapa da vegetacdo do Brasil e mapa de biomas do Brasil.
[Online.] Available at http://www.ibge.gov.br.

John, A. L. de W., G. Mader, J. N. Fregonezi, e L. B. Freitas (2019). Genetic diversity and
population structure of naturally rare Calibrachoa species with small distribution in
southern Brazil. Genetics and Molecular Biology 42:108-119.

Kretschmer, R., M. Ferguson-Smith, e E. de Oliveira (2018a). Karyotype Evolution in
Birds: From Conventional Staining to Chromosome Painting. Genes 9:181.

Kretschmer, R., R. J. Gunski, A. D. V. Garnero, I. de O. Furo, P. C. M. O’Brien, M. A.
Ferguson-Smith, e E. H. C. de Oliveira (2014). Molecular Cytogenetic
Characterization of Multiple Intrachromosomal Rearrangements in  Two
Representatives of the Genus Turdus (Turdidae, Passeriformes). PLoS ONE
9:103338.

Kretschmer, R., V. L. C. de Lima, M. S. de Souza, A. L. Costa, P. C. M. O’Brien, M. A.
Ferguson-Smith, E. H. C. de Oliveira, R. J. Gunski, e A. D. V. Garnero (2018b).
Multidirectional chromosome painting in Synallaxis frontalis (Passeriformes,
Furnariidae) reveals high chromosomal reorganization, involving fissions and
inversions. Comparative Cytogenetics 12:97-110.

Kretschmer, R., E. H. C. de Oliveira, M. S. Dos Santos, 1. de O. Furo, P. C. M. O’Brien,
M. A. Ferguson-Smith, A. del V. Garnero, e R. J. Gunski (2015). Chromosome
mapping of the large elaenia (Elaenia spectabilis): evidence for a cytogenetic
signature for passeriform birds? Biological Journal of the Linnean Society 115:391—
398.

Kumar, S., G. Stecher, M. Li, C. Knyaz, e K. Tamura (2018). MEGA X: Molecular
evolutionary genetics analysis across computing platforms. Molecular Biology and
Evolution 35:1547-1549.

78



Librado, P., e J. Rozas (2009). DnaSP v5: a software for comprehensive analysis of DNA
polymorphism data. Bioinformatics 25:1451-1452.

Lijtmaer, D. A., e P. L. Tubaro (2007). A reversed pattern of association between song
dialects and habitat in the rufous-collared sparrow. The Condor 109:658.

Lima-Rezende, C. A., A. V. Rocha, A. F. Couto, E. de Souza Martins, V. Vasconcelos, e
R. Caparroz (2019). Late Pleistocene climatic changes promoted demographic
expansion and population reconnection of a Neotropical savanna-adapted bird,
Neothraupis fasciata (Aves: Thraupidae). PLoS ONE 14:1-19.

Lougheed, S. C., L. Campagna, J. A. Davila, P. L. Tubaro, D. A. Lijtmaer, e P. Handford
(2013). Continental phylogeography of an ecologically and morphologically diverse
Neotropical songbird, Zonotrichia capensis. BMC evolutionary biology 13:58.

Lougheed, S. C., e P. Handford (1992). Vocal dialects and the structure of geographic
variation in morphological and allozymic characters in the rufous-collared sparrow,
Zonotrichia capensis. Evolution 46:1443-1456.

Lougheed, S. C., P. Handford, e A. J. Baker (1993). Mitochondrial DNA hyperdiversity
and vocal dialects in a subspecies transition of the rufous-collared sparrow. The
Condor 95:889-895.

Lowe, A., S. Harris, e P. Ashton (2004). Ecological Genetics: design, analysis and
application. Blackwell Publishing, Malden.

de Lucca, E. J. (1974). Carittipos de 14 espécies de aves das ordens Cuculiformes,
Galliformes, Passeriformes e Tinamiformes. Revista Brasileira de Pesquisas Médicas
e Biologicas 7:253-263.

de Lucca, E. J., e G. T. Rocha (1985). Chromosomal polymorphism in Zonotrichia
capensis (Passeriformes: Aves). Revista Brasileira de Genética VII1:71-78.

