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Resumo

Métodos filogenéticos comparativos utilizam informacbes sobre as relacdes de
ancestralidade entre as espécies para testar hipdteses evolutivas. Neste contexto, a
Reconstrucdo de Caracteres Ancestrais (RCA) pode nos esclarecer muito a respeito dos
organismos ja extintos. A familia Canidae apresenta variada gama de comportamentos,
distribuida por quase todo o planeta. Sua rica historia féssil demonstra processos que
nos d&o pistas sobre a evolucdo e diversificagdo destes comportamentos ao longo de 46
Ma. Entender a importancia de fatores bidticos e abidticos na evolucdo de carnivoros
tem sido um dos grandes desafios em estudos macroevolutivos nos ultimos anos. Aqui
foram abordados aspectos evolutivos de Canidae com o intuito de demonstrar o papel de
fatores ambientais e comportamentais, além de interagdes, na diversificacdo do grupo.
Para isso, construiu-se a filogenia para todas as espécies vivas de canideos e uma
espécie recentemente extinta. No total, 37 espécies foram incluidas na arvore
filogenética. Foram obtidos 23 marcadores moleculares usados na construcdo da
filogenia. Utilizou-se também 68 caracteres morfoldgicos. A construcao da filogenia foi
feita utilizando inferéncia Bayesiana. O modelo evolutivo escolhido nessa etapa foi
GTR + G + |. Também foi utilizado o algoritmo de Monte Carlo Markov Chain
(MCMC) para obter a distribuicdo a posteriori, com 50 x 10° iteracdes. A datacio da
arvore filogenética foi feita através do método de Penalized Likelihood, onde foram
utilizados 11 registros fosseis de nos conhecidos da filogenia. Apos a filogenia feita,
obteve-se os dados comportamentais para realizacdo da RCA a respeito dos quatro
atributos avaliados. As quatro reconstrucbes foram criadas com inferéncia em 1000
arvores cada. Todas anélises de RCA foram realizadas com o método de parcimonia.
Com o intuito de entender de que maneira os atributos se correlacionam ao longo da
filogenia, foi calculada a correlacdo de Pagel além de Phylogenetic Generalized Least
Squares (PGLS). A topologia obtida aqui foi diferente das demais arvores filogenéticas
ja criadas para Canidae. Além disso, a calibracdo temporal indica que o split entre
Canini e Vulpini se deu ha 12.6 Ma, diferente do que é apontado na literatura. A
respeito das reconstrucdes, as linhagens ancestrais dos lobos e das raposas
desenvolveram o habito de viver em areas abertas. J& os canideos sulamericanos
desenvolveram preferéncia por areas florestais. Em relacdo a dieta, o ancestral de
Caninae, assim como 0s ancestrais diretos das tribos Canini e Vulpini, apresentavam
comportamento alimentar hipocarnivoro. O ancestral de todos os canideos existentes
hoje apresentou baixa organizacdo social, enquanto que os lobos desenvolveram alto
comportamento social, coincidindo com o surgimento do habito hipercarnivoro. A
respeito do tamanho corporal, o né ancestral a todos os canideos possuia tamanho
médio, e as duas tribos que surgiram a partir desta linhagem divergiram seus tamanhos.
O teste de Pagel demonstrou que ha correlagéo entre dieta e socialidade, mostrando que
a alimentacédo levou a modificagdes no comportamento Social. Os PGLSs mostram que
trés tipos de modelos evolutivos explicam as mudancgas nos atributos ao longo do
tempo. As mudancas no uso de habitat dos canideos acompanharam as mudancas
climaticas no planeta ao longo dos ultimos 13 Ma. J& a alimentacdo meso e
hipocarnivora dos sulamericanos se deve ao cenario encontrado na América do Sul ao
chegarem, e como reflexo, ndo desenvolveram alto grau de socialidade. Os resultados
sugerem que raposas tentaram evitar a competicdo com os lobos para ndo sobreporem
seus nichos, sendo o fator fundamental para sua diversificacao.

Palavras-chave: Macroevolucédo, habitat, dieta, socialidade, reconstrucdo de caracteres
ancestrais, métodos filogenéticos comparativos



Abstract

Phylogenetic comparative methods use information on ancestral relationships between
species to test evolutionary hypotheses. In this context, the Ancestral Characters
Reconstruction (ACR) can shed light on the already extinct organisms. The Canidae
family has a wide range of behaviors, distributed throughout most of the planet. Its rich
fossil history demonstrates processes that give us clues about the evolution and
diversification of these behaviors over 46 Ma. Understanding the importance of biotic
and abiotic factors in the evolution of carnivores has been one of the major challenges
in macroevolutionary studies in recent years. Here we discuss the evolutionary aspects
of Canidae with the purpose of demonstrating the role of environmental and behavioral
factors, as well as interactions, in the diversification of the group. For this, the
phylogeny was constructed for all living species of canids and a recently extinct species.
In total, 37 species were included in the phylogenetic tree. A total of 23 molecular
markers were used to construct the phylogeny. We also used 68 morphological
characters. The construction of the phylogeny was done using Bayesian inference. The
evolutionary model chosen in this step was GTR + G + I. The Monte Carlo Markov
Chain algorithm (MCMC) was also used to obtain the posterior distribution, with 50 x
10° iterations. The phylogenetic tree was dated using the Penalized Likelihood method,
where eleven fossil records of nodes known from the phylogeny were used. After the
phylogeny, the behavioral data were obtained to perform the ACR in relation to the four
attributes evaluated. The four reconstructions were created with inference in 1000 trees
each. All ACR analyzes were performed using the parsimony method. In order to
understand how the attributes correlate throughout the phylogeny, the Pagel correlation
was calculated in addition to Phylogenetic Generalized Least Squares (PGLS). The
topology obtained here was different from the other phylogenetic trees already created
for Canidae. In addition, the time calibration indicates that the split between Canini and
Vulpini occurred 12.6 Ma ago, different from what is pointed out in the literature.
Concerning reconstructions, the ancestral lineages of wolves and foxes have developed
the habit of living in open areas. South American canids have developed preference for
forest areas. Regarding diet, Caninae's ancestor, as well as the direct ancestors of the
Canini and Vulpini tribes, presented hypocampivorous feeding behavior. The ancestor
of all canids present today had a low social organization, while the wolves developed a
high social behavior, coinciding with the emergence of the hypercarnivore habit.
Regarding the body size, the ancestral node to all canids had medium size, and the two
tribes that have emerged from this lineage diverged their sizes. The Pagel test
demonstrated that there is a correlation between diet and sociality, showing that diet led
to changes in social behavior. The PGLSs show that three types of evolutionary models
explain changes in attributes over time. The changes in the habitat use of the canids
have accompanied the climatic changes in the planet during the last 13 Ma. The meso
and hypocarnivorous feeding of the South Americans is due to the scenario found in
South America when they arrived, and as a reflex, they did not develop high degree of
Sociality. The results suggest that foxes tried to avoid competition with the wolves to
avoid overlapping their niches, being the fundamental factor for their diversification.

Keywords: Macroevolution, habitat, diet, sociality, ancestral characters reconstruction,
phylogenetic comparative methods
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1. Introducdo Geral
1.1-  Métodos comparativos

Os Meétodos Filogenéticos Comparativos (MFCs) sdo aqueles que utilizam
informacdes sobre as relacbes de ancestralidade entre as espécies para testar hipoteses
evolutivas, focando ndo apenas em espécies existente na historia recente, como também
em taxons extintos (Harvey & Pagel 1991; Pennell & Harmon 2013). O ponto principal
para o desenvolvimento dessa ampla gama de MFCs vem atraves de previsdes teoricas e
observacOes empiricas, onde espécies intimamente relacionadas sdo mais provaveis de
serem semelhantes do que espécies distantes filogeneticamente. Isso fez com que em
estudos comparativos, espécies ndo possam ser tratadas como pontos independentes,
através de nos ancestrais (Felsenstein 1985; Garland & Ives 1999). Nas ultimas décadas,
h& cada vez mais estudos comparativos interespecificos, e atualmente os bancos de
dados comparativos sdo analisados continuamente por métodos filogenéticos (Eggleton
& Vane-Wright 1994; Losos & Miles 1994; Martins & Hansen 1997; Garland & Ives
2000). Entre esses métodos, encontram-se muitos que usam informaces filogenéticas
de maneira puramente estatistica, dando pouca atencdo para o real sentido evolutivo que
tais métodos representam (Grafen 1989; Harvey & Pagel 1991; Garland et al. 1993;
Miles & Dunham 1992; Schluter et al. 1997; Pagel 1997).

Atualmente existem dois grupos nos quais 0os MFCs podem ser divididos:
aqueles que inferem a histdria evolutiva de caracteres ao longo da filogenia, e aqueles
que inferem correlagfes entre atributos ao longo do tempo, fazendo o uso de correcGes
filogenéticas (Maddison et al. 2007). Dentre eles, os mais importantes sdo: Ancestral
Character Reconstruction (ACR), Phylogenetically Independent Contrasts (PICs) e
Phylogenetic Generalized Least Squares (PGLS), que servem como importantes
ferramentas no entendimento de como processos evolutivos agem na diversificacdo das
linhagens (Felsenstein 1985; Grafen 1989; Martins & Hansen 1997).

Para entender a evolucdo, ndo basta apenas ter o conhecimento sobre as
caracteristicas das espécies atuais, mas também de seus ancestrais. Mesmo que 0s
registros fésseis contenham muito sobre a histéria dos organismos, nem sempre estao
disponiveis para muitas espécies e tipos de atributos (Swofford & Maddison 1987;
Maddison & Maddison 1992). Dentre as abordagens citadas anteriormente, a
Reconstrucdo de Caracteres Ancestrais (RCA) é a unica que permite inferir o estado de

um atributo em linhagens ancestrais a partir de informaces das espécies atuais.



Analisar dados comparativos em um contexto filogenético através de MFCs
permite avaliar processos historicos envolvidos na evolucdo fenotipica, onde
conseguimos relacionar a evolucdo de dois ou mais atributos ao longo da histéria de
clados, entender tanto sobre padrdes gerados quanto sobre o tempo na diversificacdo das
linhagens, e assim distinguir entre mecanismos adaptativos e ndo-adaptativos que
atuaram neste processo (Omland 1999; Cai et al. 2004, Pagel 19993, Diniz-Filho 2001).

1.2- Historia evolutiva de Canidae

1.2.1- Surgimento e diversificacdo

Entre as familias vivas atualmente da ordem Carnivora, Canidae é a mais antiga.
Sua historia teve inicio na América do Norte ha cerca de 46 milhdes de anos (Ma) no
final do Eoceno, sendo originada a partir de um grupo arcaico de carnivoros, a familia
Miacidae (Wang et al. 2008). Foi também neste continente que ocorreu a primeira
diversificagdo do grupo, pelo que indica a rica historia fossil das espécies, onde através
de eventos de dispersdo sucessivos, trés subfamilias se originaram até o final do
Oligoceno, Hesperocyoninae, Borophaginae e Caninae (Wang et al. 2008; Wang &
Tedford 2007).

As duas primeiras subfamilias foram endémicas da América do Norte até sua
extincdo na metade do Mioceno e inicio do Pleistoceno respectivamente. Depois de 30
Ma isolada, a familia Canidae teve sua dispersdao pelo mundo através da subfamilia
Caninae (Wang & Tedford 2007; Sillero-Zubiri et al. 2004; Geffen et al. 1996). Seu
processo de dispersdo foi possivel pelo surgimento do estreito de Bering permitindo que
Caninae atingisse a Eurdsia e posteriormente a Africa através do género Eucyon (Wang
& Tedford 2007). E posteriormente, o soerguimento do Istmo do Panamé permitiu sua
dispersdo para a América do Sul. Estes eventos proporcionaram aos canideos o contato
com novos recursos e ambientes, levando a uma grande radiacdo adaptativa no grupo
(Berta 1987).

