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Resumo

As campinas e campinaranas estdo distribuidas por toda Amazobnia e sao
ambientes caracteristicos por seus solos arenosos. Eles apresentam algumas
espécies de aves endémicas a eles, como € o caso de T. phoenicius e P.
theresiae. As mudancas climaticas que ocorreram no Pleistoceno podem ter
deixado marcas genéticas nestas populacdes e que podem nos ajudar a
compreender melhor dindmica espacial destas areas e realizar inferéncias de
como as espécies endémicas de areas abertas reagirdo a futuras possiveis
alteracfes climaticas. Diante disso nosso objetivo foi analisar a variabilidade
genética, morfolégica e os padrbes filogeogréficos de T. phoenicius e P.
theresiae comparando-os para verificar se ha congruéncia em suas histérias
evolutivas e relacionar esses padrbes a evolucdo da paisagem Amazbnica
durante o Pleistoceno. Foram sequenciados um gene mitocondrial (ND2) e
um intron ligado ao cromossomo Z (ACO-intronl5). Redes de haplétipos
foram construidas, bem como a andlise de possiveis populagdes pelo BAPS.
Andlises filogenéticas foram feitas para ver a relacdo destas espécies com
suas respectivas espécies irmas, bem como a estimativa do tempo de
coalescéncia entre elas. Analises de expansdo populacional foram feitas
utilizando os dois marcadores (EBSP) bem como os parametros de
demografia populacional D de Tajima, Fs de Fu e R,. Analises morfométricas
foram realizadas com individuos taxidermizados da cole¢céo de aves do INPA
para posterior realizacdo da Analise de Componentes Principais (ACP), bem
como a verificagdo da coloracdo do encontro da asa de T. phoenicius. O
resultado da rede de haplétipos para P. theresiae nos mostrou uma grande
homogeneidade, os parametros de demografia nos mostrou crescimento
populacional, bem como o resultado de EBSP, com expansdo ha ~40mil
anos. P. theresiae é irma de P. milleri (Tepuis) que se separaram ha ~2,5 Ma
O resultado da ACP também mostrou um anico grupo homogéneo. J4 em T.
phoenicius, a rede de haplétipos de ND2 formou duas linhagens, separando
uma populacdo ao Norte do rio SolimGes-Amazonas e outra ao Sul, sendo
que a rede do intron ndo mostrou forte tendéncia de separagdo. Os
parametros de demografia populacional s6 mostraram expansdo para a
populacdo do Sul. Ja as analises de EBSP mostraram expanséao tanto para o
Norte quanto para o Sul. Na analise filogenética de T. phoenicius, ele se
agrupa com o clado de T. rufus e T. coronatus, sendo que a idade de origem
da linhagem de T. phoenicius se da ha ~11 Ma vindo a se separar Norte e Sul
ha 1,4 Ma. Os resultados da ACP mostraram dois grupos quase que
totalmente distintos, bem como as andlises de coloracdo do encontro da asa
da espécie, onde houve uma predominancia da cor vermelha ao Norte e da
cor amarela ao Sul, mas individuos com coloragéo laranja foram encontrados
nas duas possiveis populacdes, sendo esta considerada uma espécie
criptica. A expansao populacional recente foi a caracteristica comum entre as
duas espécies, o que pode ser reflexo da maior disponibilidade de ambientes
para elas durante os ciclos glaciais ou a maior permeabilidade das florestas,
facilitando a conectividade entre as campinas. Os processos que atuaram
historicamente nas duas espécies nao foram 0s mesmos, mas as espécies
parecem responder aos mesmos processos que mantém a diversidade nos
ambientes abertos da Amazbdnia, como as mudancas climaticas do
Pleistoceno, facilitando a expanséo populacional.



Abstract. Comparative phylogeography of Tachyphonus phoenicius
(Aves; Thraupidae) and Polytmus theresiae (Aves; Trochilidae), two
characteristics species of the Amazonian white sand campinas

Campinas and campinaranas are sand soil environments distributed
throughout the Amazon region. Some species of birds are endemic of its
environments, as T. phoenicius and P. theresiae. Climate changes that have
occurred in the Pleistocene may have left genetic marks in these populations
and that may help us understanding the spatial dynamics of these areas and
infer about how the endemic species will react to possible future climate
changes. Therefore, our aim was to analyze the genetic, morphological
variability and phylogeographic patterns of T. phoenicius and P. theresiae
comparing them to check for consistency in their evolutionary histories and
relate these patterns to the evolution of the Amazonian landscape during the
Pleistocene. A mitochondrial gene (ND2) and a Z-linked chromosome intron
(ACO-intron15) of 95 individuals from T. phoenicius and 56 from P. theresiae
were sequenced. Haplotype networks were constructed for each species and
for each marker, as well as analysis of possible populations by BAPS.
Phylogenetic analyses were performed to see the relationship of these
species with their sister species, as well as the estimation of coalescence time
between them. Analyses of population expansion were made using the two
concatenated markers (EBSP) and the parameters of population
demographics Tajima’s D, Fu's Fs and R,. Morphometric analyzes were
conducted with individuals from INPA’s birds collection for further realization of
Principal Component Analysis (PCA), as well as checking the characteristic
epaulet color in the wing of T. phoenicius. The result of the haplotype network
for P. theresiae showed us a great homogeneity, demographic parameters
suggested population growth, as well as the result of EBSP (40kya). P.
theresiae is sister to P. milleri (Tepui) that diverged ~2.5 Ma forming a clade
and then a group with P. guainumbi. The result of the PCA also showed a
single homogeneous group. The ND2 haplotype network for T. phoenicius
divided into two distinct, separating a population to North of the Solimbes -
Amazonas river and another to the South, the intron network showed no
strong trend of separation. The parameters of population demographics only
showed expansion for the population of South. While the EBSP analyzes
showed expansion to both of them, North (~100kya) and South (~200kya).
Phylogenetic analysis of T. phoenicius, grouped with the clade of T. rufus and
T. coronatus, and the origin age of T. phoenicius lineage takes about 11 Ma
witch separated North from South about 1,4Ma. PCA results showed almost
two distinct groups, as well as in the epaulet color analysis, where the red
color predominated in North and the yellow in South, but some individuals with
orange epaulet was found in both of them, showing us a possible cryptic
species. The recent population expansion was the common feature between
the two species, which may reflect the greater availability of environments for
them during glacial cycles or increased the forests permeability, facilitating
connectivity between the campinas. The processes that have acted historically
in the two species were not the same, but the species seem to respond to the
same processes that maintain diversity in open environments of the Amazon,
such as Pleistocene climate change, facilitating population expansion.
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1- Introducéao Geral

A Filogeografia como uma subdisciplina da Biogeografia, que integra outras
areas como a paleontologia, a etologia, a genética de populagbes e a geologia, e
tem por objetivo estudar como processos histéricos e filogenéticos determinam a
distribuicdo espacial da diversidade genética de uma espécie (Avise, 2000). A
filogeografia € uma ponte entre estudos de processos micro e macroevolutivos. E
quando estendemos as analises filogeograficas para conjuntos de espécies
simpatricas, temos entdo a filogeografia comparativa (Pereira et al., 2002).