Méader, G., J. N. Fregonezi, A. P. Lorenz-Lemke, S. L. Bonatto, e L. B. Freitas (2013).
Geological and climatic changes in quaternary shaped the evolutionary history of
Calibrachoa heterophylla, an endemic South-Atlantic species of petunia. BMC
Evolutionary Biology 13:178.

Magnoli, D., G. Oliveira, e R. Menegotto (2001). Cenério Gaucho. Moderna, Séo Paulo.

Marini, M. A., e S. J. Hackett (2002). A multifaceted approach to the characterization of an
intergeneric hybrid manakin (Pipridae) from Brazil. The Auk 119:1114-1120.

McDonald, D. B. (2003). Microsatellite DNA evidence for gene flow in neotropical lek-
mating long-tailed manakins. The Condor 105:580.

Mila, B., J. E. McCormack, G. Castafieda, R. K. Wayne, e T. B. Smith (2007). Recent
postglacial range expansion drives the rapid diversification of a songbird lineage in
the genus Junco. Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences 274:2653—
2660.

Moreira, I. (2003). O espaco rio-grandense. 5° edicdo. Atica, Sdo Paulo.

Moreno, E. M. S,, L. B. De Freitas, P. R. Speranza, e V. G. Solis Neffa (2018). Impact of
Pleistocene geoclimatic events on the genetic structure in mid-latitude South
American plants: Insights from the phylogeography of Turnera sidoides complex
(Passifloraceae, Turneroideae). Botanical Journal of the Linnean Society 188:377-
390.

Morrone, J. J. (2010). América do Sul e geografia da vida: comparacdo de algumas
propostas de regionalizacdo. In Biogeografia da América do Sul: padrdes e processos
(C. J. B. Carvalho e E. A. B. Almeida, Organizadores). Editora Rocca Limitada, Sdo
Paulo, p. 14-40.

Morton, M. L. (2002). The mountain White-crowned Sparrow: migration and reproduction

79



at high altitude. Studies in Avian Biology 24.

Nanda, I., P. Benisch, D. Fetting, T. Haaf, e M. Schmid (2011). Synteny conservation of
chicken macrochromosomes 1-10 in different avian lineages revealed by cross-
species chromosome painting. Cytogenetic and Genome Research 132:165-181.

Nanda, I, K. Schlegelmilch, T. Haaf, M. Schartl, e M. Schmid (2008). Synteny
conservation of the Z chromosome in 14 avian species (11 families) supports a role
for Z dosage in avian sex determination. Cytogenetic and Genome Research 122:150—
156.

Nishida-Umehara, C., Y. Tsuda, J. Ishijima, J. Ando, A. Fujiwara, Y. Matsuda, e D. K.
Griffin (2007). The molecular basis of chromosome orthologies and sex chromosomal
differentiation in palaeognathous birds. Chromosome Research 15:721-734.

Norambuena, H. V., P. Van Els, C. P. Mufoz-Ramirez, e P. F. Victoriano (2018). First
steps towards assessing the evolutionary history and phylogeography of a widely
distributed Neotropical grassland bird (Motacillidae: Anthus correndera ) . PeerJ
6:e5886.

Nottebohm, F. (1969). The song of the chingolo, Zonotrichia capensis, in Argentina:
description and evaluation of a system of dialects. The Condor 71:299-315.

Nottebohm, F. (1975). Continental patterns of song variability in Zonotrichia capensis:
some possible ecological correlates. The American Naturalist 109:605-624.

Nottebohm, F., e R. K. Selander (1972). Vocal dialects and gene frequencies in the
chingolo sparrow (Zonotrichia capensis). The Condor 74:137-143.

Overbeck, G. E., S. C. Miller, A. Fidelis, J. Pfadenhauer, V. D. Pillar, C. C. Blanco, I. .
Boldrini, R. Both, e E. D. Forneck (2007). Brazil’s neglected biome: The South
Brazilian Campos. Perspectives in Plant Ecology, Evolution and Systematics 9:101—
116.

Pecanha, W. T., S. L. Althoff, D. Galiano, F. M. Quintela, R. Maestri, G. L. Gongalves, e
T. R. O. Freitas (2017). Pleistocene climatic oscillations in Neotropical open areas:
Refuge isolation in the rodent Oxymycterus nasutus endemic to grasslands. PLOS
ONE 12:0187329.