Nessa época, o0 clima no planeta entrou em um processo longo de resfriamento,
ha cerca de 33 Ma (Wang et al. 2008; Potter & Szatmari 2009). Essa mudanca global foi
desencadeada por intensos processos tectdnicos, que culminaram no fechamento de
canais equatoriais de circulacdo de correntes maritimas, o que levou ao isolamento dos
oceanos. Esta mudanca no fluxo dos oceanos deu inicio a formagdo de uma camada de
gelo sobre a Antartida, fazendo com que a temperatura do planeta caisse cerca de 5°C
em um intervalo de um milh&o de anos (Potter & Szatmari 2009; Zachos et al. 2001).



Esse resfriamento gradual do planeta influenciou sua vegetacdo, onde as grandes
florestas de angiospermas foram progressivamente sendo substituidas por florestas de
gimnospermas. Posteriormente, com o clima ficando cada vez mais frio e seco, as
florestas ficaram fragmentadas, dando oportunidade para o surgimento de areas abertas,
que mesmo em pouca propor¢do, comegavam a fazer parte da paisagem no momento
(Wang et al. 2008; Potter & Szatmari 2009; Eronen et al. 2012).

Apos esse primeiro momento de resfriamento do planeta, a temperatura global
teve um acréscimo ha 15 Ma, periodo conhecido como Médio-Mioceno 6timo termal.
Porém ao final desse periodo, novamente houve um declinio na temperatura, gerado
pela formacdo de outra camada de gelo sobre a Antértida, o que levou a sérias
implicacdes a comunidade vegetal (Potter & Szatmari 2009; Zachos et al. 2001). Isto
fez com que areas abertas se tornassem a vegetacdo dominante no hemisfério norte ha
cerca de oito Ma. Fato que foi acompanhado por um turnover na comunidade vegetal,
onde as plantas de metabolismo C3 foram substituidas por plantas C4, mais eficientes
em ambientes com baixas concentracbes de CO,. Esta mudanca de vegetacdo teve
grande influéncia na fauna, principalmente nas guildas de herbivoros, onde os browsers

foram substituidos por grazers (Strémberg 2005; Stromberg, 2011; Zachos et al. 2001).

1.2.2- Relacdes filogenéticas

Analisar as relaces de descendéncia entre os individuos da familia Canidae nédo
¢ algo relativamente novo. Analises evolutivas em Canidae vém sendo realizadas
utilizando desde abordagens filogenéticas classicas, baseadas em similaridades
morfolégicas entre espécies (Tedford et al. 1995, 2009) até analises moleculares
(Wayne et al. 1997, Bininda-Emonds et al. 1999, Zrzavy & Ricankova 2003,
Bardeleben et al. 2005, Lindblad-Toh et al. 2005, Perini et al. 2010, Fuentes-Gonzalez
& Mufioz-Durén 2012 e Nyakatura & Bininda-Emonds 2012).

Embora congruentes até certo ponto, essas diferentes abordagens geram
contradicdes sobre a posicdo das espécies na topologia das arvores construidas. Ha
diversas discordancias em relagéo a esses trabalhos, a comecar pelo nimero de espécies
de canideos atuais a serem consideradas nas filogenias, devido as confusdes que 0 uso
de determinados marcadores moleculares ou técnicas de construgdo filogenética vém a
acarretar, muitas vezes considerando espécies distintas como subespécies e vice-versa.
Soma-se a isso o fato de varias espécies possuirem poucos dados moleculares

disponiveis em bases de dados, principalmente devido ao baixo tamanho populacional e
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dificuldade no sequenciamento de determinados marcadores. Trabalhos como o de
Wayne et al. (1997) consideram 23 espécies na construgdo de sua arvore, enquanto
Perini et al. (2010) definem 27, Bardeleben et al. (2005) consideram 36 espécies,
Fuentes-Gonzalez & Mufioz-Duran (2012) e Nyakatura & Bininda-Emonds (2012)
consideram 35 espécies. Por fim, Bininda-Emonds et al. (1999) e Zrzavy & Ricankova
(2003) consideram 34 espécies.

Um efeito colateral dessa divergéncia entre o real nimero de canideos, a
escassez de dados para algumas espécies, e diferentes técnicas para estabelecer suas
relacGes de parentesco, € o fato das arvores que temos hoje apresentam baixos valores
de nos, sendo estes os valores que trazem confiabilidade a estrutura da filogenia criada.
Por isso que ainda ndo se sabe com total certeza as relagdes entre e dentro dos grandes
clados de Canidae (Wang et al. 2004; Wayne et al. 1997). Por exemplo, ndo se tem
clareza sobre as relagbes entre os clados mais basais de canideos, Urocyon, Otocyon e
Nyctereutes. Também ndo se entende ao certo monofilia no grupo dos lobos devido a
presenca dos géneros Cuon e Lycaon inseridos entre o género Canis, e nem das relagdes
entre o clado dos canideos sulamericanos, além das posi¢des terminais do género Vulpes
(Wayne et al. 1997; Bininda-Emonds et al. 1999; Zrzavy & Ricankova 2003;
Bardeleben et al. 2005; Lindblad-Toh et al. 2005; Perini et al. 2010; Fuentes-Gonzélez
& Mufioz-Durén 2012; Nyakatura & Bininda-Emonds 2012).

1.2.3- Atributos ecoldgicos de Canidae

Atualmente a familia Canidae é composta por 36 espécies existentes no planeta,
agrupadas em trés diferentes clados, os lobos-verdadeiros, as raposas e o0s canideos sul-
americanos. Sua distribuicdo € bem ampla, ocupando todos 0s continentes com excecdo
da Antértida. Em relacdo aos seus aspectos morfolégicos, a variacdo de peso, por
exemplo, se distribui desde espécies com menos de 1kg, até espécies com mais de 60kg
(Sillero-Zubiri et al. 2004; Geffen et al. 1996; Wang et al. 2008; Wilson & Mittermeier
2009).

Em relagdo a aspectos comportamentais, a maioria dos canideos com tamanho
corporal pequeno apresenta habito noturno, diferente dos canideos maiores, cuja sua
atividade é diurna. Todos os canideos existentes hoje sdo oriundos de apenas uma
subfamilia, das trés que surgiram ao longo da histdria, a subfamilia Caninae. E pelo fato
deste clado ter sobrevivido todo esse tempo, as espécies apresentam hoje uma grande
variedade de atributos comportamentais que refletem os processos de radiacdo
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adaptativa que ocorreram nas linhagens ancestrais (Sillero-Zubiri et al. 2004; Wang et

al. 2008; Wilson & Mittermeier 2009). Alguns destes atributos sdo o foco deste estudo.

1.2.3.1- Uso de habitat

Embora sua histdria demonstre que os canideos evoluiram em areas abertas, sua
grande flexibilidade os permite viver em diversos tipos de ambientes ao longo do
planeta. Canideos sdo encontrados em florestas tropicais, desertos, savanas, bosques,
montanhas e até mesmo em cidades (Sillero-Zubiri et al. 2004; Wilson & Mittermeier
2009).

Apesar de estarem distribuidas em diferentes tipos de ambientes, algumas
espécies sdo generalistas em relacdo a habitar mais de um ambiente durante sua vida,
como exemplo da raposa-vermelha e do coiote, que devido a sua plasticidade
comportamental, conseguem sobreviver e prosperar em diferentes ambientes, inclusive
em locais com intensa atividade antrdpica. Pelo fato da familia Canidae ter uma ampla
distribuicdo pelo planeta, populacbes de algumas espécies vém a apresentar
sobreposicdo geografica, porém sua alta plasticidade comportamental os permite
particionar seus nichos e coexistir (Vieira & Port, 2007; Geffen et al. 1996; Jacamo et
al. 2004).

1.2.3.2- Dieta

Como dito anteriormente, canideos desenvolveram ao longo de sua histéria
adaptacdes que os proporcionaram ter grande flexibilidade em suas dietas. Isto torna o
grupo distribuido homogeneamente ao longo de um gradiente entre hipo, meso e
hipercarnivoria, sendo a dieta mais versatil dentre todos os carnivoros (Wilson &
Mittermeier 2009).

Sua alimentacdo pode ser relacionada muitas vezes com seu tamanho corporal,
pois a maioria das espécies pequenas sdo generalistas oportunistas, consumindo
pequenos mamiferos, répteis, anfibios, insetos, frutos e carcacas. Ja as espécies maiores
sd80 mais carnivoras, que cacam presas muitas vezes maiores do que elas mesmas. Mas
h& excecdes, como é o caso do lobo-guara, que apesar do tamanho corporal elevado, sua
alimentacéo é baseada em frutos (Jacamo et al. 2004; Sillero-Zubiri et al. 2004).

Avaliando o gasto de energia que a alimentacdo dos canideos requer, as especies
maiores ndo conseguem se manter cacando presas pequenas, pelo contrério, elas

necessitam cacgar grandes presas. Para isso, vivem em grandes grupos, onde a
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organizacdo social os proporciona mecanismos para tal, gerando maior sucesso na caca.
J& as demais espécies, tanto frugivoras quanto generalistas, despendem mais tempo
durante seu forrageamento, deslocando-se por grandes areas em busca dos recursos em
maior abundancia (Mufioz-Duran & Fuentes 2012; Geffen et al. 1996; Schoener 1974).

1.2.3.3- Socialidade

A caracteristica mais notavel na familia Canidae é seu comportamento social. Ha
um gradiente de socialidade entre as espécies, onde ha aquelas solitarias como alguns
canideos sul-americanos, que formam pares apenas na época reprodutiva. Também ha
espécies que formam pequenos grupos com baixa organizagdo social, como as raposas,
onde os integrantes muitas vezes sdo seus filhotes ou irméos do par dominante. E por
fim, existem os canideos com alta organizacdo social, os lobos, formando grupos que
podem chegar a 30 individuos, com distribuicdes de fungdes entre os mesmos (Kleiman
1967). Esta capacidade de formar grupos requer complexos processos de colaboracao
entre os individuos (Dunbar 1998). Isto torna 0s canideos um grupo de destaque entre 0s
carnivoros, pois tal comportamento permitiu que algumas linhagens desenvolvessem a
capacidade de cacar grandes presas, percorrendo extensas distancias para perseguir seu
alimento e armar emboscadas, 0 que tornar a caca mais eficiente. (Wang & tedford
2007; Macdonald 1983).

Essa alta capacidade social estd confinada apenas no clado dos lobos
verdadeiros, dentro da tribo Canini. E como comportamentos ndo ficam preservados em
registros fosseis, apenas especulacbes podem ser feitas, mas acredita-se que tal
comportamento tenha surgido mais recentemente na histéria de milhdes de anos do
clado (Wang & tedford 2007; Van Valkenburgh 2007; Macdonald 1983).

1.3 - Lacunas no conhecimento sobre a ecologia evolutiva de Canidae

Diante desse cenario apresentado aqui, fica evidente que ha sérias problematicas
envolvidas que implicam em barreiras quando tentamos estudar o passado da familia
Canidae. Isto porque os métodos para as devidas andlises necessitam de relacdes
filogenéticas bem definidas entre as espécies (Harvey & Pagel 1991; Pennell & Harmon
2013), algo que ainda estamos distantes.