Teoricamente, espécies que compartiham o mesmo habitat podem ter sido
afetadas pelas mesmas barreiras geograficas e por isso mostra um padréo
filogeogréfico similar (Zink, 2001). A analise comparativa da filogeografia dos taxons
pode contribuir para estudos mais amplos da ecologia e evolugao, pois as respostas
evolutivas para gradientes de selecdo podem ser comparados entre unidades
evolutivas independentes (Bermingham & Moritz, 1998).

A fonte de dados inicial e ainda dominante para estudos em filogeografia tem
sido o DNA mitocondrial (mtDNA) (Bermingham & Moritz, 1998). O genoma
mitocondrial de animais € normalmente herdado de forma matrilinear ndo ocorrendo
recombinacdo e nem segregacao de alelos (Avise et al., 1987), ele possui uma taxa
relativamente rapida de evolucdo molecular (Brown et al., 1979) e isso tornou o uso
do mtDNA bastante popular. Um dos genes mitocondriais que vem sendo muito
utilizado em analises filogenéticas e filogeograficas em aves € o ND2 (NADH
Subunidade 2) (Marks et al., 2002; Pereira et al., 2002; Ribas et al., 2005; Burns &
Racicot, 2009; Da Costa et al., 2009).Apesar de o mtDNA ser muito utilizado
sozinho, o uso de combina¢cdes de DNA nuclear e mitocondrial vem crescendo por
fornecer estimativas mais realistas das relacdes filogenéticas.

Os introns, sequéncias de DNA nuclear, sao faceis de amplificar por PCR
(Polimerase Chain Reaction), pois sdo flanqueados por éxons conservados que
fornecem sitios para primers, evoluem mais lentamente que o mtDNA, mas mais
rapidamente que os éxons (em geral) e também parecem possuir regibes
conservadas (Prychitko & Moore, 2003). Os introns do gene ACO1 (Aconitase 1),
qgue é ligado ao cromossomo Z das aves, também tém se mostrado apropriados
para estudos nesse nivel populacional, por exemplo o intron 10 (Burns et al., 2014) e
o intron 15 (Fernandes et al., 2013). Além disso, os introns podem conter regifes
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com indels (insercdes/delecbes) e que podem ser adicionadas as analises. Esta
utilizacdo conjunta de genes pode nos dar resposta genética melhor quando
comparada com trabalhos utilizando apenas um marcador molecular, pois os introns
possuem uma taxa de evolucdo menor que o mtDNA em animais (Prychitko &
Moore, 1997, 2000; Creer et al., 2003), fazendo com que o mtDNA alcance os

eventos coalescentes mais recentes do que os introns (Moore, 1995; Wiens, 2000).

1.1- As Campinas Amazonicas
Campinas e campinaranas referem-se a um mosaico de vegetagcao néo
florestal com solos arenosos e pobres em nutrientes distribuidos em diferentes locais

por toda a Bacia Amazonica (Anderson, 1981) como representado na (Fig. 1).

Savanna-like vegetation
Beni savanna
Guianan savanna

Pantepui

- Rio Negro campinarana

Rupununi-Reraima savanna Annual Precip (mm) [l 2500-

B central Amazon campinas [J80-1.500 I 2700 3.000

- Other Brazikan campos [ J1.500-1.700 - 3,000 - 3,300
Peru white sand forests (variliales) £ 1.700-2000 I 3300 3,500 350 km
Guyana white sand forests (walaba) [ 2.000-2.200 I 3500 4.000

Figura 1. Distribuicdo das Campinas e Campinaranas em toda a Amazonia Legal. Fonte: Adeney,
2009.

As campinas diferem das campinaranas pelo tipo de vegetacdo, sendo
compostas principalmente por arbustos e arvores esparsas que ndo chegam a 5m
de altura, jA as campinaranas possuem uma vegetacdo mais densa e sao
compostas por arvores de sub-bosque com 7-20m de altura (Borges, 2004).
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Apesar da grande exploragdo destes ambientes para a extracdo de areia
(Costa, 2009), seus solos pobres em nutrientes, inadequados para a agricultura,
favorecem a conservacdo dos mesmos. E esses ambientes abertos também podem
fornecer informacdes importantes para ajudar a entender os padrdes de distribuicdo
da diversidade amazonica por apresentarem elevadas taxas de endemismo de fauna
(Borges, 2004).

1.2- Espécies estudadas

Tachyphonus phoenicius (Fig. 2) e Polytmus theresiae (Fig. 3) sdo espécies
simpétricas tipicas de campinas amazébnicas (Borges et al.,, 2001; Borges, 2004,
2006), suas distribuicbes estdo apresentadas na (Fig. 4), a espécie é frugivora-
insetivora e ocorre em areas abertas da Amazénia quase que totalmente restrito as
campinas, também pode ser encontrada nas bordas de fragmentos florestais (Isler &
Isler, 1987; Ridgely & Tudor,1994). Burns & Racicot (2009) sugeriram uma filogenia
dos géneros de alguns Tangaras de planicies, incluindo o género Tachyphonus e
mais tarde Burns et al. (2014) propuseram uma filogenia de toda a familia
Thraupidae, e novamente T. phoenicius formou um clado com T. rufus e T.
coronatus.

Polytmus theresiae (Trochilidae) € nectarivora e sedentéria, os machos
ocasionalmente ocupam territérios de alimentacdo, ocorrem das Guianas a
Colébmbia e no Norte do Brasil, quase que estritamente em areas de campinas,
podendo ocorrer também em bordas de fragmentos florestais (Schuchmann, 1999).

McGuire et al. (2007) propuseram uma analise filogenética incluindo varios
géneros (73 de 104) da familia Trochilidae para tentar elucidar qual a origem
geografica das espécies, incluindo P. theresiae e P. guainumbi (duas das trés
espécies do género Polytmus, excluindo P. milleri), faltando entédo a relacéo entre

todas elas.
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Figuré 2. Individuos de Tachyphonus phoenicius (A) macho e (B) fémea. '
Fotos: Anselmo dAffonseca.
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'

Figura 3. Individuos de Polytmus theresiae (A) macho e (B) femea.
Foto A: Michel D. Audine e Foto B: Joe Tobias

. Polytmus milleri

l:’ Tachyphonus rufus

|:| Tachyphonus phoenicius |:] Polytmus theresiae

l;l Tachyphonus coronatus D Polytmus guainumbi
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Figura 4. Areas de distribuicéo das espécies do clado de T. phoenicius (A) e do género Polytmus (B).

Fonte: Nature Serve
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1.3- Filogeografia e Historia da Amazoénia

A filogeografia esta sempre se moldando e se reescrevendo conforme a
ciéncia avanca e o numero de pesquisas em outras areas aumenta, como é 0 caso
da geologia que fornece informagcdes sobre origem das rochas (McConnell e
Williams, 1970; Huber, 1987), processo de formacdo dos rios e direcdo dos
depoésitos de sedimentos (Hoorn, 1993, 1994; Nogueira, et al., 2013), das
estimativas de mudancas climéticas histéricas (Mayle et al., 2004; Anhuf et al.,
2006), a propria filogeografia em si com seus conjuntos de dados genéticos cada
vez maiores, e claro, o avanco dos softwares disponiveis para andlise destes. Isso
traz uma contribuicdo para a melhor contextualizacdo de pesquisas em andamento,
e a filogeografia tem se mostrado cada vez mais eficiente ao longo dos anos em
desvendar a historia dos processos por traz da origem e manutenc¢do da diversidade
amazonica.