Posada, D., e K. A. Crandall (1998). MODELTEST: testing the model of DNA
substitution. Bioinformatics 14:817-818.

Pough, F. H., C. M. Janis, e J. B. Heiser (2008). A vida dos vertebrados. 4° edicdo.
Atheneu Editora S&o Paulo Ltda, S&o Paulo.

Quintela, F. M., F. Bertuol, E. M. Gonzélez, P. Cordeiro-Estrela, T. R. O. De Freitas, e G.
L. Gongalves (2017). A new species of Deltamys Thomas, 1917 (Rodentia:
Cricetidae) endemic to the southern Brazilian Araucaria Forest and notes on the
expanded phylogeographic scenario of D. kempi. Zootaxa 4294:71.

Quintela, F. M., G. L. Gongalves, S. L. Althoff, I. J. Sbalqueiro, L. F. B. Oliveira, e T. R.
O. De Freitas (2014). A new species of swamp rat of the genus Scapteromys
Waterhouse, 1837 (Rodentia: Sigmodontinae) endemic to Araucaria angustifolia
Forest in Southern Brazil. Zootaxa 3811:207.

Raikow, R. J., e A. H. Bledsoe (2000). Phylogeny and evolution of the passerine birds.
50:487-499.

Rambaut, A., A. J. Drummond, D. Xie, G. Baele, e M. A. Suchard (2018). Posterior
summarization in bayesian phylogenetics using Tracer 1.7. Systematic Biology.
[Online.] Available at https://academic.oup.com/syshio/article/67/5/901/4989127.

Rambo, B. (1942). A fisionomia do Rio Grande do Sul. Oficina Grafica da Imprensa
Oficial, Porto Alegre.

80



Ricklefs, R. E. (2002). Splendid isolation: historical ecology of the South American
passerine fauna. Journal of Avian Biology 33:207-211.

Ridgely, R. S., e G. Tudor (1989). The birds of South America. Volume 1, The Oscine
Passerines. University of Texas Press, Austin.

Ridgway, R. (1898). Descriptions of supposed new genera, species, and subspecies of
american birds. I. Fringillide. The Auk 15:223-230.

Rising, J. & Jaramillo, A. (2019). Rufous-collared sparrow (Zonotrichia capensis).
Handbook of the Birds of the World Alive. Lynx Edicions, Barcelona.

Rocha, G. T., E. J. De Lucca, e E. B. De Souza (1990). Chromosome polymorphism due to
pericentric inversion in Zonotrichia capensis (Emberizidae-Passeriformes-Aves).
Genetica 80:201-207.

Santos, E. (1979). Péassaros do Brasil. 4° edicdo. Editora Itatiaia Limitada, Belo Horizonte.

dos Santos, M. da S., R. Kretschmer, C. Frankl-Vilches, A. Bakker, M. Gahr, P. C. M.
O’Brien, M. A. Ferguson-Smith, e E. H. C. de Oliveira (2017). Comparative
cytogenetics between two important songbird, models: the zebra finch and the canary.
PLOS ONE 12:e0170997.

dos Santos, M. da S., R. Kretschmer, F. A. O. Silva, M. A. Ledesma, P. C. M. O’Brien, M.
A. Ferguson-Smith, A. Del Valle Garnero, E. H. C. de Oliveira, e R. J. Gunski (2015).
Intrachromosomal rearrangements in two representatives of the genus Saltator
(Thraupidae, Passeriformes) and the occurrence of heteromorphic Z chromosomes.
Genetica 143:535-543.

Shetty, S., D. K. Griffin, e J. A. Graves (1999). Comparative painting reveals strong
chromosome homology over 80 million years of bird evolution. Chromosome
research : an international journal on the molecular, supramolecular and evolutionary
aspects of chromosome biology 7:289-95.

Sibley, C. G., e J. E. Ahlquist (1990). Phylogeny and classification of birds. Yale
University Press, New Haven.

Sibley, C. G., e B. L. Monroe (1990). Distribution and taxonomy of birds of the world. 1°
edicdo. Yale University Press, New Haven.

Sick, H. (1997). Ornitologia Brasileira. 2° edi¢do. Nova Fronteira, Rio de Janeiro.