Além disso, 0 que se sabe sobre como o comportamento dos canideos vem se
modificando desde sua origem até a atualidade, e é baseado em analises de estruturas
preservadas em registros fosseis (Silvestro et al. 2015; Slater 2015; Van Valkenburgh
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1999; Pardi & Smith 2016; Anderson & Werdelin 2003; Van Valkenburgh 2007;
Figueirido et al. 2015), o que nédo é ruim, pelo contrério, é a partir destas informagdes
que conseguimos saber boa parte de sua histéria. Porém, inferir como atributos
comportamentais evoluiram, como dieta, uso de habitat e socialidade, apenas em
registros fosseis, se torna uma tarefa quase que impossivel, pois comportamento nao
fica preservado em rochas (Wang & Tedford 2007). Apesar de haver uma ampla gama
de estudos descrevendo o estado ancestral de diversos atributos, todos focam apenas nas
em registros fdsseis, negligenciando a maneira que estes mesmos atributos se
manifestam nas espécies atuais.

E por fim, o entendimento de como atributos se relacionam, um em fungéo de
outro, ndo é a prova definitiva de como mecanismos evolutivos ocorrem, porém
oferecem fortes indicios de processos biologicos que permeiam esses atributos.
Dependendo da maneira como essa influéncia se da, pode-se até mesmo inferir
coevolucdo entre caracteres ao longo da historia evolutiva (Paradis et al. 1998; Purvis et
al. 2000; Pagel 2005). Diversos trabalhos que focam no estado ancestral de atributos
exploram apenas um Unico fendtipo, de forma independente, sem considerar outras
caracteristicas que estdo se modificando ao mesmo passo, e que poderiam elucidar bem

mais os motivos pelo qual isso ocorre (Casewell et al. 2012; Brischoux et al. 2010).

1.3.1- Objetivos

Este trabalho teve trés principais objetivos, buscando elucidar alguns aspectos
sobre a histéria evolutiva da familia Canidae. O primeiro objetivo foi esclarecer como
sdo as relacbes de parentesco entre todos os canideos existentes hoje no planeta. O
segundo objetivo foi inferir como o tipo de alimentacdo, a forma de uso de habitat, a
socialidade e o tamanho corporal evoluiram ao longo da arvore filogenética criada. E
por fim, o terceiro objetivo foi demonstrar como estes atributos avaliados se
correlacionam durante a historia evolutiva de Canidae, verificando se mudangas em
determinado n6 da arvore influenciaram no estado de outros atributos, e quais foram as

consequéncias desta influéncia durante a diversificacdo dos clados.

1.3.2- Hipoteses
Frente ao cenario de mudangas climéaticas e ambientais que o planeta passou nos
ultimos 13 Ma, foram formuladas trés hipoOteses a respeito da maneira pela qual

acredita-se que a familia Canidae se comportou neste periodo (Tabela 1).



Tabela 1. Hipoteses que foram testadas nesse trabalho, mostrando as predi¢Oes esperadas baseadas no
processo histdrico apresentado.

Hipotese Predicéo Evidéncia Referéncias
Hipédtese 1: A utilizacdo | - Linhagens Entre o Mioceno e Plioceno,  Eronenetal.
de habitat se modificou ancestrais apresentardo  ocorreram diversos processos 2012; Figueirido
de acordo com as preferéncia as areas tectbnicos que mudaram a et al. 2015; Janis
mudangas climéticas.  abertas. circulagdo dos oceanos. Isto et al. 1993;
guiou a terra a um intenso Salzmann et al.
regime de mudancas 2011; Stromberg
Il - Enquanto se climaticas, levando grande 2005; Wang et al.
aproximam da parte do planeta a um clima 2008.
topologia, linhagens  frio e seco. Estas condigdes
que viviam em areas fizeram com que grandes
frias Irao apresentar florestas de Angiospermas
preferéncias por comegassem a ficar esparsas,
ambientes abertos. sendo gradativamente
Enquanto aquelas que  supstituidas por reas abertas.
migraram para areas Porém, no continente
mais quentes, sulamericano, a temperatura
apresentaréo habitos nio teve um grande
mais florestais. decaimento, proporcionando a
manutenc¢do de grandes areas
florestais.
Hipdtese 2: Os canideos | - Com o soerguimento  Com os soerguimentos do Figueirido et al.
adaptaram suas dietas  do Istmo do Panama, a  Estreito de Bering e Istmo do  2015; Janis et
para obtenc¢do de recursos linhagem de Canini que Panama, os canideos, que al.1993;
disponiveis nos novos  migrou para a América  antes estavam isolados nas Salzmann et al.
tipos de ambientes que  do Sul permanecera grandes planicies norte 2011; Stromberg
surgiram. generalista. americanas, puderam 2005; Wang et al.
colonizar outras regibes do 2008; Zachos et
Il - J& a linhagem de planeta, com novos recursos a al. 2001.

Canini, que originou os  serem explorados. O clima no
lobos, permanecera nas  hemisfério norte e na Africa

areas abertas do era muito similar, e a grande
hemisfério norte, maioria das presas disponiveis
desenvolvendo habito ~ eram ungulados de grande
hipercarnivoro. porte. Porém, na América do
Sul, ainda existiam grandes
florestas.
Hipotese 3: A socialidade | - Maior grau de O resfriamento do planeta Andersson 2005;
é um reflexo tanto das  socialidade surgird em  levou ao surgimento de &reas  Dunbar 1998;
mudancas no tipo de linhagens com habito abertas, sendo um ambiente  Janis et al. 1993;
alimentacéo, quanto no  hipercarnivoro. favorével ao desenvolvimento Macdonald 1983,;
habitat. do comportamento de Stromberg 2005;
perseguicBes a grandes Wang et al. 2008.
I - Nés com maior distancias. Porém, no
socialidade também continente sulamericano, o
serdo relacionados a cenario era diferente e
grandes planicies paisagem dominante era
abertas. florestal.

2- Material e Métodos

2.1- Construcéo da arvore filogenética



2.1.1- Compilacéo e preparacdo dos dados

Para atender ao primeiro objetivo do trabalho, foi construida uma &rvore
filogenética com todas as espécies de Canidae atuais. Primeiramente chegou-se a um
consenso do numero de canideos a serem considerados, que realmente sdo espécies
distintas e ndo subespécies. Foram definidas 37 espécies na filogenia (Tabela 2), das
quais 36 sdo existentes na atualidade, além de uma espécie fossil, Dusicyon australis,
que por ter sido extinta na historia recente (1876) (Flannery & Schouten 2001), também
foi inserida na montagem da arvore. Além disso, dentre as 37 espécies, ha uma nova
espécie, Canis anthus, que foi separada de Canis aureus (Koepfli et al. 2015). Os dados
moleculares para essa nova espécie foram cedidos pelos autores do artigo. Durante a
construcdo filogenética, utilizou-se o Panda-gigante (Ailuropoda melanoleuca) como
grupo externo.

Apds esse delineamento, foram obtidos 23 marcadores moleculares através do
Genbank para 0 méaximo de espécies possivel. O critério pela busca destes dados se deu
pela informacdo que cada uma representa sobre a historia evolutiva do grupo, tanto da
histéria mais antiga, quanto a mais recente. Dentre estes marcadores, 20 sdo nucleares e
trés mitocondriais (Tabela 3). Como base para obtencdo das sequéncias, foram
utilizados os trabalhos de Lindblad-Toh et al. (2005), Bardeleben et al. (2005) e Wayne
et al. (1997), também foram realizadas buscas na literatura e em bases de dados com o
intuito de obter novos marcadores moleculares disponiveis. Os nimeros de identificacao
dos marcadores estdo disponiveis na Tabela 4 (Apéndice).

Cada marcador foi manipulado no software MEGA 6 (Tamura et al. 2013), e
foram alinhados de forma independente no servidor MAFFT. Posteriormente, cada
alinhamento foi inspecionado visualmente no software MESQUITE (Maddison &
Maddison 2011), onde as partes iniciais e finais das sequéncias foram cortadas para
cada espécie, enquanto que os gaps no interior dos alinhamentos nao foram alterados.
Todas os marcadores alinhados foram concatenados pelo software FASconCAT (Kiick
& Meusemann 2010), gerando uma matriz de dados moleculares.

Pelo fato de que algumas espécies possuiam mais marcadores moleculares
disponiveis do que outras, 0 que poderia causar algum viés na construcao filogenética,
optou-se por utilizar também dados morfoldgicos de todos os canideos, para compensar
este fato. Os atributos morfologicos das especies foram obtidos dos trabalhos de
Tedford et al. (1995) e Zrzavy & RicanKova (2004), contabilizando 68 caracteres
morfolégicos representando estruturas do crénio dos canideos. Estes dados foram
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adicionados juntamente com a matriz de dados moleculares, resultando em uma matriz

mista, com 24 particbes (23 moleculares e uma morfoldgica), totalizando 15.946

caracteres informativos. Dados moleculares e morfoldgicos faltantes foram codificados

na matriz com o simbolo “?”, enquanto que gaps entre os marcadores foram codificados

com o simbolo

(1313

Tabela 2. Lista das 37 espécies de canideos incluidos no estudo, juntamente com seus nomes populares, suas areas

de distribuicao pelo planeta e o descritor de cada espécie.

Espécie Nome popular Distribuicéo Descritor
Canis adustus Side-striped jackal Africa Sundevall, 1847
Canis aureus Eurasian-golden jackal Europa e Asia Linnaeus, 1758
Canis anthus African-golden wolf Africa Cuvier, 1820

Canis lupus Grey wolf Hemisfério norte Linnaeus, 1758
Canis latrans Coyote América do Norte e Central Say, 1823
Canis mesomelas Black-backed jackal Africa Schreber, 1775
Canis rufus Red wolf América do Norte Audubon & Bachman, 1851
Canis simensis Ethiopian wolf Africa Ruppell, 1840
Cuon alpinus Dhole Asia Pallas, 1811
Lycaon pictus African wild dog Africa Temminck, 1820
Nyctereutes procyonoides Raccoon dog Europa e Asia Gray, 1834
Vulpes bengalensis Indian fox Asia Shaw, 1800
Vulpes cana Blanford’s fox Asia Blanford, 1877
Vulpes chama Cape fox Africa A. Smith, 1833
Vulpes corsac Corsac fox Asia Linnaeus, 1768
Vulpes ferrilata Tibetan fox Asia Hodgson, 1842
Vulpes macrotis Kit fox América do Norte Merriam, 1888
Vulpes pallida Pale fox Africa Cretzschmar, 1826
Vulpes rueppellii Ruppel's fox Afica e Asia Schinz, 1825
Vulpes velox Swift fox América do Norte Say, 1823
Vulpes vulpes Red fox Hemisfério norte Linnaeus, 1758
Vulpes zerda Fennec fox Africa Zimmermann, 1780
Vulpes lagopus Arctic fox Hemisfério norte Linnaeus, 1758
Urocyon cinereoargenteus Grey fox América do Norte e Central Schreber, 1775
Urocyon littoralis Island fox América do Norte Baird, 1857

Otocyon megalotis
Atelocynus microtis
Cerdocyon thous
Chrysocyon brachyurus
Dusicyon australis 1
Lycalopex culpaeus
Lycalopex fulvipes
Lycalopex griseus
Lycalopex gymnocercus
Lycalopex sechurae
Lycalopex vetulus
Speothos venaticus

Bat-eared fox
Small-eared zorro
Crab-eating fox
Maned wolf
Falkland Island wolf
Culpeo
Darwin’s fox
South American grey fox
Pampas fox
Sechura fox
Hoary fox
Bush dog

Africa
América do Sul
América do Sul
América do Sul
América do Sul
América do Sul
América do Sul
América do Sul
América do Sul
América do Sul
América do Sul
América do Sul

Desmarest, 1822
Sclater, 1883
Linnaeus, 1766
Illiger, 1815
Kerr, 1792
Molina, 1782
Martin, 1837
Gray, 1837
G. Fischer, 1814
Thomas, 1900
Lund, 1842
Lund, 1842
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Tabela 3. Lista dos 23 marcadores moleculares utilizados na construcéo filogenética,
indicando os seus respectivos tipos.