Alguns processos histéricos como as mudancas climaticas e mudancas na
cobertura vegetal que ocorreram na Amazbnia durante os ciclos glaciais do
Pleistoceno, como o ultimo méaximo glacial (LGM), afetaram a distribuicdo das
espécies de plantas e animais (Adams et al.,1999). Haffer foi um dos primeiros a
tentar explicar a origem dessa diversidade e distribuicdo com a sua teoria dos
refugios pleistocénicos, em que as areas abertas teriam se expandido com o clima
mais seco e pequenos refagios de floresta teriam se formado abrigando a
diversidade (Haffer, 1969) e posteriormente as espécies poderiam ter expandindo
suas distribuicdes.

Essa possivel expansdo das savanas e concomitante retracdo, ou alteracédo
floristicas, nas areas de florestas de terra firme pode ser melhor compreendida
estudando espécies restritas a ambientes abertos distribuidos por toda regido
amazonica, como € o caso de T. phoenicius e P. theresiae. Mudancas histéricas na
distribuicdo ou composicdo das florestas de Terra Firme podem ter mudado a
distribuicdo de habitat ou a capacidade de dispersdo das espécies especialistas de
campinas, causando alteracdes demograficas e estruturacdo populacional, de modo
gue o estudo do padréo filogeogréfico atual dessas espécies pode ajudar a revelar a
histéria de como a cobertura florestal da Amazbdnia respondeu as alteracdes
climéticas ciclicas do Pleistoceno.
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2- Objetivos

Geral

Descrever a variabilidade genética, morfologica e os padrdes filogeograficos
de T. phoenicius e P. theresiae comparando-os para verificar se ha congruéncia em
suas historias evolutivas e relacionar esses padrdes a evolugcdo da paisagem

Amazonica durante o Pleistoceno.
Especificos
e Avaliar o nivel de estruturacdo genética e morfoldgica nas duas espécies
estudadas e determinar se ha mais de uma linhagem evolutiva dentro de cada
espécie;
e Estimar o tempo de divergéncia das linhagens intraespecificas se houver;

¢ Inferir se houve variacdo demografica histérica em ambas as espécies;

e Relacionar espacial e temporalmente a historia filogeografica das duas
espécies a historia paleoambiental da Amazbnia durante o Pleistoceno.



19

Capitulo 1

Matos, M. V., Borges, S. H. & Ribas, C. C. 2014.
Filogeografia comparada de Tachyphonus
phoenicius (Aves; Thraupidae) e Polytmus
theresiae (Aves; Trochilidae), duas espécies
caracteristicas de campinas amazonicas.
Manuscrito em preparacédo para Journal of
Biogeography.
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INTRODUCAO

A diversidade biolégica encontrada na Amazonia sempre foi alvo de intensas
pesquisas, e varias hipoteses evolutivas tentam explicar a origem dessa diversidade
baseadas em fatores ecoldgicos (Endler, 1977; Tuomisto & Ruokolainen, 1997),
histéricos (Wallace, 1852; Sick, 1967; Patton et al., 1997) e na interacdo entre eles
(Haffer,1969). Durante o Pleistoceno ocorreram variacdes climaticas globais, com
periodos de temperaturas mais baixas (glaciacbes) e periodos mais quentes
(interglaciais). As alternancias entre as fases glaciais e interglaciais nas zonas
continentais foram acompanhadas por mudancas profundas no tipo de vegetacéo e
biomassa, causando extin¢do, diferenciacdo e mudancas na distribuicdo geogréfica
de plantas e animais (Adams et al.,1999). A Hipo6tese dos Refugios Florestais,
proposta por Haffer (1969), € baseada principalmente em distribuicbes de aves
Amazobnicas e relaciona as variacdes climaticas do Pleistoceno com a origem da
diversidade nessa regido. Essas oscilacdes climaticas teriam sido responsaveis por
restringir florestas a pequenos reflgios, gerando isolamento e diversificacéo.
Entretanto, estudos utilizando filogenias moleculares datam a diversificacdo de parte
da biota amazbnica como anterior aos Ultimos e mais intensos ciclos glaciais do
Pleistoceno (Rull, 2008; Patel et al., 2011; Ribas et al., 2012).

Os “Refugios” de floresta umida sdo postulados como tendo sido separados
por varios tipos de savana, floresta seca, floresta de lianas e outros tipos
intermediarios de vegetacdo de climas sazonalmente secos (Haffer & Prance, 2002)
ou apenas uma simplificacdo da estrutura da floresta (Bush, 1994). No entanto,
Colinvaux et al., (2000) argumentam que a Floresta Amazbnica possuia extenséo
semelhante & atual no Ultimo Maximo Glacial (LGM), indicando pouca aridez e
pouca (ou nenhuma) reducéo de precipitacdo na regido. Ainda assim a diminuigao
da precipitacdo, aumento da temperatura e também casos de incéndios nas bordas
da bacia Amazo6nica sugerem uma expansado da distribuicdo das savanas (Mayle et
al., 2004). Pesquisas baseadas principalmente em dados palinologicos (Sifeddine et
al., 1994; Van der Hammen & Absy, 1994), dados geoldgicos (Hoorn, 1993; 1994;
Rasanen, et al., 1995), juntamente com estimativas de clima durante as oscilagdes
do Quaternéario (Mayle et al., 2004; Anhuf et al., 2006) ajudam a entender o que

aconteceu nos periodos glaciais e interglaciais. Mesmo assim, ha atualmente pouco
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consenso na literatura sobre como a distribuicdo de florestas Umidas e areas abertas
foram afetadas pelos ciclos glaciais ha Amazbnia, e o estudo da diversidade
genética de espécies que ocorrem nos diferentes ambientes pode ajudar a elucidar
esta questéo.

Campinas e campinaranas referem-se a um mosaico de vegetacdo que
crescem em solos arenosos e pobres em nutrientes, as campinas se apresentam
como campos abertos com aspecto graminoso, areas arbustivas com exposicéo de
areia e areas densamente arbustivas sem exposi¢do de areia, ja as campinaranas
possuem um aspecto florestal com a copa das arvores variando de 10 a 30m sem
exposicao de areia (Borges et al, no prelo). Borges (2004) registrou 55 espécies em
campina e 94 em campinarana, das quais 13 sédo exclusivas de campina e 22 de
campinarana. A guilda melhor representada nesses ambientes foi de espécies
frugivora-insetivoras (Tachyphonus phoenicius, Xenopipo atronitens, Pipra
erythrocephala e Elaenia ruficeps). As campinas possuem uma baixa riqueza de
espécies, mas a maioria registrada neste ambiente foi restrita a ele, tornando-o
importante para a compreensédo dos padroes de distribuicdo da biodiversidade na
Regido amazonica (Borges, 2004, 2006).

