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RESUMO

Montanhas abrigam comunidades adaptadas a climas frios e secos que, em geral, exibem
elevada biodiversidade e altos niveis de endemismo. Duas principais hipdteses, ndo
mutuamente exclusivas, t€ém sido propostas para explicar a diversificagdo da biota em
montanhas. A hipotese da longa persisténcia de linhagens (long lineage persistance), que
propde que a diversificagdo ¢ explicada pelo tempo disponivel para especiagdo e pela
estabilidade climatica de montanhas antigas, e o sistema de conectividade intermitente
(flickering connectivity system), que enfatiza o papel dos ciclos de isolamento e reconexao
populacional promovidos pelas oscilacdes climaticas do Pleistoceno. Nesta tese,
investigamos a origem, diversifica¢ao, biogeografia, demografia populacional e os fatores
que moldam a conectividade genética em espécies de Bokermannohyla associadas ao
campo rupestre, uma formagao herbaceo arbustiva associada a afloramentos rochosos que
ocorre somente acima de 900 m de altitude. No primeiro capitulo, utilizando sequéncias
de DNA mitocondrial e nuclear, reconstruimos as relagdes filogenéticas e a histdria
biogeografica do grupo e testamos a hipdtese da longa persisténcia de linhagens. No
segundo capitulo, utilizando dados genOmicos, investigamos como as oscilagdes
climaticas do Pleistoceno influenciaram a estrutura genética, a demografia e a
conectividade entre populagdes, testando as predi¢des da hipotese do sistema de
conectividade intermitente. Por fim, no terceiro capitulo avaliamos como diferentes
elementos da paisagem afetam a conectividade genética de duas espécies do Planalto
Central Brasileiro. Como principais resultados, encontramos que a origem do clado ¢
relativamente recente (Mioceno ~18.75 Mya) com eventos de diversificagdo
principalmente entre o Plioceno e o Pleistoceno, contrariando a hipdtese da longa
persisténcia de linhagens. A area ancestral do clado foi estimada para a Cordilheira do
Espinhaco e a Chapada Diamantina. A atual distribui¢ao das espécies, restrita a Chapada
Diamantina e ao Planalto Central, pode refletir a influéncia de eventos tectonicos
ocorridos durante o Mioceno entre a Cordilheira do Espinhaco e a Chapada Diamantina
e mudangas climaticas iniciadas nesse periodo, que levaram a expansdo de ambientes
tipicos de montanhas para areas de menor altitude, possibilitando a colonizagdo e
diversificacdo do clado no Planalto Central Brasileiro. No segundo capitulo, encontramos
evidéncia de contato secundario entre populagdes durante o Ultimo Maximo Glacial,
suportando a hipdtese do sistema de conectividade intermitente. Entretanto, ndo

observamos sinais de expansdo demografica, provavelmente devido a forte dependéncia



dessas espécies por riachos de adguas claras e frias que pode ter feito com que a dispersdo
e o fluxo génico tenham ocorrido principalmente por redes de riachos, sem ampliar
significativamente o tamanho populacional. No terceiro capitulo, encontramos que a
distancia geografica contribui para a diferenciacdo genética de populagdes nas duas
espécies do Planalto Central em diferentes graus, mas que o isolamento por resisténcia
associado as caracteristicas da paisagem ¢ o principal determinante da diferenciagao
genética entre populagdes, sendo que diferentes caracteristicas da paisagem determinam
o fluxo génico de cada espécie. Em conjunto, os resultados desta tese demonstram que a
historia evolutiva das espécies de Bokermannohyla associadas aos campos rupestres
resulta da interacdo entre processos geoldgicos, mudangas climaticas do passado e
heterogeneidade da paisagem. Esses resultados ampliam o conhecimento sobre a
evolucdo da biota de montanhas antigas da América do Sul e fornecem subsidios para a
conservagdo de organismos especializados em ambientes montanos naturalmente

fragmentados.