Marcador Tipo

APOB 1 Nuclear
APOB 2 Nuclear
BDNF Nuclear
BRCAl Nuclear
CH14 Nuclear
CH21 Nuclear
CH24 Nuclear
Nicotinic alpha polypeptide 1 Nuclear
Carbohydrate sulfotransferase 12 Nuclear
CMKOR1 Nuclear
Cytochrome P450 Nuclear
Feline sarcoma protooncogene gene Nuclear
Growth factor receptor Nuclear
Growth hormone receptor Nuclear
RAG1 Nuclear
TMEM20 Nuclear
TRSP Nuclear
VANGL2 Nuclear
Vitronectin gene Nuclear
Von Willebrand factor Nuclear

col Mitocondrial
coll Mitocondrial
CYTB Mitocondrial

2.1.2- Inferéncia Bayesiana

Para a construcdo da arvore filogenética foi utilizado o software Mr. Bayes
(Ronquist & Huelsenbeck 2003), através de estatistica bayesiana. O modelo evolutivo
escolhido foi GTR + G + I, indicado para o conjunto de marcadores pelo software
MEGA. Também foi utilizado o algoritmo de Markov Chain Monte Carlo (MCMC)
para obter a distribuicdo a posteriori, onde duas arvores foram geradas
independentemente com quatro cadeias cada. O nimero de iteracdes foi definido em 50
x 10° onde foram obtidas 500 amostras de arvores pela distribuicdo a posteriori a cada
ciclo, enquanto que o diagndstico da inferéncia filogenética foi gerado a cada 5.000
geracgoes.

Adotou-se o desvio padrdo para a divisdo das frequéncias como < 0.001. Além

disso, para verificar se a arvore gerada atingiu a convergéncia, foi realizada uma
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inspecdo visual pelo software TRACER 1.6 (Rambaut et al. 2014), onde 20% das
amostras foram removidas pelo burn-in. Com isso, a arvore final foi obtida atraves da

probabilidade a posteriori de 20 x 10° &rvores (10 x 10° * 2 cadeias independentes).

2.1.3- Calibracdo temporal

Apb6s a construgdo da arvore ter sido finalizada, realizou-se a calibragdo
temporal da mesma através do método de Penalized-likelihood. Este método permite
contornar os problemas relacionados a estabilidade na estimativa de parametros, o que
surge quando a probabilidade é fixa, dificultando as estimativas por maximum-
likelihood. Com isso, este método de datacdo permite ajustar os dados, delimitando as
flutuacBes através de penalizagdes.

Foram utilizados os pacotes ape (Paradis et al. 2004) e phytools (Revell 2012)
do software R (R Development Core Team 2016) para realizar a datacdo através de
dados fdsseis. A estimativa de tempo foi realizada com lambda = 1 para o processo de
penalizacdo. Um total de 11 registros fésseis de ndés conhecidos da filogenia foram
utilizados para estimar o tempo dos demais nés. Estas informacGes foram obtidas pelo
banco de dados online TimeTree (Disponivel em: http://www.timetree.org/). Os tempos
sdo na escala de milhdes de anos (Ma), sendo: 46.6, 12.6, 11.6, 10.4, 6.5, 4.9, 3.7, 3.5,
3.3,1.7,0.09.

2.2- Reconstrucdo de Caracteres Ancestrais (RCA)
2.2.1- Compilacéo de atributos comportamentais
Informacdes sobre uso de habitat, alimentacdo, socialidade e tamanho corporal
foram compilados para as 37 espécies de Canidae. Os dados sobre atributos foram
obtidos na literatura através dos trabalhos de Nowak et al. (2004), Sillero-Zubiri et al.
(2004), Glittleman (1986), Wilson & Mittermeier (2009) e Kissling et al. (2014).
Em relacéo a dieta, os dados foram divididos em trés categorias: hipocarnivora
(0) quando a espécie consome menos de 30% de carne em sua dieta; Mesocarnivora (1),
guando o animal possui dieta com cerca de 50-70% de carne; Hipercarnivora (2),
guando mais de 70% da dieta é baseada em proteina animal. Ja para a socialidade, os
canideos também foram agrupados em trés categorias: solitarios (0), referente as
espécies que permanecem sozinhas durante o ano, exceto na época reprodutiva para o
acasalamento; Socialidade média (1), capazes de formar pequenos grupos compostos
pelo casal dominante e seus filhotes e irmdos; Alta socialidade (2), espécies capazes de
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formar grandes grupos com cerca de 20 individuos e com divisdes sociais dentro do
grupo. E por fim, o tamanho corporal dos canideos foi obtido na forma de dados
continuos em Kg.

Também foram compilados atributos proxys que representassem em dados
continuos estes dois atributos categéricos. Os proxys foram o coeficiente de forca de
mordida, representando a dieta, enquanto que o coeficiente do volume encefélico
representou a socialidade. Estes dados foram obtidos para a maioria das 37 espécies
através de Damasceno et al. (2013), enquanto que para as demais espécies que 0S
autores ndo consideraram em seu estudo, foram feitos os calculos assim como proposto
no trabalho citado.

Para obtencdo do uso de habitat, foram utilizados os valores de cobertura da
vegetacdo presentes nos poligonos de distribuicdo geografica das espécies. A obtencao
dos poligonos (shapefiles) foi com base a partir dos dados da IUCN (IUCN 2012. IUCN
Red List of Threatened Species). A partir dos shapes foi obtida a varidvel ambiental,
através da camada de cobertura da terra (Land cover) em dados raster de 300 metros de
resolucdo de pixel oriunda da base de dados digital Global Land Cover Facility. Os
rasters continham um valor para cada pixel de uma dada resolucéo, resultando em uma
matriz de dados espaciais. A variavel de cobertura da paisagem representa o tipo de
ambiente encontrado em cada area, de acordo com os biomas globais. J& para extrair a
informacdo do tipo de ambiente preferencial de cada espécie, foram extraidos os valores
de quantidade de pixel para cada tipo de habitat da variavel de cobertura da terra
presentes nos poligonos de distribuicdo de cada espécie através da ferramenta Zonal
Statistics no ArcMap (ESRI 2011).

Por fim, foi realizada uma soma do nimero de pixels para cada categoria do
ambiente presente na camada de cobertura da terra, tendo como base o poligono de
distribuicdo de cada espécie. Os valores de cobertura da vegetacdo foram transformados
em um dado continuo que variava de 0 a 100%, relacionado a cobertura da vegetacéo,
ou seja, quanto mais préximo de 100, mais relacionada a areas florestais é a espécie, e

guanto mais préxima de 0, mais relacionada a areas abertas.
2.2.2- Reconstrucgéo

A Reconstrucdo de Caracteres Ancestrais (RCA) foi realizada através do

software Mesquite (Maddison & Maddison, 2011). Todos os dados comportamentais
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foram agrupados de acordo com as especies e inseridos no software, juntamente com a
arvore filogenética criada, informando as relagdes de parentesco entre elas.

Foram realizadas, quatro reconstrugdes com inferéncia em 1.000 arvores cada.
Todas analises de RCA foram realizadas com o método de parciménia (Fitch 1971),
onde posteriormente se aplicou o método de most parsimonious reconstruction.
Utilizou-se também um ordered states model, onde a mudanga do estado i para o estado
j € i-j, considerando o numero total de passos. Para a RCA, foram utilizados apenas
dados continuos como: dados de cobertura da vegetacdo (uso de habitat), o proxy de
dieta (forca de mordida), o proxy de socialidade (tamanho do encéfalo) e o tamanho
corporal. Os proxys representam fielmente, de forma continua, os valores dos atributos

categoricos, como demonstram as figuras 1 e 2.

Canis lupus
Canis anthus
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Canis simensis
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Canis latrans
Cuon alpinus
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Vulpes corsac
Vulpes velox
Vulpes macrotis
Vulpes lagopus
Vulpes chama
Vulpes bengalensis
Vulpes pallida
Vulpes zerda
Vulpes cana
Nyctereutes procyonoides
Otocyon megalotis
Urocyon littoralis
Urocyon cinereoargenteus

Ml 726 t0 148.391
B 148.391 t0 224.182
[ 224.182 t0 299.973
[ 299.973 to 375.764
[ 375.764 to 451.555
[ 451.555 to 527.346
[ 527.346 t0 603.137
[1603.137 t0 678.928
[J678.928 10 754.719
[ 754.719 to 830.51
Il 830.51 to 906.301

Figura 1. Representacdo mirror tree da for¢a de mordida como proxy da dieta dos canideos. A
esquerda se encontra a arvore binéria de dieta e a direita se encontra a &rvore continua de forca de
mordida. A legenda a esquerda da imagem indica valores de (0) representando espécies com dieta meso
e hipocarnivora, e valores de (1) representando espécies com dieta hipercarnivora. A legenda a direta da
imagem indica a distribuicdo dos valores continuos do Squared Length calculados através da forca de
mordida.
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Figura 2. Representacdo mirror tree do tamanho do cérebro como proxy da socialidade dos canideos.
A esquerda se encontra a arvore binaria de socialidade e a direita se encontra a arvore continua de
tamanho de cérebro. A legenda a esquerda da imagem indica valores de (0) representando espécies
solitarias ou que formam pequenos grupos familiares sem estrutura social, e valores de (1)
representando espécies com alto grau de organizacdo social. A legenda a direta da imagem indica a
distribuicdo dos valores continuos do Squared Length calculados através do volume encefalico.

2.3- Correlacéo entre os atributos

2.3.1- Correlacéao de Pagel

As correlacdes entre atributos comportamentais ao longo da historia evolutiva da
familia Canidae foram analisadas utilizando o teste de Pagel (Pagel 1994),
implementado no pacote correl (Midford et al. 2002) no préprio software Mesquite.
Através deste método, pode-se testar por maxima-verossimilhanca se a evolugédo de dois
atributos binérios é correlacionada ou ndo, e caso seja, qual atributo influenciou na
mudanga do outro.

Como essa analise pode ser feita apenas usando dados binarios, dieta e
socialidade foram transformadas de forma que para dieta, (0) estdo contidos os canideos
hipo e mesocarnivoros e em (1) estdo os hipercarnivoros. J& para socialidade, (0)
representa as espécies solitarias e de socialidade média, e (1) representa os canideos de

socialidade alta. Foram utilizadas 1 x 10° iteracdes para testar o efeito duplo de um
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atributo sobre o outro, ou seja, qual o sentido da influéncia, com a hipotese nula que os

atributos ndo estejam correlacionados.

2.3.2- Phylogenetic Generalized Least Squares (PGLS)

Como o teste de Pagel permite analisar apenas dados binarios, foi utilizado o
PGLS para correlacionar o uso de habitat com dieta e socialidade. Usamos os proxys de
forca de mordida e tamanho do encéfalo para representar de forma continua os dados
binarios de dieta e socialidade. Porém, o PGLS demonstra apenas de que maneira 0s
atributos se correlacionam, considerando o efeito da filogenia, mas ndo demonstra o
efeito de um atributo sobre a mudanca do outro.

A fim de entender de maneira mais detalhada sobre a dindmica de evolugédo dos
atributos, foram implementados nos PGLSs cinco modelos evolutivos que representam
diferentes maneiras pelas quais os fenétipos se comportam ao longo da historia, além de
um modelo sem nenhuma informacdo filogenética, sdo eles: Bloomberg (ACDC), que
descreve processos de radiacdo adaptativa como importantes na evolucéo dos atributos
(Bloomberg et al. 2003), Pagel, o qual demonstra 0 aumento ou a diminuicdo na
amplitude da variacdo dos atributos ao longo da filogenia (Pagel 1999b), Brownian
Motion (BM), o qual mostra que a variacdo dos atributos é proporcional ao tempo de
divergéncia entre as linhagens (Felsenstein 1985), Ornstein - Uhlenbeck (OU), que
representa um processo de selecdo estabilizadora agindo na diversificacdo dos fenotipos
(Butler & King 2004), e Grafen, o qual indica a dependéncia entre processos de
radiacdo adaptativa na evolugdo dos atributos (Grafen 1989), além do modelo linear,
que ndo leva em consideracdo nenhuma informacdo filogenética. Entre estes cinco
modelos de correlacdo testados, realizou-se uma selecdo por Akaike Information
Criterion (AIC) para escolher o melhor modelo que expliqgue como os atributos se
comportaram durante a diversificacdo de Canidae.