Se uma espécie é restrita a algum tipo de ambiente, como algumas aves das
campinas, as barreiras ao fluxo génico podem variar em sua importancia relativa
devido a retracdo e expansao deste ambiente ao longo do tempo (Tuomisto, 2007),
gerando padrbes filogeograficos especificos que entdo, podem ser comparados.
Essa analise comparativa das respostas evolutivas a gradientes de selecao contribui
para estudos mais amplos da ecologia e evolugéo (Bermingham & Moritz, 1998).

Algumas previsdes de mudancas climaticas ja foram feitas para a Bacia
Amazonica, que esta prevista para ter um aumento na temperatura cerca de 3 °C
(IPCC, 2007) juntamente com uma reducdo na precipitagdo por cerca de 20%
durante o século XXI (Houghton et al., 2001). Estas mudancas podem afetar alguns
ambientes, como as areas de ecotonos (entre floresta tropical e cerrado, por
exemplo) pois sdo mais climaticamente sensiveis e tendem a ser mais vulneraveis
ao aumento das secas e calor (Mayle et al., 2004). Nesse contexto, a diversidade
genética e histdria biogeogréfica de espécies restritas as areas de areia branca na
Amazbnia ainda sdo muito pouco conhecidas. Como as espécies possuem uma
relacdo muito forte com seu habitat, também estdo diretamente ligadas a histéria

deste ambiente. Neste trabalho analisamos a variabilidade genética, morfolégica e
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os padrbes filogeograficos de duas espécies que ocorrem nas campinas da
Amazbnia, comparando-os para verificar se ha congruéncia em suas historias
evolutivas e relacionando esses padrdes a evolucdo da paisagem Amazonica
durante o Pleistoceno. Contribuimos assim para o conhecimento sobre a dinamica
espacial das areas abertas e florestais durante o Pleistoceno e para realizar
inferéncias sobre como as espécies endémicas de areas abertas reagirdo a futuras

possiveis alteracdes climaticas.

Espécies estudadas

Tachyphonus phoenicius e Polytmus theresiae sdo espécies simpatricas
tipicas de campinas amazonicas (Borges et al.,, 2001; Borges, 2004, 2006), essa
espécie é frugivora-insetivora e ocorre em areas abertas da Amazodnia, quase que
totalmente restrito as campinas, também pode ser encontrada nas bordas de
fragmentos florestais (Isler & Isler, 1987; Ridgely & Tudor,1994). Burns e Racicot
(2009) sugeriram uma filogenia dos géneros de alguns Tangaras de planicies,
incluindo o género Tachyphonus e mais tarde Burns et al., (2014) propuseram uma
filogenia de toda a familia Thraupidae, nos dois trabalhos péde-se observar que o
género é polifilético, pois T. phoenicius, T.rufus e T. coronatus se agrupam em um
clado dentro do género Ramphocelus, com alto apoio estatistico, jA as outras
espécies T. surinamus, T. delatrii, T. cristatus, T. rufiventer e T. luctuosus se
agrupam em outros dois clados distintos e bem suportados.

Polytmus theresiae (Trochilidae) € nectarivora e sedentaria, os machos
ocasionalmente ocupam territérios de alimentagdo, ocorrem das Guianas a
Colébmbia e no Norte do Brasil, quase que estritamente em areas de campinas,
podendo ocorrer também em bordas de fragmentos florestais (Schuchmann, 1999).
Duas subespécies sao reconhecidas: P. t. theresiae (Da Silva Maia, 1843) com sua
distribuicdo abrangendo a Venezuela, Guianas e Norte do Brasil nos estados do
Amazonas, Para, Roraima e Amapa (Grantsau, 1988) e P. t. leucorrhous (Sclater &
Salvin, 1867) com sua distribuicdo abrangendo a Colémbia, Leste do Peru e
Noroeste do Brasil (Grantsau, 1988). McGuire et al. (2007) propuseram uma analise
filogenética incluindo véarios géneros (73 de 104) da familia Trochilidae para tentar
elucidar qual a origem geografica das espécies, incluindo P. theresiae e P.
guainumbi (duas das trés espécies do género Polytmus, excluindo P. milleri), que

estdo dentro de um dos trés clados mais basais da arvore filogenética, os Mangoes.
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Os autores sugerem uma origem na América do Sul para a maioria dos clados,
inclusive para este, e que a América Central e do Norte tenham sido ocupadas
através da dispersdo. Os autores também sugerem uma substancial representacéo
Andina para este e outros clados, sugerindo um complexo padrdo de dispersao e
vicariancia. Mais recentemente McGuire et al., (2014) in press realizaram um estudo
com 6 marcadores moleculares e encontraram os mesmos resultados do trabalho
anterior, e agora incluindo as trés espécies do género Polytmus, propondo a relacao

entre elas, além de outras 281 espécies.

MATERIAL E METODOS

Amostragem e marcadores moleculares

Foram utilizadas amostras de tecido e sangue de individuos de T. phoenicius
(95) e P. theresiae (56) coletadas em diferentes localidades da Amazénia brasileira
(Figura 5). Mais informagfes sobre as localidades, nUmeros de voucher e acesso de
GenBank estéo disponiveis no Material Suplementar.

Foram sequenciados o gene mitocondrial ND2 (NADH desidrogenase
subunidade 2; 1012pb) e o intron 15 do gene ACO1 (Aconitase 1; 601pb para T.
phoenicius e 612 para P. theresiae). Totalizando 1613pb analisados para
T.phoenicius e 1624 para P. theresiae. Para algumas andlises do género Polytmus
foram incluidas sequéncias do intron 7 do gene Betafibrinogénio (FIB7) com 967pb
sequenciadas no inicio do estudo, ja para a outra espécie ndo foi possivel obter

sequéncias para esse marcador.
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Figura 5. Distribuicdo das localidades amostradas para as espécies Tachyphonus phoenicius
(tridngulos pretos) e Polytmus theresiae (tridngulos vermelhos).

Extracao, amplificacdo e sequenciamento de DNA

O DNA foi extraido a partir de amostras de tecido e sangue. A extracdo foi
feita com DNA Purification Kit (Wizard, Promega). Para amplificar o gene
mitocondrial ND2 e o intron 15 do gene ACO foram utilizados os primers descritos na
(Tabela 1). A reacdo teve o volume final de 20ul. Seguindo os seguintes
volumes/concentragdes dos reagentes para ambos marcadores: Para um volume de
18ul, foi utilizado 4 ul de tampéo 5x, 2,0 ul de cada primer (10mM), 4,0 pl de MgCI2
(25mM), 2,0 yL de DNTP (2mM), 0,1 pl de Taq DNA Polimerase (5U/ul), 2,0uL de
MtDNA/nDNA, completando o volume com agua deionizada ultrapura. A
amplificacé@o foi realizada em um termociclador, com um ciclo inicial de 94°C por 4
minutos, seguido por 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 50°C por 1 minuto, 70°C por 2
minutos e um ciclo final de 72°C por 10 minutos, para ambos 0s genes. Em seguida,
foi verificada a eficiéncia da amplificacdo em gel de agarose a 1,0% com marcador
de peso molecular Ladder 1 Kb.

Para a purificacdo do produto da PCR foi utilizado PEG 8.000 (20% NaCl
2,5M). Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o Kit BigDye Terminator v3.1

Cycle Sequencing (Applied Biosystems). A precipitacdo foi feita com protocolo EDTA
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/Etanol. O sequenciamento das amostras precipitadas foi feito utilizando o
sequenciador ABI 3130xI (Applied Biosystems) e com 0os mesmos primers utilizados
no PCR para ACO/ND2 e com dois primers internos auxiliares para ND2 (Tabela 1).