Souza, E. B., e E. J. de Lucca (1988). Polimorfismo cromossémico em Zonotrichia
capensis: frequéncia dos citétipos. Ciéncia e Cultura 40:764.

Souza, E. B., e E. J. de Lucca (1991). Populational study of chromosome polymorphism in
Zonotrichia capensis (Emberezidae - Passeriformes - Aves). Revista Brasileira de
Genética 14:359-372.

Stephens, M., N. J. Smith, e P. Donnelly (2001). A new statistical method for haplotype
reconstruction from population data. American journal of human genetics 68:978-89.

Suttie, J. M., S. G. Reynolds, e C. Batello (2005). Grasslands of the world. Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO), Rome.

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

Templeton, A. R., E. Routman, e C. A. Phillips (1995). Separating population structure
from population history: a cladistic analysis of the geographical distribution of
mitochondrial DNA haplotypes in the tiger salamander, Ambystoma tigrinum.
Genetics 140:767-82.

Thomas, J. W., M. Céceres, J. J. Lowman, C. B. Morehouse, M. E. Short, E. L. Baldwin,
D. L. Maney, e C. L. Martin (2008). The chromosomal polymorphism linked to
variation in social behavior in the white-throated sparrow ( Zonotrichia albicollis ) is

81



a complex rearrangement and suppressor of recombination. Genetics 179:1455-1468.
Tobias, J. A., J. Brawn, e R. Brumfield (2012). The importance of suboscine birds as study
systems in ecology and evolution. Revista Brasileira de Ornitologia 23:259-272.
Toews, D. P. L., e A. Brelsford (2012). The biogeography of mitochondrial and nuclear

discordance in animals. Molecular Ecology 21:3907-3930.

Tomazelli, L. J., S. . Dillenburg, e J. A. Villwock (2000). Late quaternary geological
history of Rio Grande do Sul Coastal Plain, Southern Brazil. Revista Brasileira de
Geociéncias 30:474-476.

Turchetto-Zolet, A. C., F. Pinheiro, F. Salgueiro, e C. Palma-Silva (2013).
Phylogeographical patterns shed light on evolutionary process in South America.
Molecular ecology 22:1193-213.

Vieira, E. F. (1984). Rio Grande do Sul: geografia fisica e vegetacdo. SAGRA-Editora e
Distribuidora, Porto Alegre.

Vieira, E. F. (2012). Geografia do Rio Grande do Sul: territorialidade - ambientes naturais
- sociedade. Edigal, Porto Alegre.

Viero, A. C., e D. R. A. da Silva (2010). Geodiversidade do estado do Rio Grande do Sul.
CPRM, Porto Alegre.

Villwock, J. A, e L. J. Tomazelli (1995). Geologia costeira do Rio Grande do Sul. Notas
Tecnicas do CECO_IG_UFRGS:1-45.

Werneck, F. P., C. Nogueira, G. R. Colli, J. W. Sites, e G. C. Costa (2012). 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 39:1695-1706.

Zink, R. M. (1982). Patterns of genic and morphologic variation among sparrows in the
genera Zonotrichia, Melospiza, Junco, and Passerella. The Auk 99:632-649.

Zink, R. M., e R. C. Blackwell (1996). Patterns of allozyme, mitochondrial DNA, and
morphometric variation in four sparrow genera. The Auk 113:59-67.

Zink, R. M., D. L. Dittmann, e W. L. Rootes (1991). Mitochondrial DNA variation and the
phylogeny of Zonotrichia. The Auk 108:578-584.

82



APENDICES
Apéndicel. Licenga de coleta SISBIO

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Institutn Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
Sisiema de Autorizagdo e Informagdo em Blodlversidade - SISBID

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica
Nimero: 435504 | Data da Emiss3o: 02022018 09:30 | Data para Revalidago®: 10/03/20H9
“IDe acordo com 0 anl. 26 da 1N D3/2014, esia SUlDNZaga0 =M prazo de valdade equivalenie a0 previsin No Conogiama oe abividades 0o projein,

mias devera ser revalldada anualmente mediante a apresentacao do relaitro de atividades 3 ser enviada por meio do Sksbip no prazo de 2 30 dias
a contar da data do aniversaro de sua emissan.