Cada um dos modelos testados acima apresenta parametros que descrevem a
dindmica na evolucdo dos atributos. Para 0 modelo ACDC, o pardmetro g indica a
similaridade da arvore testada a uma filogenia estrela. O modelo BM tem o pardmetro ¢
(sigma), o qual indica a intensidade nas flutuagdes do valor do atributo. O modelo de
Pagel possui o parametro A (delta) onde valores < 1 indicam que a variacdo dos
atributos ocorreu no inicio da filogenia e diminuiu até o presente, ja valores > 1 indicam
um aumento na variacao dos atributos até o presente, enquanto que valores = 0 indicam

um processo idéntico ao modelo BM. O modelo OU possui dois parametros, o (sigma)
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assim como o modelo BM, e o (alfa) que indica a intensidade da forca de selecédo
atuando nos atributos. O modelo de Grafen apresenta o parametro p (r6) o qual indica a
dependéncia entre processos de radiacdo adaptativa dos atributos. Apds a sele¢do por
AIC ter sido realizada, os parametros dos melhores modelos foram avaliados.

Antes de calcular as correlagdes, a arvore de RCA foi verificada visualmente a
posterior, onde notou-se que o clado Vulpini possuia caracteristicas de habitat, dieta e
socialidade que poderiam mascarar a verdadeira relacdo entre os atributos, se
comparados juntamente com Canini. Por isso, as analises de PGLS foram feitas de duas
maneiras. Na primeira parte, foi testada a correlacéo entre os atributos, utilizando todos
os trés clados. Na segunda parte, a correlagdo foi testada apenas dentro de Canini.
Apesar de lobos e canideos sul-americanos nunca terem coexistido, estes clados
partilham um ancestral comum, o que pode revelar padrdes biogeograficos mascarados

pela presenca do clado das raposas nas analises.

3- Resultados
3.1-  Arvore filogenética

A topologia obtida aqui (Figura 3) foi diferente das demais arvores filogenéticas
ja criadas para a familia Canidae (Perini et al. 2010; Lindblad et al. 2005; Bardeleben et
al. 2005; Zrzavy & Ricankova 2003; Bininda-Emonds et al. 1999; Fuentes-Gonzalez &
Mufioz-Duran 2012; Nyakatura & Bininda-Emonds 2012; Wayne et al. 1997). A
inser¢do de novas espécies na arvore modificou relagdes de parentesco entre algumas
linhagens terminais que sdo tratadas de maneira diferente pelos estudos anteriores. Em
toda a filogenia, apenas trés nds apresentam valores de suporte abaixo de 90, o valor
minimo para ser considerado como confidvel pela inferéncia bayesiana. A calibracdo
temporal por dados fdsseis indicou que a divergéncia entre as tribos Canini e Vulpini se
deu ha 12.6 Ma, diferente do que € apontado nos estudos de Lindblad et al. (2005),
Perini et al. (2010) e Nyakatura & Bininda-Emonds (2012).

A mononofilia em Canini possui suporte estatistico significativo, apresentando
100% de probabilidade para a inferéncia bayesiana (Figura 4), diferente dos estudos de
Nyakatura & Bininda-Emonds (2012), Bininda-Emonds et al. (1999) e Zrzavy &
Ricankova (2003), que independentemente do método de construcdo utilizado,
apresentam baixos valores de confianga para esse clado. Dentro de Canini, foram
obtidos altos valores de suporte para dois grupos, (Chrysocyon + Speothos) e
(Cerdocyon + Lycalopex + Atelocynus) ambos com 100% de probabilidade. A linhagem
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de Dusicyon, a espécie extinta inserida nesta abordagem, apresentou valor de suporte de
76%, e diferente de Perini et al. (2010), os resultados demonstraram Dusicyon como
uma linhagem isolada. Ainda que na literatura as relacbes entre 0s canideos
sulamericanos ndo sejam claras, a topologia criada aqui apresentada altos valores de
suporte para este clado, algo que néo foi obtido nos estudos ja citados. A arvore também
demonstrou que as espécies mais basais entre os sulamericanos sdo Dusicyon australis e
Atelocynus microtis, com surgimento ha 9.2 e 8 Ma respectivamente. J& as mais
recentes sdo as especies do género Lycalopex que surgiram entre 4.9 a 3 Ma.

Na arvore criada, 0 género Canis nao é monofilético, pois houve a formacéo de
um grupo (C. mesomelas + C. adustus) mais préximos do grupo (Lycaon + Cuon) do
que das demais espécies do género Canis. Além disso, todos esses grupos apresentaram
valores suporte significativos entre 100 a 92%. O resultado foi similar ao encontrado
por Perini et al. (2010), mas divergiu em relacdo aos demais estudos ja citados. Em
relacdo a escala temporal, a calibracdo fdssil demonstrou que as linhagens mais antigas
neste clado sdo as que deram origem aos géneros Lycaon e Cuon ha 8,7 e 7,3 Ma
respectivamente. Ja para as demais espécies de Canini, os Canis, mesmo ndo sendo um
grupo monofilético, tiveram surgimento relativamente préximo em um intervalo de 3.6
a 2.6 Ma.
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Figura 3. Arvore filogenética construida usando inferéncia bayesiana contabilizando 37
espécies de canideos. Ao lado de cada n6 estdo suas respectivas idades (niUmeros em vermelho
sdo os valores fdsseis utilizados na calibracdo temporal e nimeros pretos sdo os valores
estimados no processo). A linha tracejada indica a nova idade de soerguimento do istmo do
Panamd, segundo Montes et al. (2015).

Na tribo Vulpini foi registrada a monofilia no género Vulpes com altos valores
de suporte entre os nos. Outros estudos também apresentam Vulpes como um grupo
monofilético, porém incorporam menos espécies pertencentes ao clado na filogenia,

com excec¢do de Fuentes-Gonzalez & Mufioz-Duran (2012), além de valores de suporte
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baixos (Perini el al. 2010; Zrzavy & Ricankova 2003; Bininda-Emonds et al. 1999;
Nyakatura & Bininda-Emonds 2012). Também registrou-se a formacdo de trés
linhagens independentes: Urocyon, Otocyon e Nyctereutes, com valores suporte de 100,
100 e 90 respectivamente. O grupo mais basal dentro de Vulpini é o género Otocyon,
que surgiu ha 9.3 Ma, enquanto que o género Urocyon é o mais terminal, com seu

surgimento h4 0.9 Ma.
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Figura 4. Arvore filogenética criada, onde ao lado de cada n6 estdo os valores de confianca (%)
associados, obtidos através de inferéncia bayesiana, 0s quais demonstram a precisdo na estrutura da
arvore.

3.2-  Reconstrucdo de caracteres ancestrais
3.2.1- Habitat
A reconstrucdo demonstrou que canideos atuais habitam uma grande diversidade

de ambientes, em um gradiente de vegetacdo entre desertos a interior de florestas. A
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RCA tambeém mostrou que tanto o ancestral de Caninae, quanto os ancestrais diretos das
tribos Canini e Vulpini foram espécies que habitavam areas abertas (Figura 5).

As linhagens ancestrais de lobos e raposas continuaram expressando o habito de
viver em areas abertas, e em alguns momentos desenvolveram preferéncias por areas
ainda mais abertas, como as raposas. Ja 0s canideos sulamericanos desenvolveram
preferéncias de habitat completamente diferentes. Com a vinda de linhagens para o
continente sulamericano, seus ancestrais se adaptaram ao modo de vida em areas com
maior cobertura de vegetacdo, e até mesmo no interior de florestas, como séo 0s casos
de Lycalopex fulvipes e Atelocynus microtis. Este contraste nas preferéncias de habitat
que lobos e raposas apresentam em relacdo aos sulamericanos evidencia um forte
padrdo biogeografico atuando na evolucdo deste atributo, o que torna o clado

sulamericano um grupo tdo distinto dos demais canideos.

3.2.2- Dieta

A RCA da dieta demonstrou diferentes padrdes nas espécies atuais, onde o clado
parafilético (raposas + canideos sulamericanos) apresentou forca de mordida baixa, o
que indica um tipo de dieta hipocarnivora. Ja o clado monofilético dos lobos,
desenvolveu forga de mordida alta, indicando dietas meso e hipercarnivoras (Figura 5).

O ancestral de Caninae, assim como 0s ancestrais diretos das tribos Canini e
Vulpini, apresentaram comportamento alimentar similar, sendo hipocarnivoros. O
momento onde o habito hipercarnivoro surgiu foi ha 10.1 Ma, com Lycaon pictus, a
espécie mais basal do clado, e juntamente com Canis lupus, apresentam as dietas mais
carnivoras entre os canideos. No clado dos lobos o habito generalista surgiu duas vezes
de forma independente, com C. anthus e C. aureus, pelo fato de apresentarem forca de

mordida baixa.

3.2.3- Socialidade

A reconstrucdo para socialidade (Figura 5) demonstrou dois padrdes entre as
espécies atuais que emergem novamente entre 0s grupos (raposas + canideos
sulamericanos) e (lobos). O primeiro apresenta comportamento social baixo, onde os
individuos sdo solitarios ou formam pequenos grupos familiares, enquanto que os lobos
formam grandes grupos com alto comportamento social.

O ancestral de todos os canideos vivos apresentava ha 12.6 Ma baixa

organizacdo social, como indica a reconstru¢cdo, o que foi mantido para seus
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descendentes diretos, as linhagens que originaram Canini e Vulpini. Dentro de Vulpini e
dos canideos sulamericanos ha uma forte conservagdo de nicho filogenético. Porém foi
com os lobos, hd 10.1 Ma que as linhagens comecaram a desenvolver alto

comportamento social, coincidindo com o surgimento do habito hipercarnivoro.

3.2.4- Tamanho corporal

Na reconstru¢do do tamanho corporal, observou-se um gradiente entre os clados
(Figura 5), onde as raposas apresentam os menores tamanhos, enquanto que lobos os
maiores, ja os sulamericanos possuem tamanho médio.