Tabela 1. Primers utilizados para reacdo de PCR e sequenciamento dos genes ND2 e ACO.

Gene Primer Sequéncia (5-3’) Referéncia Finalidade
ND2 L5215 TATCGGGCCCATACCCCGAAAAT Hackett, 1996 PCR e Segq.
ND2 H6313 CTCTTATTTAAGGCTTTGAAGGC  Sorenson et al., PCR
1999
ND2 ND2-int-Tphol CTATCCTTTCAGCAGCCCTA Presente estudo Seq.
ND2 ND2-int-Pthe> CCACCTTACTCACCACAAAG Presente estudo Seq.
ACO Ail15fb CCCGTGCTAACTACCTAGCCTC  Camila Ribas PCR e Seq.
ACO Ail5ra CCCAGGAATAACATACTGACG Camila Ribas PCR e Seq.

" Primer interno (forward) desenvolvido para a espécie Tachyphonus phoenicius. © Primer interno (forward)
desenvolvido para a espécie Polytmus theresiae.

Analise dos dados genéticos

As sequéncias de DNA foram editadas e alinhadas utilizando o programa
Geneious 6.1.4 (Biomatters). Para o marcador nuclear (ACO) foi utilizado o software
PHASE 2.1.1 (Stephens et al.,, 2001) para fazer a reconstru¢do estatistica dos
haplétipos dos individuos que apresentaram sitios ambiguos ou com
insercdes/delecbes (faseamento das sequéncias). Com os alinhamentos prontos,
foram construidas matrizes gerais de dados, uma para cada marcador para as duas
espécies, quatro no total. Para as fémeas foi utilizada uma Unica sequéncia do intron
15 do ACO, por possuirem apenas um cromossomo Z (heterozigoto ZW) e duas
sequéncias para os machos (homozigoto ZZ). Foram construidas redes de
haplotipos utilizando 0 método de parcimonia estatistica implementada no programa
TCS 1.21 (Clement et al.,, 2000), para cada espécie e para cada um dos dois
marcadores, ND2 e ACO.

Para cada conjunto de dados foi rodado o programa jModeltest 2. (Darriba et
al., 2012) para escolha do melhor modelo de evolucéo nucleotidica de acordo com o
Critério de Informacdo Bayesiana (BIC). A reconstrucdo filogenética do género
Polytmus foi realizada utilizando Inferéncia Bayesiana implementada no programa
MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2012) e com modelo de evolugdo HKY para ND2 e
FIB7, com 80.000.00 de iteracdes. Para estimar os tempos de coalescéncia entre as
espécies foi utilizado o *BEAST (Heled & Drummond, 2010) incluido no pacote de
programas BEAST 1.8.1(Drummond & Rambaut, 2007), utilizando ND2, ACO e FIB7
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juntos, com modelos de evolugcdo TNG, HKY e HKY, respectivamente, assumindo o
modelo de especiacdo Yule, usando o Relogio Relaxado e com 80.000.000 de
iteragBes. O resultado das duas analises foi verificado no Tracer V1.5 (Rambaut et
al., 2009), escolhendo um burnin de 30.000. Como grupo externo, foi utilizado
Chrysolampis mosquitus.

Para a espécie T. phoenicius, os tempos de coalescéncia foram estimados
com base nas sequéncias do gene ND2 utilizando o programa BEAST, usando o
modelo de evolucdo TNG. Para a analise de coalescéncia do clado contendo T.
phoenicius, T. rufus e T. coronatus foi utilizado ND2 (TNG+l), o Reldgio Relaxado e
com 50.000.000 de iteracdes utilizando o BEAST. O Reldgio Relaxado e 50.000.000
iteracOes foram utilizadas nas duas analises, sendo que o resultado foi analisado no
Tracer V 1.5 e escolhido um burnin de 10.000 e 3.000 respectivamente.

O programa DNAsp 5.10 (Librado & Rozas, 2009) foi utilizado para computar
os parametros demogréficos: D de Tajima (Tajima, 1989) R, de (Ramos-Onsins &
Rozas, 2002) e Fs de Fu (Fu, 1997) com 10.000 iteracdes em cada analise, por
espécie e por marcador. Esses parametros levam em conta os sitios segregantes,
frequéncia das mutacdes e frequéncia haplotipica para estimar valores que refletem
a expansao ou retracdo das populacoes.

Foi utilizado o BEAST para construir o Extended Bayesian Skyline Plot
(EBSP) (Heled & Drummond, 2010), que € uma andlise multi-locus da mudanca no
tamanho efetivo populacional ao longo do tempo, para cada espécie. Para P.
theresiae foi construido um EBSP utilizando ND2 e ACO (TNG, HKY
respectivamente), Para a espécie T. phoenicius, o EBSP foi construido utilizando
ND2 e ACO (TNG, HKY+I, respectivamente). Para as duas analises foi utilizado o
Reldgio Estrito, com 80.000.00 de iteracdes, sendo o resultado da corrida analisado
no Tracer V1.5. O resumo dos parametros usados nas analises estdo descritos nas
(Tabelas 2 e 3). A taxa de substituicdo nucleotidica utilizada para ND2 foi de 2,1%
por sitio por milhdo de anos proposta por (Weir & Schluter, 2008) para Cytb e
utilizada desde entdo em pesquisas de datagcdo em grupos de aves com marcadores
mitocondriais (Burns & Racicot, 2009, Fernandes et al.,, 2012, Ribas et al., 2012,
Lutz et al., 2013), para o ACO e FIB7 o programa estimava a taxa em cada uma das
analises. Ja para a analise da estrutura genético-populacional foi utilizado o
programa BAPS 5.3.1 (Corander e Tang, 2007; Corander et al., 2008) utilizando a
analise mixture, que estima as possiveis popula¢des dentro da espécie.
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Tabela 2. Resumo dos parametros utilizados em cada andlise de Polytmus.

Polytmus *BEAST MrBayes EBSP

Marcador ND2, ACO e FIB7 ND2 e FIB7 ND2 e ACO

Modelo de Evolucéo (TNG) (HKY) (HKY) (HKY) (HKY) (TNG) (HKY)

Iteracdes 80.000.000 80.000.000 80.000.000

Burnin 30.000 10.000 -

Espécies Género  Polytmus e Género Polytmus e Polytmus theresiae
Chrysolampis mosquitus  Chrysolampis

mosquitus

Analise Tempo de coalescéncia Relacao filogenética do Mudanga no tamanho
entre as espécies do género efetivo ao longo do
género tempo

Tabela 3. Resumo dos parametros utilizados em cada analise de Tachyphonus.