Palavras-chave: Anura; Biogeografia; Ilhas de altitude; Gendmica; Historia evolutiva



ABSTRACT

Mountains harbor communities adapted to cold and dry climates that generally exhibit
high biodiversity and elevated levels of endemism. Two main, non-mutually exclusive
hypotheses have been proposed to explain the diversification of mountain biota. The long
lineage persistence hypothesis proposes that diversification is driven by the amount of
time available for speciation and the climatic stability of ancient mountains, whereas the
flickering connectivity system hypothesis emphasizes the role of cycles of population
isolation and reconnection promoted by Pleistocene climatic oscillations. In this thesis,
we investigated the origin, diversification, biogeography, population demography, and
factors shaping genetic connectivity in Bokermannohyla species associated with campo
rupestre, an herbaceous-shrubby vegetation formation associated with rocky outcrops
that occurs exclusively above 900 m elevation. In the first chapter, using mitochondrial
and nuclear DNA sequences, we reconstructed the phylogenetic relationships and
biogeographic history of the group and tested the long lineage persistence hypothesis. In
the second chapter, using genomic data, we investigated how Pleistocene climatic
oscillations influenced genetic structure, population demography, and connectivity
among populations, testing the predictions of the flickering connectivity system
hypothesis. Finally, in the third chapter, we evaluated how different landscape features
influence genetic connectivity in two species from the Brazilian Central Plateau. Our
results show that, the origin of the clade is relatively recent (Miocene, ~18.75 Mya), with
diversification events occurring mainly during the Pliocene and Pleistocene, contradicting
the predictions of the long lineage persistence hypothesis. The ancestral area of the clade
was inferred to include the Espinhaco Range and Chapada Diamantina. The current
distribution of the species, restricted to Chapada Diamantina and the Brazilian Central
Plateau, may reflect the influence of Miocene tectonic events between these mountain
systems and climatic changes that began during this period. These processes likely
promoted the expansion of mountain-like environments into lower elevations, enabling
the colonization and diversification of the clade in the Brazilian Central Plateau. In the
second chapter, we found evidence of secondary contact among populations during the
Last Glacial Maximum, supporting the flickering connectivity system hypothesis.
However, we found no evidence of demographic expansion, likely because the strong
dependence of these species on cold, clear-water streams may have constrained dispersal

and gene flow primarily to stream networks, without substantially increasing population



sizes. In the third chapter, we found that geographic distance contributes to population
genetic differentiation in the two Brazilian Central Plateau species in different degrees;
however, resistance to gene flow associated with landscape characteristics was the main
determinant of genetic differentiation among populations, with different landscape
features influencing gene flow in each species. Overall, the results of this thesis
demonstrate that the evolutionary history of Bokermannohyla species associated with
campo rupestre results from the interaction among geological processes, past climatic
changes, and landscape heterogeneity. These findings expand our understanding of the
evolution of biota in ancient South American mountains and provide insights for the

conservation of organisms specialized in naturally fragmented montane environments.

Keywords: Anura; Biogeography; Sky islands; Genomics; Evolutionary history
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INTRODUCAO GERAL

Montanhas, por abrigarem elevados niveis de biodiversidade e endemismo, sdo
consideradas verdadeiros laboratorios naturais para estudos evolutivos (Antonelli et al.,
2018; Perrigo et al., 2020). A notavel concentragdo de biodiversidade em regides
montanhosas tem intrigado naturalistas desde as observagdes de Alexander von
Humboldt, sintetizadas em Ideen zu einer Geographie der Pflanzen (‘“Ensaio sobre a
geografia das plantas,” publicado em 1807). Nesta obra, considerada um marco para a
biogeografia, Humboldt comparou a distribui¢do da vegetagdo ao longo de gradientes
altitudinais observados em montanhas da América do Sul com aqueles de outras regides
montanhosas exploradas durante suas viagens (Norder, 2019). Mais de dois séculos
depois, 0os mecanismos responsaveis pela origem e manutengdo da biodiversidade de
montanhas permanecem um tema central na biologia evolutiva e biogeografia. As
principais hipoteses propostas envolvem tanto processos relacionados a historia geologica
e climatica das montanhas (Antonelli et al., 2018; Flantua et al., 2019), quanto
caracteristicas evolutivas das proprias espécies, como o desenvolvimento de adaptacdes
que favoreceram sua diversificacao e persisténcia nesses ambientes (Hughes & Atchison,

2015; Schwery et al., 2015).