O ancestral de todos os canideos vivos possuia tamanho corporal médio, porém
com o tempo as duas tribos que surgiram a partir desta linhagem, comecaram a divergir
seus tamanhos. Isto levou a um extremo no clado das raposas, com diminui¢cdo no
tamanho corporal. Ja o clado dos lobos foi para outro extremo, onde cada vez mais as

linhagens ancestrais apresentavam acréscimo no tamanho.
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Figura 5. Arvores de RCA das quatro reconstrucdes realizadas entre socialidade, dieta, uso de habitat e tamanho corporal. As respectivas legendas de cada RCA
representam a distribuicdo do valor continuo de Squared Length obtidos ao final da reconstrugdo através dos valores continuos de cada atributo analisado.
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3.3- Correlacéo de Pagel

O teste de Pagel entre dieta e socialidade demonstrou que ha correlacdo entre
estes dois atributos ao longo da histéria evolutiva de Canidae. Os resultados
demonstram que o valor do modelo de dependéncia (log Likelihood = -21.59) é maior
do que o de independéncia (log Likelihood = -23.06) entre os dois atributos. Em relacéo
ao teste de influéncia, através de 1 x 10° iteracBes, a hipétese nula do teste, onde néo hé
correlagéo, foi rejeitada (P < 0.01), demonstrando que o tipo de alimentagdo foi o que
levou a modificacdes na formacdo de grupos entre os canideos. Essa influéncia da dieta
sobre a socialidade em canideos pode ser bem visualizada de forma heuristica através da

arvore binaria entre os dois atributos (Figura 6).
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Figura 6. Mirror tree entre as reconstrucdes binarias de dieta e socialidade representando a maneira
pela qual os dois atributos sdo correlacionados segundo o teste de Pagel. A esquerda da imagem se
encontra a arvore da dieta e a direta se encontra a arvore de socialidade. A legenda a esquerda
demonstra valores de (0) representando espécies com dieta meso e hipocarnivora e valores de (1)
representando espécies com dieta hipercarnivora. A legenda a direita da imagem indica valores de (0)
representando espécies solitarias ou que formam pequenos grupos familiares sem estrutura social e
valores de (1) representando espécies com alto grau de organizagao social.
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3.4- PGLS

O PGLS realizado considerando todos os clados demonstrou que o modelo
evolutivo que melhor explica a correlagdo entre dieta e socialidade é o OU, seguido pelo
Grafen, porém este Ultimo mesmo que informativo, apresentou peso menor (Tabela 5).
O modelo OU indica que os atributos variam ao longo do tempo por um processo de
selecdo estabilizadora. Os parametros do modelo indicaram forca de selecdo baixa (o =
0.334), que representa a intensidade na qual os atributos sdo puxados a um valor 6timo,
além de baixas flutuacdes dos atributos (¢ = 0.195), o que demonstra que nao se
distancia do valor 6timo. Este modelo apresentou valor significativo (P < 0.01). O
grafico de correlacdo entre os atributos mostra um gradiente entre os tipos de
comportamentos apresentados, onde os trés clados se distribuem (Figura 7).

As correlacdes entre dieta-habitat e socialidade-habitat indicaram que para
ambos os testes, 0 melhor modelo evolutivo é o BM, seguido pelo Pagel para dieta-
habitat, porém com peso menor (Tabela 5). O modelo indica que os atributos variam em
funcdo do tempo, onde a partir de um ancestral comum espera-se que a diferenca
fenotipica entre linhagens aumente. Os valores do parimetro ¢ siao respectivamente
0.535 e 0.407, demonstrando baixa amplitude na variacdo dos atributos ao longo da
filogenia. A correlacao dos atributos sob este modelo apresentou (P < 0.01). Os gréficos
de correlagéo entre os atributos demonstram segregacdo entre os lobos com os demais
canideos por apresentarem valores de encefalizacdo e forca de mordida maiores (Figura
7).

O PGLS entre lobos e sulamericanos indicou que o melhor modelo entre
socialidade-dieta ¢ 0 ACDC, seguido pelo modelo BM, porém este Gltimo obteve menor
peso entre os dois AICs (Tabela 6). O parametro g do modelo foi 0.5, indicando que
momentos de radiagéo adaptativa foram importantes na diversificacdo destes atributos.
A correlacdo dos atributos através de ACDC apresentou (P < 0.01). O gréafico de
correlagéo entre os comportamentos demonstrou segregacéo entre os dois clados, onde
os sulamericanos se concentram em valores baixos de socialidade e dieta, enquanto 0s
lobos se distribuem entre valores mais altos (Figura 8).

Os PGLSs entre dieta-habitat e socialidade-habitat apresentaram o0 BM como o
modelo que melhor explica a relagdo entre esses atributos, seguido por ACDC para
dieta-uso de habitat, porém com menor peso (Tabela 6). O parametro ¢ encontrado foi
de 0.56 e 0.44 respectivamente, o que indica a amplitude de variagdo dos atributos com
o tempo. Ambas as correlacdes ndo obtiveram valores significativos, 0.39 e 0.79
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respectivamente. Porém houve uma pequena segregacao entre os dois clados causada

pela forca de mordida e encefalizacéo, onde os lobos apresentam valores maiores do que

os sulamericanos (Figura 8).

Tabela 5. Ranking dos modelos evolutivos testados nos PGLSs entre socialidade, dieta e uso de habitat,
considerando os trés clados de canideos. Sao apresentados os valores do coeficiente de AIC de cada modelo, além
do delta AIC e de seus respectivos pesos em cada teste de correlacdo. Blomberg (ACDC); Brownian Motion

(BM); Grafen; Ornstein-Uhlenbeck (OU); Pagel e Linear Model (LM).

Socialidade x Dieta

Socialidade x Habitat

Dieta x Habitat

Modelo  AICc Delta Weight Modelo  AICc Delta Weight Modelo  AICc Delta Weight
ou -7.80 0.00 0.623 BM 224 0.00 0.914 BM 42,7 0.00 0.536
Grafen -6.40 1.33 0.320 Oou 28,5 6.15 0.042 Pagel 446 187 0.211
Blomberg -1.40 6.38 0.026 Blomberg 29.1 6.67 0.033 Grafen 45,7 297 0.121
BM -1.40 6.38 0.026 Pagel 32.1 9.67 0.007 Blomberg 46.4 3.70 0.084
Pagel 1.80 9.53 0.004 Grafen 33.3 10.95 0.002 ou 475 485 0.042
LM 2.20 9.91 0.001 LM 38.4 16.02 0.002 LM 495 6.86 0.005
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Figura 7. Gréficos de correlagdo dos PGLSs realizados entre socialidade, dieta e uso de habitat,
avaliando os trés clados de canideos. Cada ponto no grafico representa uma espécie. Acima de cada
grafico esta indicado o melhor modelo que explica a correlagdo entre os atributos testados. A linha
vermelha indica o ajuste do modelo. Os eixos X e Y dos graficos representam valores continuos de
cobertura da vegetacdo, forca de mordida e volume encefalico em escala de logaritmos. Diferentes
cores sdo utilizadas para diferenciar os trés clados utilizados nos PGLSs.
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Tabela 6. Ranking dos modelos evolutivos testados nos PGLSs entre socialidade, dieta e uso de habitat,
considerando apenas os clados de lobos e dos canideos sulamericanos. Sdo apresentados os valores do coeficiente
de AIC de cada modelo, além do delta AIC e de seus respectivos pesos em cada teste de correlacdo. Blomberg
(ACDC); Brownian Motion (BM); Grafen; Ornstein-Uhlenbeck (OU); Pagel e Linear Model (LM).

Socialidade x Dieta

Socialidade x Habitat

Dieta x Habitat

Modelo  AICc Delta Weight Modelo AlICc Delta Weight| Modelo AICc Delta Weight
Blomberg -5.70 0.00 0.482 BM 235 0.00 0.664 BM 34.2 0.00 0.316
BM -4.70 1.08 0.279 Blomberg 25.6 2.05 0.239 Blomberg 34.6 0.39 0.25
Grafen -2.90 2.80 0.119 ou 28.7 5.15 0.051 Pagel 349 0.65 0.228
ou -2.90 2.88 0.114 Grafen 29.8 6.21 0.03 Grafen 359 170 0.135
Pagel 3.50 9.25 0.005 Pagel 308 7.35 0.013 ou 375 3.27 0.061
LM 5,50 11.27 0.001 LM 38.5 15.02 0.005 LM 39.6 534 0.01
Socialidade x Dieta - ACDC Socialidade x Habitat - BM
F o2 24 . .
50 55 6.0 6.5 15 20 25 30 3.5 40 45
Forca de mordida (log) Cobertura da vegetacdo(log)
Dieta x Habitat - BM
g w0 — % — .jr— . 7_._— :
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Figura 8. Graficos de correlacdo dos PGLSs realizados entre socialidade, dieta e uso de habitat,
avaliando apenas os clados dos lobos e dos canideos sulamericanos. Cada ponto no gréafico representa
uma espécie. Acima de cada grafico esta indicado o melhor modelo que explica a correlagdo entre os
atributos testados. A linha vermelha indica o ajuste do modelo. Os eixos X e Y dos graficos
representam valores continuos de cobertura da vegetacdo, forca de mordida e volume encefalico em
escala de logaritmos. Diferentes cores sdo utilizadas para diferenciar os dois clados utilizados nos
PGLSs.
4- Discussao
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A filogenia apresentada aqui trouxe uma hipdétese filogenética bem robusta e
confidvel, que representa todos os canideos vivos hoje no planeta, o que sé foi possivel
devido aos altos valores de suporte encontrados para grande parte dos nds da filogenia.
Esta confiabilidade da arvore é atrelada ao seu método de construcdo, além dos 23
marcadores moleculares utilizados no processo, nimero muito maior do que ja se foi
utilizado em outros trabalhos. O grande numero de sequéncias moleculares ndo indica
apenas quantidade, mas principalmente qualidade, pois representou tanto o passado
quanto o presente das linhagens. A precisdo da arvore foi fundamental para a boa
execucdo das demais etapas, como a calibracdo temporal e a reconstrucao.

A érvore construida aqui apresentou valores temporais que resolvem algumas
problematicas na histdria evolutiva de Canidae, como a discussdo proposta por Munthe
(1998) sobre fosseis de linhagens sulamericanas presentes na América do Norte antes do
surgimento do istmo do Panama. Toda esta discussdo foi feita com o pressuposto que o
istmo surgiu ha 4 Ma. Porém o estudo recente de Montes et al. (2015) indicou uma nova
idade para o soerguimento dessa “ponte” entre os continentes, mais antiga do que se
imaginava. A escala de tempo da arvore criada demonstra o surgimento dos canideos
sulamericanos ha 10.4 Ma, logo ap06s o soerguimento do istmo segundo sua nova data
ha 11 Ma. O que indica ndo apenas que este clado surgiu had muito mais tempo do que se
imaginava, como também aponta que algumas linhagens fizeram o caminho oposto e
sairam da América do Sul em direcdo ao continente norte-americano, deixando registros
fosseis por la.

Em relagdo aos testes de correlacdo de atributos, todas as hip6teses apresentadas
foram corroboradas. O teste de Pagel mostrou correlagéo entre dieta e socialidade, e
mostrou também o sentido da influéncia, onde modificacdes no modo de alimentacao
levaram a mudancas na socialidade. Este resultado vai contra 0 que se havia proposto
antes na literatura pelos trabalhos de Wang et al. (2008) e Figueirido et al. (2015), que
discutiam o surgimento de areas abertas como o fator responsavel pelo aumento no grau
de socialidade dos canideos, o que levou a modificagdes no comportamento alimentar.

Os modelos evolutivos testados através de PGLS para todos os canideos
mostraram que o OU foi o melhor modelo evolutivo para explicar a correlagdo entre
dieta e socialidade. Este modelo apresentou forca de selecdo e intensidades de
flutuacGes baixas. O valor de delta AIC do modelo de Grafen (Grafen 1989) foi de 1.33,

portanto ndo podemos desconsidera-lo, mas seu peso € quase a metade do peso de OU.
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O modelo de Movimento Browniano foi o que melhor explicou as correlacdes
entre dieta-habitat e socialidade-habitat. Assim, na medida em que os trés clados de
Caninae se distanciaram filogeneticamente ao longo do tempo, seus atributos foram
variando cada vez mais, porém os parametros indicaram que as flutuacdes dos atributos
ndo sdo altas.

J& 0s PGLSs entre lobos e sulamericanos, o modelo ACDC foi o melhor para
explicar a correlagdo entre dieta e socialidade, o que faz sentido quando se observa o
passado destes dois clados. Ambos passaram por no minimo trés grandes processos de
radiacdo adaptativa em sua histdria, sendo o primeiro no continente norte americano,
com a extingdo das duas primeiras subfamilias Canidae. O segundo momento de
radiacdo foi a migracdo de clados da América do Norte para a Eurésia, durante o
surgimento do estreito de Bering. E o terceiro evento foi quando linhagens norte-
americanas vieram para a América do Sul através do istmo do Panama.