Tachyphonus *BEAST EBSP BEAST

Marcador ND2 e ACO ND2 e ACO ND2

Modelo de Evolucao (TNG) (HKY+I) (TNG) (HKY+I) (TNG+I)

Iteracdes 80.000.000 80.000.000 50.000.000

Burnin 10.000 - 3.000

Espécies T. phoenicius T. phoenicius T. phoenicius, T. rufus

e T. coronatus

Analise Tempo de coalescéncia Mudanca no tamanho Tempo de
entre linhagens Norte e efetivo ao longo do coalescéncia entre as
Sul tempo espécies

Morfologia

Foram analisados 82 individuos taxidermizados de T. phoenicius e 51 de P.
theresiae depositados na colecdo de aves do INPA. Para T. phoenicius, nove itens
foram analisados e medidos com um paquimetro digital: comprimento da asa (corda
da asa), comprimento da cauda, cimen, cimen exposto, altura e abertura do bico,
comprimento do tarso, esses ultimos em milimetros, o peso em grama e coloracdo
da plumagem do encontro da asa (caracteristica da espécie entre vermelho e
amarelo). Para P. theresiae, cinco itens foram analisados e medidos: comprimento
da asa (corda da asa), comprimento da cauda, cimen exposto, abertura do bico e o
peso.

Para as analises de componentes principais (ACP) foi utilizado o programa
estatistico Primer 6.0 (Clarke & Gorley, 2006) e foram considerados somente
individuos adultos. Na maioria dos casos, a faixa etaria foi determinada pela
ossificagao do cranio (95% a 100%), complementada pela avaliagdo da plumagem.
Para permitir uma escala de medida comum, os dados morfométricos foram

normalizados antes de realizar a analise ACP. Cada analise foi feita separadamente
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pelo sexo em T. phoenicius e com todos os individuos em P. theresiae, este ultimo
por falta de uma amostragem que permitisse tal separacdo, visto que a amostra
continha mais individuos machos. Foram entéo trés analises, uma com os machos
de T. phoenicius, uma com as fémeas de T. phoenicius e uma com todos 0s

individuos de P. theresiae.

RESULTADOS

Rede de Haplétipos — O mapa de amostragem foi dividido e colorido por
regibes para melhor visualizacdo das redes de haplétipos (Fig. 6) sendo que a
analise das sequéncias de ND2 para T. phoenicius resultou em duas redes distintas
(Fig. 7a e 7b) evidenciando duas linhagens diferentes separadas pelo rio Solimdes-
Amazonas. Nao houve compartilhamento de haplétipos entre amostras de margens
opostas deste rio, formando as que chamamos aqui de linhagem do Norte e
linhagem do Sul.

Em relacdo a linhagem do Sul, vemos uma quantidade maior de haplétipos
guando comparada com a do Norte, 23 no total. Aqui também conseguimos observar
uma moderada separacdo em relacdo aos interfllvios, pois a maioria dos haplétipos
esta distante apenas por um passo mutacional. Os mais distantes sao da localidade
Itaituba (coletados a margem direita do rio Tapajés). Em relacdo a linhagem do
Norte, foram observados 12 haplétipos, sendo 4 exclusivos do interflivio Negro-
Branco (Araca). As duas linhagens estdo separadas por 13 passos mutacionais. Ja a
rede de haplétipos de ACO para T. phoenicius (Fig. 8) apresentou uma separacao
Norte e Sul ndo tdo evidente quando a de ND2.

P. theresiae ndo apresentou estruturacao populacional de acordo com a rede
de hapldtipos para os dois marcadores (Fig. 9 e 10). A rede de ND2 possui
claramente um formato de estrela (star like) considerado como indicativo de

expansao populacional (Fig. 9).
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Figura 6. Regides de amostragem de T. phoenicius (circulos) e P. theresiae (triangulos), as cores das
localidades sdo as mesmas usadas na rede de haplétipos. VI-Virua, UA-Uatuma, OB-Obidos, OR-
Oriximina, JT-Jatapu, JA-Jau, AR-Aracé, MT-Matupiri, HU-Humait4, BO-Boca do Acre, GJ-Guajara,
AM-FLONA Amané, AP-Apui, MN-Manicoré, MA-Machadinho, IT-ltaituba, SE-Serra do Cachimbo,

MJ-llha de Marajo6.
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(b)

Figura 7. Rede de haplétipos de ND2 da linhagem do Norte (a) e do Sul (b) da espécie T. phoenicius.
Localidades: VI- Virua, UA-Uatuma, OB-Obidos, OR-Oriximina, JT-Jatapl, JA-Jad, AR-Araca, IT-
Itaituba, BO- Boca do Acre, MT-Matupiri, GJ-Guajara, AP-Apui, MA-Machadinho, AM-Amana, SE-
Serra do Cachimbo. O tamanho do circulo esta relacionado a quantidade de individuos que
apresentaram o mesmo haplétipo. Circulos brancos sédo haplétipos ndo amostrados.
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Figura 8. Rede de haplétipos de ACO da espécie T. phoenicius. Localidades: IT-ltaituba, BO- Boca
do Acre, MT-Matupiri, GJ-Guajara, AP-Apui, MA-Machadinho, AM-Amana, SE-Serra do Cachimbo. O

tamanho do circulo esta relacionado a quantidade de individuos que apresentaram 0 mesmo
haplétipo. Circulos brancos séo haplétipos ndo amostrados.

Figura 9. Rede de haplétipos de ND2 da espécie P. theresiae.
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Figura 10. Rede de haplétipos de ACO da espécie P. theresiae. Localidades para todas as redes
desta espécie: VI- Virua, UA-Uatumd, OR-Oriximina, JT-Jatapu, JA-Jau, AR-Araca, IT-ltaituba, GJ-
Guajara, MA-Machadinho, MN-Manicoré, HU-Humaita, MJ-llha de Maraj6. O tamanho do circulo esta
relacionado a quantidade de individuos que apresentaram o mesmo haplétipo. Circulos brancos séo
hapl6tipos ndo amostrados.

Demografia Historica - Nas analises de estatisticas sumarias realizadas no
software DNAsp utilizando as sequéncias do marcador mitocondrial (ND2), T.
phoenicius ndo apresentou sinal de expansdo populacional quando todas as
amostras foram analisadas juntas. Quando separamos as analises em Norte e Sul, a
linhagem do Sul apresentou sinal de expanséo, talvez por apresentar muitos
haplétipos novos e Unicos. Ja a linhagem do Norte ndo apresentou expansao
populacional. A anédlise do marcador nuclear (ACO) para todas as amostras de T.
phoenicius indicou expansao significativa para D de Tajima e Fs de Fu, ver (Tabela 4
e 5).

Nas analises de P. theresiae incluindo todos os individuos, os trés testes
apresentaram expansao populacional significativa para ND2, ja para ACO nao houve
sinal de expansado significativo, talvez devido a variabilidade muito baixa desse
marcador (Tabela 6).

Os resultados do EBSP mostraram expansdo populacional para as duas
espécies estudadas. No caso de T. phoenicius, uma evidente expansao aconteceu

ha ~200 mil anos e em P. theresiae a expansédo parece acontecer ha ~40 mil anos.
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Quando analisadas separadamente, as duas linhagens (Norte e Sul) também

mostram uma expansao evidente, o Norte com expansao mais recente que o Sul

(Fig. 11).

Tabela 4. Resultado da analise de demografia populacional de T.phoenicius para os dois

marcadores moleculares separadamente.