Na regido Neotropical, os diferentes sistemas montanhosos constituem
importantes centros de biodiversidade e endemismo que resultam de historias geologicas,
climaticas e geomorfoldgicas distintas (Rull & Carnaval, 2020). Enquanto os Andes
possuem origem relativamente recente, outras formagdes, como os Tepuis do Escudo das
Guianas e as montanhas do leste da América do Sul (i.e., Cordilheira do Espinhago,
Chapada Diamantina, Planalto Central Brasileiro, Serra da Canastra, Serra do Mar e Serra
da Mantiqueira) sdo de origem muito mais antiga, remontando ao Pré-Cambriano (Rull
& Vegas-Vilarrubia, 2020; Guedes et al., 2020). As variadas origens e diversidades
topograficas fazem das montanhas neotropicais sistemas particularmente valiosos para
investigar a diversificacdo e os processos evolutivos responsaveis pela alta diversidade

de espécies na regido.

Considerando a idade das formag¢des montanhosas, diferentes hipoteses tém sido
propostas para explicar os padrdes de diversificacdo nesses ambientes. Em paisagens
antigas, a teoria OCBIL (Old, Climatically Buffered, Infertile Landscapes) propde que a
longa estabilidade ambiental favoreceu a persisténcia das linhagens e a especiacdo ao

longo do tempo (Hopper, 2009). Por outro lado, em montanhas mais jovens, a



12

diversificacdo tem sido atribuida a ciclos de isolamento e reconexdo populacional
associados as oscilagoes climaticas do Pleistoceno, criando um sistema de conectividade
intermitente (flickering connectivity system) que promoveu divergéncia genética e contato

secundario entre populagdes (Flantua et al., 2019).

Além de processos historicos, fatores contemporaneos relacionados a
configuragdo da paisagem também exercem influéncia na estruturacdo genética e na
conectividade entre populagdes (Manel et al., 2003; Storfer et al., 2010). Caracteristicas
da paisagem, tanto naturais quanto decorrentes de atividades humanas, podem facilitar ou
restringir o fluxo génico entre populagdes, atuando como barreiras ou corredores para a
dispersao, influenciando a diferenciagdo genética e o potencial adaptativo das populacdes
(Frankham et al., 2017). Assim, identificar os elementos da paisagem que favorecem ou
restringem a conectividade ¢ fundamental para compreender a dindmica evolutiva das

espécies e adotar estratégias de conservagao adequadas.

As regides montanhosas da América do Sul, tanto as antigas quanto as jovens,
possuem em comum comunidades adaptadas a ambientes frios e secos em seus topos,
como ¢ o caso dos paramos no norte dos Andes, dos campos de altitude na Serra da
Mantiqueira e dos campos rupestres na Cordilheira do Espinhago, os dois ultimos no leste
do Brasil. Entre estas formagdes, os campos rupestres chamam a atengao pela excepcional
diversidade de plantas e altos niveis de endemismo em uma area relativamente pequena
e com solos extremamente pobres (Silveira et al., 2016). Essa elevada diversidade
também se estende a fauna, especialmente aos anfibios, com dezenas de espécies
endémicas (Oswald et al., 2025). Entre elas, destaca-se o género Bokermannohyla que
possui quase a metade das espécies conhecidas associadas aos campos rupestres (Oswald
et al., 2025; Pupin et al., 2025). Embora os fatores responsaveis por essa associa¢ao ainda
ndo sejam completamente compreendidos, as espécies de Bokermannohyla associadas aos
campos rupestres apresentam, em geral, distribui¢o restrita a areas de altitude e, portanto,
naturalmente fragmentada, e alta dependéncia de riachos bem preservados para a
reproducdo (Faivovich et al., 2025), caracteristicas que as tornam particularmente

sensiveis a mudancas ambientais.