Para dieta-habitat e socialidade-habitat, novamente o modelo de Movimento
Browniano foi o que melhor explicou a correlagdo entre os atributos. Porém as
correlagdes ndo foram significativas. Vale ressaltar que em todos os ranqueamentos de
AIC realizados, o modelo linear apresentou o menor AIC, e como é o modelo que ndo
leva em consideracdo a estrutura filogenética, fica claro que a historia evolutiva é
importante para entender a correlagdo entre os atributos avaliados.

A anéalise de RCA mostrou que as mudancgas no uso do habitat pelos canideos
acompanharam as mudancas climaticas no planeta ao longo dos ultimos 13 milhdes de
anos. Os resultados sugerem que a linhagem ancestral para todos os canideos atuais foi
de &rea aberta, além das linhagens ancestrais das tribos Canini e Vulpini (Figura 5).
Estes trés nds ancestrais viveram entre 12.6 a 10.8 Ma, onde grande parte do planeta
passava por um periodo de resfriamento, o que levou gradativamente o dominio de areas
abertas sob as florestas (Wang et al. 2008, Potter & Szatmari 2009; Zachos et al. 2001;
Figueirido et al. 2015, Salzmann et al. 2011). Como ambientes abertos eram a paisagem
dominante em grande parte do planeta, os canideos tiveram que se adaptar a estas novas
condigdes para poderem viver nestes ambientes que emergiram.

Entre as trés linhagens que surgiram, duas delas apresentaram comportamento
muito semelhante em relacdo ao seu uso de habitat. Lobos e raposas, mesmo sendo
clados bem distintos, desenvolveram estilos de vida em é&reas abertas desde suas
primeiras linhagens ancestrais, o que sugere uma forte conservacdo de nicho em ambos

os clados. Isto pode ser explicado pelo fato que ambos os clados tiveram seus centros de
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diversificacdo no hemisfério norte (Wang et al. 2008), sendo a regido mais afetada pelas
mudangas climaticas que levavam ao dominio dos campos (Potter & Szatmari 2009;
Zachos et al. 2001).

Ja os canideos sulamericanos desenvolveram um estilo de vida totalmente
diferente em relacdo aos lobos e raposas, onde se adaptaram as areas florestais. As
reconstrugdes indicaram que o surgimento deste comportamento comecou logo apés o
soerguimento do istmo do Panam4, evento que proporcionou a chegada dos canideos no
continente sulamericano. E provavel que as linhagens ao chegarem a América do Sul,
encontraram um ambiente muito diferente do que era o cenario no resto do planeta, pois
a Ameérica do Sul ndo foi tdo afetada pelas mudancas climéaticas, mantendo grande
abundancia de areas florestais (Potter & Szatmari 2009; Zachos et al. 2001, Wang et al.
2008; Stromberg 2005). Com um ambiente novo e inexplorado, as linhagens ancestrais
comecaram a modificar seu modo de vida e adentrar as areas florestais.

A respeito do comportamento alimentar, a reconstru¢cdo mostrou que ha dois
padrbes ao longo da histdria evolutiva do grupo. Os clados das raposas e dos canideos
sulamericanos preservaram o estado ancestral da origem de Caninae, mantendo tipos de
alimentacdo hipo e mesocarnivoras, enquanto que os lobos ha 10.1 Ma comecaram a
apresentar comportamento hipercarnivoro.

O comportamento social apresentou padréo similar a aquele obtido na RCA da
dieta, onde raposas e sulamericanos partilham o mesmo comportamento. Ambos 0s
clados desenvolveram habitos solitarios ou formacdo de pequenos grupos sociais,
mantendo este comportamento desde a raiz da filogenia, e com alta conservagdo ao
longo dos nds. Ja no clado dos lobos, o alto grau de socialidade se desenvolveu ao passo
gue o modo de alimentacdo hipercarnivoro surgiu neste clado.

Ao comparar as reconstrucdes entre dieta e uso de habitat (Figura 5) é possivel
observar como ocorreu a diversificacdo entre estes atributos. Os lobos, que durante
grande parte de sua existéncia viveram no hemisfério norte, encontravam-se em um
ambiente com extensas areas abertas. Esta paisagem levou a um grande turnover na
fauna de herbivoros naquele momento (Stromberg 2005), e sendo estd uma fonte de
recurso abundante, os lobos comecaram a se especializar no habito hipercarnivoro
(Wang et al. 2008). Atrelado a isso, a0 mesmo momento em que dietas hipercarnivoras
surgiram, a capacidade de formar grandes grupos surgiu também, e como a correlagéo
de Pagel indicou, a dieta teve influéncia sobre as mudangas na socialidade. Assim,
diferente do que foi proposto por Figueirido et al. (2015) onde os autores mostram que
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as mudancas ambientais levaram ao maior grau de socialidade, é provavel que a
capacidade de formar grupos tenha surgido em resposta a dieta, 0 que proporcionou a
caca dos grandes herbivoros (Wang et al. 2008; Figueirido et al. 2015; Tedford et al.
2009).

Como o teste de Pagel demonstrou, foi a dieta que levou ao surgimento de
grupos sociais, porém as areas abertas do hemisfério norte tiveram sua parcela de
importancia para este atributo no clado dos lobos. O comportamento que as linhagens
ancestrais dos lobos se especializaram, perseguindo suas presas a grandes distancias, so
se desenvolveu gracas aos ambientes abertos que eram o cenario dominante naquele
periodo, pois proporcionam amplas areas para tal comportamento (Figura 5) (Figueirido
et al. 2015; Stromberg 2005; Wang et al 2008).

J& os canideos sulamericanos desenvolveram dietas frugivoras e generalistas. E
provavel que quando suas linhagens ancestrais chegaram na América do Sul,
encontraram muitas reas florestais com abundéancia de frutos, servindo como recurso
(Figura 5). Assim, se adaptaram a dietas meso e hipocarnivoras. Isto também esta
atrelado ao seu comportamento social, pois os sulamericanos ndo desenvolveram alto
grau de socialidade devido ao seu modo de alimentacdo ndo requerer cooperacao entre
individuos. Sendo assim, a forrageio acaba sendo solitario assim como o estilo de vida
de muitas dessas espécies, porém naquelas onde ha formagdo de grupos, a estruturacdo
social é baixa e feita apenas para cuidados com a prole (Wang et al. 2008).

Ao comparar as RCAs de habitat e socialidade (Figura 5), é possivel observar a
grande variacdo entre os sulamericanos e os lobos, causada pela diferenca geografica
entre os grupos, onde diferentes tipos de ambientes levaram a historias evolutivas
completamente distintas. As raposas se assemelham aos dois outros clados em relagédo
ao habitat e socialidade, pois assim como os lobos, desenvolveram modo de vida em
areas abertas, e se comportaram como 0s sulamericanos em relagdo ao comportamento
de grupo, desenvolvendo baixa socialidade. Mas quando se observou as relagcfes entre
habitat-dieta e habitat-socialidade, este clado respondeu de forma totalmente diferente a
os demais clados. Mesmo vivendo em areas abertas, as raposas desenvolveram habito
alimentar meso e hipocarnivoro, além de baixa socialidade, dois comportamentos
completamente opostos ao clado dos lobos, no qual coexistiram durante toda sua
historia, sofrendo as mesmas pressdes evolutivas. Isto leva a crer que o ambiente, tdo
determinante na evolugdo dos lobos e dos sulamericanos, ndo teve a mesma influencia

para as raposas, e outro fator deve ter influenciado sua diversificacéo.
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E provavel que esse fator na diversificacio das raposas tenha emergido através
de seu tamanho corporal. Ao analisar a RCA deste atributo (Figura 5), com foco apenas
nos clados das raposas e dos lobos, pois coexistiram ao longo de sua histéria evolutiva,
0 no ancestral a ambos apresentava tamanho corporal medio. Ao observar as linhagens
originadas deste primeiro ancestral, se evidencia uma diferenciacdo no tamanho
corporal dos ancestrais diretos a Vulpini e lobos. A linhagem ancestral ao clado dos
lobos aumento seu tamanho corporal, enquanto que 0 n6 correspondente na linhagem
das raposas diminuiu seu tamanho. Foi a partir destes dois nos que a diferenciacdo entre
os clados comecou a divergir para dois extremos durante a historia do grupo.

Em um cenério onde lobos e raposas coexistiam ha cerca de 11 Ma, uma
provavel explicagdo para esse comportamento distinto entre os dois clados seja pelo fato
que os ancestrais dos lobos e das raposas tenham comecado a explorar a fauna de
herbivoros, como um novo tipo de recurso, porém as raposas apresentavam tamanho
corporal menor do que os lobos, 0 que caracterizava uma desvantagem se chegassem a
competir diretamente pelo recurso. Assumindo que interagBes bioticas, como a
competicdo, podem alterar a dindmica evolutiva, e de acordo com as ideias de Van
Valkenburgh (1985, 1988) e Dayan & Simberloff (1996), a respeito de competi¢do por
interferéncia através de linhagens ancestrais, é plausivel que os ancestrais das raposas
evitaram a competigdo com os lobos, para ndo serem extintos. Desta forma, valores de
atributos que minimizassem a competicao foram favorecidos, o que levou a dietas meso
e hipocarnivoras, como estratégia a nao sobrepor seu nicho com os lobos. E como a
dieta influenciou no grau de socialidade, os lobos ficaram cada vez mais sociais para
abater suas presas, enquanto que as raposas desenvolveram baixa socialidade. Propde-se
aqui que este processo de “evitagdo de competicdo” explicou o fato das raposas
apresentarem comportamentos alimentares e sociais diferentes dos lobos, mesmo sob as
mesmas pressdes ambientais.

Saber se linhagens aparentadas filogeneticamente competem, ja é uma tarefa
dificil ao tratar de espécies atuais (Cahill Jr. et al. 2008; Venail et al. 2014), e ainda
mais complicada quando se tenta inferir o mesmo para linhagens ancestrais. Para deixar
claro que néo se evocou aqui a teoria do fantasma da competigéo passada (Conell 1980),
esta ideia de evitacdo de competicdo se baseou em dois estudos que exploram as
interacdes ancestrais entre linhagens. Tedford et al. (1995) demonstram a grande
diferenca de tamanho corporal entre as subfamilias de Canidae ainda na América do
Norte, 0 que remete a ideia na qual essa diferenciacdo também pode ter ocorrido em
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lobos e raposas, como indicam nossos dados. Em adicédo a isso, Silvestro et al. (2015)
apresentam evidéncias de que realmente houve competicdo entre as espécies de clados
de grande carnivoros, como Canidae, Felidae e Ursidae, durante sua disperséo pelo
hemisfério norte, o que também nos leva a crer que a interacao entre raposas e lobos foi
possivel.

Nosso trabalho concilia ideias propostas em outros estudos, levando a novas
interpretagdes sobre a evolucdo dos canideos e de seus atributos. As ideias apresentadas
aqui vao de encontro ao proposto por Figueirido et al. (2015), onde discutem que
aspectos comportamentais dos canideos evoluiram acompanhando as mudancas
climéticas, mostrando que o ambiente, foi a grande forca seletiva na diversificacdo dos
trés clados. Ja& Silvestro et al. (2015) sugerem que a competicdo entre espécies teve
papel mais importante na diversificacdo. Desta forma, nossos resultados sugerem que,
diferente do proposto por estes estudos, ndo € apenas o fator bidtico ou o abiotico, mas
sim a juncéo entre os dois que foi responsavel na histéria evolutiva dos canideos, onde a
tribo Canini foi mais influenciada por mudancas na vegetagéo, enquanto que em Vulpini

o fator mais importante foram as interagdes.