Dados do titular
Home: Thales Renato Ochotorena de Frefias CPF: 238 934.600-63

Tituio g0 Projetn: Arguitetura Ganetica Geaografica do Tieo-tieo (Zonolrchia capensis) em populaghes do Rio Grande do Sul

Home da instituigdo | UFRGS - UNIWERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DD SUL | CHIPJ: 52,969 B56/0001-53

Cronograma de atividades
=] 5] T
[_[ ot oe iecido bioogkco pam ,-'-::mm:m%de DA [o=zmis [P

Observagies e ressalvas

As. atfvicadies de CETPG EYETTHIAS [Or PESS08 RANIA OU [uridos =m indo o maCional, que IMpHUET 0 GESDOAMETID o ECUSES mans £

1 | materials, tendo por objein coistar dados, maberiak, sspedmes Hoidgicos & minerals, peras infegrantes d culurs ratve & ouftura popuian, presenis = pessads,
obiidos por ek de recurses & iSmices gue s= a0 estuda, 8 diusio ou & pesquisa, estio sujeitas a auworzadio do de CHncla = Tecnoiogla.
Elh-um;hﬁﬂ exime o pesquissdor Thulsr = oz membros de sua equipe da necessidade de obier a5 anuincias previsins em outros nsrumenios egais, bem
2 ‘Comao o conssnimenio do responsave] pela drea, pdiblica oo privada, onde s=ra realboada 2 avidade, Inclusive do orgdo gestor de- tem indigena (FUMATL, da

unidade de consermpio estadual, disirital cu municpal, ou do pre i, possEiD ou de Area dentro dos Imiles de unidade de consenaclio
federal cujo processo de reguisrizacio ENCONTE-SE & CUrso.
Este documenio somenie poderd sar ullrsdo parm o5 fns o na nsirugio MBI i 132074 ou na Instnuclo Mormaiva ICAMBD 0™ 102010, no que

3 |espedfica esta Autoriaio, nSo pocdendo ser uiEzado par fins Comenials, INdusirals ou esporteos. O matenal DIogIcD Coistaco deverd ser utilzado pam atidades
CEmicas Ou SOcas N Amibits 00 SRS 5
2 ) mmmmtmwmrﬁmmnmwmmwwﬁmmmmmbmu.wrhl:&:ﬂlgnnrrlr:

o de flom e faums - SITES e nlo CITESL
O Hiular de boerga ou 2 oS membros. da sua equipe optar por méiodos de coleta e Instrumenios de aplua dredonasdos, sempe que possive,

5 mmmtmmamw dano significative & cwlres prupos; & empregar esfongo de ool ou caphura gue nlo compromets o viabdidade

e e s do grupo = condclo In s
ertmwuluﬂpmm ‘Bssim oMo O Membns de Sus equips, mﬂmmlmm ou quando da Inadequaio,
& -ntrlnlnou:mmmlﬂo Inforra Bes nelevanies que subsidisram & svpedicho do #in, poderd, 8o ou lioenga

HCWBIo, moes fermos da Bl brasiisirs em
Elt-dm:l.l'nﬂ'b dispeEnsa O Cumprimenio da leglsla oue d mxmacmmmbmmmmmmnm.m

g |Em caso de pesguisa em UNIDADE DE CONSER VAN, 0 pesquisador thilar et aulrzagio fevers contaciar o adminsiagic da unidade a Tim 0e CONEIRMAR
AS DATAS das expediches, as condiples para realzacho das coietas £ de us0 da Infa-esiutur da

Outras na-s&al\.raE
TOm [Empo para a : 3
mmmlmmmaﬂuﬁ mlruns. rl:-rnarlmu de rm-dna E\rlara mlednsartnab.
2. AS AVES msqmn&nsejamnaaqﬂdeuelmdnmmm#mm}mwmbﬂmmam

events da ra d3s redes;
3. A colela autorzada de dnco Indlv de Zonotrichla (dave 52 resiingir 3 esse niitativo, no memo, localidade
mmmm@mmmaa-xﬁdﬁmm cspensis ! = por
Equipe
] HOma Fungaio CIPF [N H
|1 | Camine Chario Sanor ImegAme 020,552 S00=2 OTHE0E38 SEPFes Braskel
2 | Samdra Eloisa Bula [= fegr D84, 747 0045 B29TOS1T SEFPR-PR
3 | RAFAEL KRETECHMER Inepranis 035. 73155005 AmssEszE 1 355-R3 Brasicim