Tachyphonus phoenicius ND2 P ACO P
D de Tajima 0,01242 0,5788 -1,5337 0,034*
Fs de Fu -3,654 0,1918 -11,763 0,0010*
R2 0,095 0,5699 0,0442 0,1059
Haplétipos 35 - 22 -
Sitios variaveis 61 - 21 -
Div. Haplotipica 0,922 - 0,832 -
Div. Nucleotidica 0,0118 - 0,0031 -

* P<0,05 e para Fs de Fu P<0,02

Tabela 5. Resultado da andlise de demografia populacional de T.phoenicius para as

linhagens Norte e Sul indicadas pelo ND2.

Tachyphonus phoenicius Norte P Sul P
D de Tajima -0,9438 0,1908 -1,7656 0,021*
Fs de Fu -3,2433 0,0705 -13,6689 0*
R2 0,0711 0,1721 0,0499 0,0078*
Haplétipos 12 - 23 -
Sitios variaveis 14 - 33 -
Div. Haplotipica 0,77 - 0,964 -
Div. Nucleotidica 0,00209 - 0,00369 -

* P<0,05 e para Fs de Fu P<0,02.

Tabela 6. Resultado da andlise de demografia populacional de P. theresiae para os dois

marcadores moleculares separadamente.

Polytmus theresiae ND2 P ACO P
D de Tajima -2,22579 0* -0,83152 0,2330
Fs de Fu -13,404 0* -0,326 0,4777
R2 0,0334 0* 0,0672 0,2769
Haplétipos 12 - 7 -
Sitios variaveis 11 - 8 -
Div. Haplotipica 0,432 - 0,0510 -
Div. Nucleotidica 0,00051 - 0,00170 -

* P<0,05 e para Fs de Fu P<0,02.
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Figura 11. Graficos de EBSP para as espécies T. phoenicius e P. theresiae. Ngu: Tamanho
populacional efetivo em escala logaritima. Ma: Milhdes de anos atras.

Filogenia e Datacao - As analises filogenéticas do género Polytmus, indicam
que a espécie P. milleri é irm& de P. theresiae (Fig. 12), sendo que P. milleri € uma
espécie endémica da regido dos Tepuis (escudo das Guianas).

A datacao da separacdo desses dois clados (P. theresiae e P. milleri) ainda
nao tinha sido feita por analise de coalescéncia usando varios individuos de cada
espécie. Sendo entdo uma andlise importante para melhor entender como foi a
dindmica de diversificacdo dos mesmos. Como resultado do *BEAST, o tempo de
separacdo de P. theresiae e P. milleri foi ha aproximadamente 2,5 Ma (intervalo de

3,38 - 2,20 Ma) equivalente ao final do Plioceno (Fig. 13).
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Figura 12. Arvore filogenética por Inferéncia Bayesiana do género Polytmus utilizando ND2 e FIB7
(MrBayes).
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Figura 13. Arvore filogenética datada do género Polytmus, utilizando ND2, ACO e FIB7 (*BEAST).
Chrysolampis mosquitus como outgroup. Os nimeros dos nés sao a probabilidade posterior (max=1).
Barras: intervalo de confian¢a da datacao.

A andlise filogenética das espécies T. phoenicius, T. rufus e T. coronatus,
baseada nas sequéncias do gene ND2 resultou em um cronograma (Fig. 14)
datando em cerca de 11 Ma (médio Mioceno) a separacdo entre T.phoenicius e 0
clado formado por T. rufus e T. coronatus. A data para a separagcdo entre 0s
individuos das duas linhagens (Norte e Sul) de T. phoenicius foi aproximadamente
1,4 Ma (Pleistoceno). Quando a datacao foi feita utilizando uma abordagem de
arvore de espécies (*BEAST) e os marcadores ND2 e ACO juntos, a idade de

separacao entre as duas linhagens caiu para ~250 mil anos (0,4747 — 0,1262 Ma).
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Figura 14. Arvore filogenética datada por Inferéncia Bayesiana do clado de T. phoenicius, T. rufus e
T. coronatus, utilizando ND2 (BEAST). NUmero nos nds é a probabilidade posterior (max=1). Intervalo
de confian¢a da datacdo entre parénteses.

Estrutura Populacional - As analises de mixture do BAPS foram feitas para as
duas espécies, sendo que para T. phoenicius foram feitas separando as linhagens
Norte e Sul. Nos graficos, cada cor representa uma possivel populacédo, a linhagem
do Norte para ND2 (Fig. 15) apresentou quatro possiveis populacdes, mas com
pouca correspondéncia geografica. Apenas a localidade do interflivio Negro-Branco
parece apresentar uma populagédo exclusiva, representada pela cor azul. Essa
diferenciacdo da regido do Araca, localizada no interflivio Branco-Negro, também
esta aparente na rede de haplotipos (Fig. 7a).

Nesta analise, a linhagem do Sul (Fig. 16) apresentou apenas trés possiveis
populacdes, sendo que a localidade de Itaituba (ITA) apresentou um agrupamento

exclusivo (azul), talvez por estar a margem direita do rio Tapajés, o que também foi
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destaque na rede de haplétipos, possuindo mais passos mutacionais que os outros
(Figura 7b).

A anadlise de mixture para Polytmus usando ND2 nos mostrou uma grande
uniformidade em toda a populacéo, exceto para as localidades de Virua e Araca que
parecem compartilhar informacdo de uma populacdo distinta da outra que é bem

distribuida e uniforme (Fig. 17).
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Figura 15. Gréfico da andlise Mixture do BAPS de ND2 para a linhagem
Norte de T. phoenicius. Cada barra: um individuo. Barras negras: limite
da localidade. Letras na vertical: localidades.
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Figura 16. Grafico da analise Mixture do BAPS de ND2 para a linhagem
Sul de T. phoenicius. Cada barra: um individuo. Barras negras: limite da
localidade. Letras na vertical: localidades.
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Figura 17. Grafico da analise Mixture do BAPS de ND2 para a
espécie Polytmus theresiae. Cada barra: um individuo.
Barras negras: limite da localidade. Letras na vertical: localidades.

Morfologia - As analises de PCA para os individuos machos de T. phoenicius
indicaram uma tendéncia em separar dois grupos, um ao Norte e outro ao Sul do rio
Solimdes-Amazonas (Fig. 18A) onde os dois grupos podem ser visualizados nos
agrupamentos dos pontos do gréafico (Azul ao Norte do rio e o Verde ao Sul), mas
para as fémeas nédo foi possivel visualizar a completa separacéo (Fig. 18B). Para P.
theresiae nado foi possivel observar uma separacdo em grupos, ficando assim, um
unico e homogénio grupo (Fig. 18C).

O resultado da analise de coloracdo do encontro da asa em T. phoenicius
também nos mostra uma tendéncia em separar Norte e Sul do rio Solimbes-
Amazonas, onde podemos observar na (Fig. 19) a concentracdo da cor vermelha
para os individuos do Norte e da cor amarela para os individuos do Sul. A separagao
nao € completa devido a individuos apresentarem uma cor intermediaria (laranja)

gue aparece nas duas regides, tanto ao Norte quanto ao Sul (Fig. 20).
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Figura 18. Resultado das analises de PCA para as duas espécies. Cada grafico corresponde a uma
analise diferente. NRA: Norte do rio Solimdes-Amazonas e SRA: Sul do rio Solimdes-Amazonas.
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Figura 19. Distribui¢éo das cores do encontro da asa dos individuos machos de T. phoenicius. A cor
de cada circulo (vermelho, laranja e amarelo) refere-se a cor do encontro, e o tamanho é proporcional
ao numero de individuos (indicado em cada circulo); circulos menores representam um individuo.
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Figura 20. Alguns individuos machos de T. phoenicius que foram analisados para a cor do encontro
da asa. A: Uatuma (vermelho), B: Apui (amarelo), C: Apui (amarelo), D: Apui (laranja) e E: Araca
(laranja).