5- Concluséo

Nossos resultados trouxeram um cenario muito mais complexo para a evolugdo
dos canideos do que Figueirido et al. (2015), Silvestro et al. (2015) e Wang et al. (2008)
propuseram. Tanto fatores ambientais quanto interacGes foram fundamentais na
diversificacdo dos clados pelo planeta. Além disso, trés tipos de modelos evolutivos
explicam as correlagOes entre atributos ao longo do tempo, mostrando que processos de
radiacdo adaptativa, selecdo estabilizadora e evolucdo neutra, foram as formas pelas
quais os atributos se diversificaram através da filogenia do grupo, ficando claro que
relacbes filogenéticas sdo realmente importantes para entender relagdes entre seus

atributos.
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Apéndice

Tabela 4. Numeros de acesso do GenBank de todas as sequéncias moleculares de cada espécie

utilizadas para a construcdo filogenética. (x) representam dados faltantes para as espécies.

Atelocynus microtis

DQ240290
DQ240493
AY885333
DQ240722
AF028183

DQ240323
DQ240526
AY885356
AY609087
AF028207

Canis adustus

DQ240291
DQ240494
AY885334
DQ240723
AF028184

Canis aureus

DQ240292
DQ240495
AY885336
DQ240724
AF028186

DQ240324
DQ240527
AY885357
AY609088
AF028208

DQ240325
DQ240528
AY885359
AY609091
AF028210

DQ240357
AY885309
DQ240622
DQ240755
AF028159

DQ240358
AY885310
DQ240623
DQ240756
AF028160

DQ240359
AY885312
DQ240624
DQ240757
AF028162

Canis anthus (nova espécie)

X X
X X
KT378606
Canis lupus

DQ240294
DQ240497
AY885339
DQ240726
AF028189

Canis latrans

DQ240293
DQ240496
AY885338

X X
X X

KT378606

DQ240327
DQ240530
AY885362
AY609095
AF028213

DQ240326
DQ240529
AY 885361

X X
X X

KT378606

DQ240361
AY885315
DQ240626
DQ240759
AY928668

DQ240360
AY885314
DQ240625

DQ240425
DQ240555
AY885380
AY 885404

DQ240426
DQ240556
AY885381
AY885405

DQ240427
DQ240557
AY885383
AY885407

DQ240429
DQ240559
AY885386
AY885410

DQ240428
DQ240558
AY885385

DQ240459
DQ240588
DQ240688
DQ240789

DQ240460
DQ240589
DQ240689
DQ240790

DQ240461
DQ240590
DQ240690
DQ240791

DQ240463
DQ240592
DQ240692
DQ240793

DQ240462
DQ240591
DQ240691
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DQ240725
AF028188

AY609094
AF028212

Canis mesomelas

DQ240295
DQ240498
AY885340
DQ240727
AF028191

Canis rufus

u47037

DQ240328
DQ240531
AY885363
AY609097
AF028214

Canis simensis

DQ240296
DQ240499
DQ239447
DQ240728
AF028192

DQ240329
DQ240532
DQ239455
DQ239471
AF028216

Cerdocyon thous

DQ240297
DQ240500
AY885341
DQ240729
AF028193

DQ240330
DQ240533
AY885364
AY609099
AF028193

Chrysocyon brachyurus

DQ240298
DQ240501
AY885337
DQ240730
AF028187

Cuon alpinus

DQ240299
DQ240502
AY885335
DQ240731
AF028185

DQ240331
DQ240534
AY885360
AY609092
AF028211

DQ240332
DQ240535
AY885358
AY609090
AF028209

DQ240758
AF028164

DQ240362
AY885316
DQ240627
DQ240760
AF028167

DQ240363
DQ239439
DQ240628
DQ240761
AF028168

DQ240364
AY885317
DQ240629
DQ240762
AF028169

DQ240365
AY885313
DQ240630
DQ240763
AF028163

DQ240366
AY885311
DQ240631
DQ240764
AF028161

AY 885409

DQ240430
DQ240560
AY885387
AY885411

DQ240431
DQ240561
DQ239463
DQ239479

DQ240432
DQ240562
AY885388
AY885412

DQ240433
DQ240563
AY885384
AY885408

DQ240434
DQ240564
AY885382
AY 885406

DQ240792

DQ240464
DQ240593
DQ240693
DQ240794

DQ240465
DQ240594
DQ240694
DQ240795

DQ240466
DQ240595
DQ240695
DQ240796

DQ240467
DQ240596
DQ240696
DQ240797

DQ240468
DQ240597
DQ240697
DQ240798
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Dusicyon australis

X X
X X
GQ485610

X X
X X
GQ485615

Lycaon pictus

DQ240300
DQ240503
AY885347
DQ240732
AF028195

Nyctereutes procyonoides

DQ240301
DQ240504
AY885348
DQ240733
AF028197

DQ240333
DQ240536
AY885370
AY609108
AF028219

DQ240334
X
AY885371
AY609111
AF028221

Lycalopex culpaeus

DQ240303
DQ240506
DQ239448
DQ240735
AF028199

DQ240336
DQ240537
DQ239456
DQ239472
AF028223

Lycalopex fulvipes

DQ240304

DQ240507

DQ239449

DQ240736
X

DQ240337

DQ240538

DQ239457

DQ239473
X

Lycalopex griseus

DQ240305
DQ240508
AY885343
DQ240737
AF028200

DQ240338
X
AY885366
AY609103
AF028224

Lycalopex gymnocercus

DQ240367
AY885323
DQ240632
DQ240765
AF028147

DQ240368
AY885324
DQ240633
DQ240766
AB607938

DQ240370
DQ239440
DQ240635
DQ240768
AF028151

DQ240371
DQ239441
DQ240636
DQ240769

DQ240372
AY885319
DQ240637
DQ240770
AF028152

DQ240435
DQ240565
AY885394
AY885418

DQ240436
DQ240566
AY885395
AY885419

DQ240438
DQ240568
DQ239464
DQ239480

DQ240439
DQ240569
DQ239465
DQ239481

DQ240440
DQ240570
AY885390
AY885414

DQ240469
DQ240598
DQ240698
DQ240799

DQ240470
DQ240599
DQ240699
DQ240800

DQ240472
DQ240601
DQ240701
DQ240802

DQ240473
DQ240602
DQ240702
DQ240803

DQ240474
DQ240603
DQ240703
DQ240804



DQ240306
DQ240509
AY885344
DQ240738
AF028201

DQ240339
DQ240539
AY 885367
AY609105
AF028225

Lycalopex sechurae

DQ240307
DQ240510
AY885345
DQ240739
AF028202

DQ240340
X
AY885368
AY609100
AF028226

Lycalopex vetulus

DQ240308
DQ240511
DQ239450
X
AF028196

DQ240341
DQ240540
DQ239458
DQ239474
AF028220

Speothos venaticus

DQ240309
DQ240512
AY885350
DQ240740
AF028203

Urocyon cinereoargenteus

DQ240310
DQ240513
AY885351
DQ240741
AF028204

DQ240342
DQ240541
AY885373
AY609116
AF028227

DQ240343
DQ240542
AY885374
AY609118
AF028228

Urocyon littoralis

DQ240311
DQ240514
DQ239451
DQ240742
X

DQ240344
DQ240543
DQ239459
DQ239475
KP129082

Otocyon megalotis

DQ240302
DQ240505

DQ240335
X

DQ240373
AY885320
DQ240638
DQ240771
AF028153

DQ240374
AY885321
DQ240639
DQ240772
AF028154

DQ240375
DQ239442
DQ240640
DQ240773
AF028148

DQ240376
AY885326
DQ240641
DQ240774
AF028155

DQ240377
AY885327
DQ240642
DQ240775
AF028156

DQ240378
DQ239443
DQ240643
DQ240776

DQ240369
AY885325

DQ240441
DQ240571
AY885391
AY885415

DQ240442
DQ240572
AY885392
AY885416

DQ240443
DQ240573
DQ239466
DQ239482

DQ240444
DQ240574
AY885397
AY885421

DQ240445
DQ240575
AY885308
AY885422

DQ240446
DQ240576
DQ240675
DQ239483

DQ240437
DQ240567

DQ240475
DQ240604
DQ240704
DQ240805

DQ240476
DQ240605
DQ240705
DQ240806

DQ240477
DQ240606
DQ240706
DQ240807

DQ240478
DQ240607
DQ240707
DQ240808

DQ240479
DQ240608
DQ240708
DQ240809

DQ240480
DQ240609
DQ240709
DQ240810

DQ240471
DQ240600
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AY885349 AY885372 DQ240634
DQ240734 AY609114 DQ240767
AF028198 AF028222  AF028150
Vulpes bengalensis

X X X X X X

X X X X X X

X

Vulpes cana

DQ240312 DQ240345 DQ240379
DQ240515 DQ240544 DQ239444
DQ239452 DQ239460 DQ240644
DQ240743 DQ239476  DQ240777
X X

Vulpes chama

DQ240313 DQ240346 DQ240380
DQ240516 DQ240545 DQ239445
DQ239453 DQ239461 DQ240645
DQ240744 DQ239477 DQ240778
X X

Vulpes corsac

DQ240314 DQ240347 DQ240381
DQ240517 DQ240546 AY885328
AY885352 AY885375 DQ240646
DQ240745 AY609120 DQ240779
AY894422 AY609156 NC_023958
Vulpes ferrilata

X X X X X X

X X X X X X
KT033906.1 KT033906.1

Vulpes macrotis

DQ240315 DQ240348 DQ240382
DQ240518 DQ240547 AY885329
AY885353 AY885376 DQ240647

AY885396
AY885420

DQ240447
DQ240577
DQ239468
DQ239484

DQ240448
DQ240578
DQ239469
DQ239485

DQ240449
DQ240579
AY885399
AY885423

DQ240450
DQ240580
AY885400

DQ240700
DQ240801

DQ240481
DQ240610
DQ240710
DQ240811

DQ240482
DQ240611
DQ240711
DQ240812

DQ240483
DQ240612
DQ240712
DQ240813

X X

x

X

X KT033906.1

DQ240484
DQ240613
DQ240713
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DQ240746 AY609121
AF028205 AF028229
Vulpes pallida

X X X X

X X X X
KJ597964

Vulpes rueppellii

DQ240316
DQ240519
DQ239454
DQ240747
X

Vulpes velox

X X

DQ240349
DQ240548
DQ239462
DQ239478
KJ597969

X X

X DQ205838 x

X

Vulpes vulpes

DQ240317
DQ240520
AY885354
DQ240748
AF028206

Vulpes zerda

DQ240318
DQ240521
AY885346
DQ240749
AF028194

DQ240350
DQ240549
AY885377
AY609122
AF028230

DQ240351
DQ240550
AY885369
AY609106
AF028218

Vulpes lagopus

DQ240289
DQ240492
AY885332
DQ240721
AY894421

DQ240322
DQ240525
AY885355
AY609086
AY609139

DQ240780
AF028157

DQ240383
DQ239446
DQ240648
DQ240781

DQ240384
AY885330
DQ240649
DQ240782
AY928669

DQ240385
AY 885322
DQ240650
DQ240783
AF028146

DQ240356
AY885308
DQ240621
DQ240754
KM224347

AY885424

DQ240451
DQ240581
DQ239470
DQ239486

DQ240452
DQ240582
AY885401
AY885425

DQ240453
X
AY885393
AY885417

DQ240424
DQ240554
AY885379
AY885403

DQ240814

DQ240485
DQ240614
DQ240714
DQ240815

X X

JF443555

DQ240486
DQ240615
DQ240715
DQ240816

DQ240487
DQ240616
DQ240716
DQ240817

DQ240458
DQ240587
DQ240687
DQ240788

X
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Ailuropoda melanoleuca

DQ240319
DQ240522
DQ093086
DQ240751
DQ093081

GU930904
DQ240552
DQ093091
DQ093097
DQ093077

DQ240387
DQ093074
DQ240652
DQ240785
KP306773

DQ240455
DQ240584
DQ093094
DQ093103

DQ240489
DQ240618
DQ240718
AM748296
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