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

Este documento (Aulnrzacio para atlvidades com finalikdade clentMca) fol expadido com base na Instrucis Normativa n® 032014, Afraves do codigo
e autenticagio abalxo, qualquer cidadSo poderd verificar a autentickdade ou regularidade deste documenio, por melo da pagina do SisblaiCMBlo na
Indemet (weaw lcmiblo.gov brisisbio).

Codigo de autenticagdo: 99577529 III"IIII

[ Fagna 113 |

83



Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Institutn Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sisiema de Autorizagdo e Informagao em Blodiversidade - SISBIO

Mimero: 43350-4

Diata da Emissdo: 08022018 09:30

Data para Revalidagdo*: 10003/2019

a contar da data do anivwersarko de su3 emissa0.

" De acomo com 0 arl. 25 da IN 03/2014, esla aulorzagao em prazo de validade equivalente ao previsin no cronograma de atividades do projeto,
mas deverd ser revalldada anualmente medianie a apresentacio do relaidro de atividades a ser enviado por melo do Slsblo no prazo de aié 30 dias

Dadeos do titular

Maome: Thales Renato Ochatorena de Freftas

CPF: 238 534.600-52

Tt tha Projetn: Arguiietura Genetica Gaografica o Tieo-tico [Zonolichia capensis) em populagies do Rio Grande do Sul

Nome da Instiulgdoe : UFRGS - UNIWERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

CHIPJ: 52 960 BSEMDD01-58

[F WRnicip OF [ Desaipao do local

[1 |FELCTAS RE | mumicioio Fom de UG Federal
2| 5AD JOSE DO NUSENTER RE municipio Fom de UG Federal
3 [ VACARIA RE | mumicipio Fom de UG Federal
4 [ CACHDEIRA DO BUL RE municipio Fom de UG Federal
[E [EANTA MARIA RE | municipio Fom de UG Federal
5| PALMERA DAE MISSOES RE municipio Fom de UG Federal
T | Doa PECRITD RE | mumicipio Fom de UG Federal
B[ EAD GRERIEL RE municipic Fam o UG Federal
[3 | MANDEL VIANA RE | mumicipio Fom oe UG Federal
0 [ CHUI RE todo munidpo Fom de UG Federal
il ] RE | Municipio Fom oe UG Federal
12 [ EANTO ANTOMID DA FATRULHA RE Municipio Fom de UC Federal
[= [FORTO VERA CRUE RE | Mumicipio Fom de UG Federal
14 [ PORTO ALEGRE RE Municipio Fom de UG Federal
Atividades X Taxons

[F Alvidane Tanons

1] anlmals n ZOOirChia ApenEs

2 | Col=lafranspore d= amosiras bloldpicas in s Zomoirichia capensis

EN [ Zomcirichin capensis | wme: 5]

* Quaniidade de individucs por espécie, por localldsde ou unidade de conseriacio, a serem colstados durants um amo.

Material e métodos

[ Penas, Fragmenin de becido/trgio, Eangue, s

| Ree de nebiins, Bioaoksticn

Destino do material biologico coletado

¥ Home looal desting

1 | UFRGE- UNNERSIDADE FEDERAL DO RIC GRANDE DO BUL |

Este documento (Autizacio para athidades com finalidade clentMca) fol expadido com base na Instrucio Momatha n® 0372014 Afraves do cadigo
de autenticagao abalwn, qualguer cidadSo podera verificar 3 auienticidade ou reguiaridade deste documento, por ek da pagina do SisbllCMBID na

Infemet {waw Icmiblo.go bosisbio)

Codigo de autenticagdo: 99577529

Fagna 23 |

84



Ministerio do Meio Ambiente - MMA
Institutn Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
Sisiema de Autorizagdo e Informagao em Blodiversidade - SISBIO

Autorizacido para atividades com finalidade cientifica

MHumero: 43350-4 | Diata da Emissao: 0R022018 09:30 | Data para Revalidagao*: 1000372049

" De acorde com o an. 26 da IN 0372014, esia aulorizagdo fem prazo de valldade equivalente ao previsio no cronograma de atividades do projeto,
mas deverd ser revalliada anualmente medianie a apresentacao do relaitrio de atividades 3 ser enviado por melo do Sksoio no prazo de até 30 das
a contar da data do anlversario de sua emissao.