Nesta tese, investigamos a origem, diversificacao e historia evolutiva de um clado
de Bokermannohyla composto por seis espécies associadas aos campos rupestres.
Inicialmente, utilizando sequéncias de DNA mitocondrial e nuclear, reconstruimos as

relagdes filogenéticas e a histéria biogeografica do clado para avaliar a origem das
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espécies dos campos rupestres e testar a hipotese de diversificacdo da teoria OCBIL. Em
seguida, no segundo capitulo, utilizando dados gendmicos, investigamos como as
oscilagdes climaticas do Pleistoceno influenciaram a estrutura genética, a demografia e a
conectividade entre populacdes de trés espécies, sendo uma da Chapada Diamantina e
duas do Planalto Central Brasileiro, testando a hipotese do sistema de conectividade
intermitente. Por fim, no terceiro capitulo, avaliamos como diferentes elementos da
paisagem afetam o fluxo génico e a conectividade genética de duas espécies do Planalto
Central Brasileiro, identificando os principais fatores ambientais que moldam a estrutura
genética. Em conjunto, os resultados desta tese contribuem para compreender como
processos geologicos, climaticos e caracteristicas da paisagem interagem para determinar
a diversificagdo, a distribui¢do e a conectividade de organismos especializados em

ambientes montanos neotropicais.
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CONCLUSOES GERAIS

A diversificagdo do clado ndo corrobora a hipdtese de persisténcia prolongada de
linhagens sob estabilidade climatica prevista pela teoria OCBIL. Em contraste, os
resultados sugerem que dindmicas tectonicas e climaticas relativamente recentes tiveram

papel importante na distribuicao geografica atual e na diversificagdo dessas espécies.

As andlises com dados gendmicos suportam que as oscilagdes climaticas do
Pleistoceno poderiam ter influenciado na diversificacdo de trés espécies do clado de
diferentes sistemas montanhosos, Bokermannohyla oxente da Chapada Diamantina, e B.
pseudopseudis e B. sapiranga do Planalto Central. Estas espécies provavelmente
sofreram fragmentagdo populacional durante periodos interglaciais, enquanto durante
periodos glaciais, condi¢des climaticas mais frias permitiram a reconexdo entre
populacdes a medida que habitats climaticamente adequados se expandiram para menores
altitudes. Uma vez que encontramos evidéncia de contato secunddrio, mas ndo de
aumento no tamanho populacional durante o Ultimo Méximo Glacial, considerando o
habitat reprodutivo altamente especializado destas espécies, sugerimos que a
conectividade entre as populagdes poderia ter ocorrido por meio de redes de riachos, sem

gerar aumentos expressivos no tamanho populacional.

Os resultados das analises de genética da paisagem em duas espécies do Planalto
Central Brasileiro (B. pseudopseudis e B. sapiranga) sugerem que apesar da distancia
geografica contribuir para a diferenciacdo genética nas duas espécies, as caracteristicas
da paisagem sdo mais importantes. Contrariando as expectativas iniciais, B. sapiranga,
apesar de ocorrer na regiao mais afetada por atividades antrdpicas, ndo foi a espécie mais
afetada pela mudanca no uso da terra e sim pela altitude, enquanto em B. pseudopseudis

a cobertura vegetal foi identificada como o principal preditor da diferenciagdo genética.

Integrando abordagens filogenéticas, filogeograficas, gendmicas e de genética da
paisagem, esta tese amplia o conhecimento sobre a origem e diversificacdo da biota de
ambientes de montanhas neotropicais e destaca a importancia da manuten¢do da
conectividade funcional para preservar o fluxo génico, a diversidade genética e, assim, o

potencial evolutivo das populacdes frente as mudangas ambientais em curso.
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