Dados do titular

Mome: Thales Renato Cchotorena de Frefias CPF: 235.934.600-63

Tituio 0 Projetn: Arguitetura Genetica Geografica oo Theo-iico (Fonoinichia capensis) em popuiaghes do Rio Grande do Sul

Nome da Instiulglo : UFRGS - UNIWERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL | CHIR: &2 960 B5E/A0001-04

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com & Instrugdo Mommativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biologico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenga permanente devera ser anctada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatdrio de atividades. O transporte do
material bicldgico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizacdo ou da licenga permanents com a devida
anctagdo. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado & instituicio cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegio biologica cientifica registrada no Cadastro Macional de Colegdes Bioldgicas (CCBIO).

Taxon® Qridea. Tipao de amostra Qide. Data

" Identificar o espacime o nived taxondmico posshwal.

Este documento (Auiizacio para athidades com finalidade clentMca) fol expedido com base na Instrucio Momathva n® 0372014, Afraves do codigo
e autenticagio abaten, qualquer cidadSo podera verfficar a auienticidade ou reguiaridade deste documenio, por melo da pagina do SisblalCMBID na
Indemet (waw lemibio.gov brsisbio).

Cdodigo de autenticagio: 99577529 Illllllll

[ roms |

85



Apéndice 2. Autorizacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da UFRGS

+«UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA %CEU A
] ¢ - UFRCS
I UNMERSICATIF FEDEHA- Comlssgio De Etica No Uso De: Animals
ST DO RIO GRAKDC DO SLL
CARTA DE APROVACAO

Comissio De Etica No Uso De Anlmais analisou o projeto:

Numero: 25745

Titulo: Arquitetura Genética Gaografica do Tico-tico (Zonotrichia capensis) em populagdes do Rio

Grande da Sul
Vigéncia: 20/10/2015 2 05/01/2019

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

THALES RENATO OCHOTORENA DE FREITAS - coo-denador desde 20/10/2075
SANDRA ELOISA BULAU - Aluno de Doutorado desde 207102015

Caroline Charda Sartor - Aluno de Mestrado desde 2001002015

Rafasl Kretechmer - Aluno de Doularado desde 20710/2015

Comissio De Etica No Use De Animais aprovou 0 mesma em saus aspectos €ticos
metodologicos, para a utilizacio de 160 passares provenientes de 16 localldades (Pelotas,
Camaqué, Sdo José dos Ausentes, Vacaria, Bage, Cachoeira do Sui, Santa Maria, Santa
Rosa, Sao Gabrlel, Cruz Alta, Manaef Viana, Palmeira das Missdes, Dom Pedrito, Cacequi,
Santiago e Santo Angelo) , com a finalidade de {captura, coleta, marcag#o), possuindo
autorizacio da SISBIO N° 49950-1, de acordo com os preceitos das Diretrizes € Normas
Nacionais e Internacionals, especiaimente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008, ¢
Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas editadas pefo Conselho Naclonal de
Controle da Experimentagdc Animal (CONCEA), qus disciplinam a produgio, manutengao
e/ou utifizagdo de animals do filo Chordata, subflle Vertebrata {exceto o homem) em
atividade de ensino ou pesguisa.

Poro Aegre, Terga-Feira, 0 de Margo de 2016
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CRIGT ANC MATTE
Coxrdenador da comssan de rlics
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Apéndice 3. Figuras 1 e 2. Imagens obtidas durante as atividades de campo desenvolvidas
para a realizagdo dessa tese

Figura 1. Individuo adulto de tico-tico coletado em atividade de campo realizada em S&o José dos Ausentes -
RS, no Bioma Mata Atlantica.
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Figur 2. Formagoes campetres do Bioma Papa. A: drea as margens do Rio lbicui em Manoel Viana - RS.
B: area de campo na regido de Chui — RS
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