DISCUSSAO

Analisando o formato da rede de haplotipos de T. phoenicius, divididas em
duas linhagens, na linhagem do Norte vemos que o rio Branco age como uma
barreira para as populacbes de Virua e Araca, mas ndo completamente, ja que
temos o compartilhamento de um haplétipo com os individuos das duas margens. Ja
0s representantes do Jau estdo compartilhando haplétipos com todos do grupo do
Norte, com excecdo do Aracad. Este mesmo formato de rede foi encontrado no
estudo com Elaenia ruficeps (Ritter et al., dados nao publicados) e resultado
parecido também foi encontrado para Xenopipo atronitens (Capurucho et al., 2013),
mas este Ultimo ndo apresentou a completa separacédo Norte e Sul da populacéo.

Resultado este que possivelmente € explicado pela maior permeabilidade do
rio Negro em relacdo ao Branco, onde no Negro encontramos o igapd e no Branco
encontramos varzeas (Oliveira et al., 2001). O igap6 parece ser mais permedavel para
T. phoenicius do que a varzea, também constatado para X. atronitens (Capurucho et
al., 2013). Vale chamar a atencédo para a distribuicdo da diversidade haplotipica do
Norte, dos 12 haplétipos encontrados 4 sdo exclusivos da regido do Araca (margem
direita do rio Braco), sendo que na analise do BAPS esta mesma regido parece se
diferenciar. Perto desta regido, localiza-se uma regido com lagos, o Morro dos Seis
Lagos, um deles, o Lago Pata, ja foi alvo de alguns estudos para a analise da
dindmica florestal durante as variacdes climaticas do Pleistoceno. Até entdo, alguns
estudos mostravam uma floresta continua durante o Pleistoceno nesta regido
(Colinvaux, et al., 1996; Bush et al., 2004). Mas através de andlise palinoldgica e

estratrigrafica conjunta, (D’Apdlito et al., 2013) demonstraram que ocorreu sim uma
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mudanca de cobertura da floresta durante periodos mais secos no final do Médio
Pleniglacial e do LGM (Ultimo Maximo Glacial). Esse resultado suporta a teoria dos
Refugios de Haffer, mesmo que em escala regional.

Temos entdo ao Norte uma situacdo de favorecimento da expanséo das
campinas, o0 que possivelmente pode ter ajudado no aparecimento de novos
haplotipos nesta regido, resultado parecido com o encontrado para E. ruficeps (Ritter
et al., dados n&o publicados).

A relacéo filogenética para o clado de T. phoenicius, T. rufus e T. coronatus,
foi a mesma encontrada pelos autores (Burns e Racicot, 2009; Burns et al., 2014), a
espécie T. phoenicius se originou ha ~11 Ma vindo a se diversificar nas linhagens
norte e sul ha cerca de 1,4 Ma, de acordo com a andlise apenas de ND2, visto que
guando analisados ND2 e ACO juntos, a separacao Norte e Sul T. phoenicius venha
para um tempo mais recente (~250 mil, intervalo de 0,4747 - 0,1262 Ma) idade esta,
também apresentada nos graficos de EBSP, indicando uma expanséo relativamente
recente para a espécie.

Diferentemente de T. phoenicius, P. theresiae ndo apresentou estruturacdo na
rede de haplétipos, nas andlises de mixture do BAPS a uniformidade da espécie foi
muito evidente com excecdo novamente do Aracd e agora também do Virua, que
parecem comecar a se diferenciar do resto da populacdo. A espécie parece nao
apresentar nenhum tipo de separacéo geogréfica evidente, o que nos faz pensar que
a ela possa ter uma grande capacidade de dispersdo e com isso, maior fluxo génico
em comparagdo com T. phoenicius. A espécie P. theresiae apresentou expansao
populacional mais recente (~40 mil anos) do que T. phoenicius, revelando uma
historia diferente para as duas espécies que hoje ocupam 0os mesmos ambientes.

P. theresiae é irma de P.milleri e esta relagdo, entre espécies das planicies
amazobnicas e dos Tepuis, ja tinha sido observada por Oren (1981) e também em
Xenopipo atronitens que é irmédo de X. uniformis (dos Tepuis) (Capurucho et al.,
2013). O tempo de separagcdo de P. theresiae e P. milleri foi ha aproximadamente
2,5 Ma (intervalo entre 2,20 e 3,38 Ma) datando no final do Plioceno, sendo entéo
mais recente do que a idade encontrada para Xenopipo atronites (6,46 a 10,38 Ma).
Esta diferenca provavelmente atribui-se a fatores comportamentais da prépria
espécie e também devido ao conjunto de marcadores utilizados na datacdo, sendo
gue para X. atronitens foi utilizado apenas um gene mitocondrial, sendo que a

analise do presente trabalho utilizou um gene mitocondrial e dois introns, menos
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variaveis que o mitocondrial, levando a uma estimativa de divergéncia diferente. Em
um recente estudo feito por (McGuire et al., 2014, in press), propuseram uma
filogenia (utilizando seis genes) incluindo as trés espécies de Polytmus e o tempo de
separacao entre elas, sendo que segundo essa analise P. theresiae se separa de P.
milleri h& cerca de 3,5 Ma (4,5 — 2,5 Ma) que se aproxima do resultado obtido na
presente analise.

Quando relacionamos a idade de separacdo dessas duas espécies (P.
theresiae e milleri) com os eventos histdricos que aconteceram entre as duas
regides que habitam, vemos que o0 evento que as separou possui uma idade
relativamente compativel. O evento em questéo € a separacédo altitudinal dos Tepuis
das terras baixas da Amazonia. Os Tepuis possuem origem Pré-Cambrina,
chamados de Pantepuis (McConnell e Williams, 1970; Huber, 1987), mas que
atingiram sua forma atual mais recentemente na historia devido a eroséo que durou
cerca de ~70 Ma (Bricefio & Schubert, 1990; Bricefio, Schubert & Paolini, 1990)
atingindo seu apice entre o Mioceno e Plioceno (Gansser, 1954). O ancestral de P.
theresiae e P. milleri pode ter habitado essas areas, que ndo eram separadas por
mudancas altitudinais téo bruscas até o periodo do Mioceno, favorecendo entdo uma
especiacdo alopatrica. Quando comparamos a filogenia de X. atronitens - X.
uniformis e P. theresiae - P. milleri vemos que possuem espécies irmds no mesmo
ambiente mas que se separaram em tempos distintos, uma caso de
pseudocongruéncia (Donoghue & Moore, 2003). Deve-se levar em conta também,
em relacdo a comparacao entre o tempo de divergéncia entre essas espécies, que
esta diferenca de idade na separacdo pode ser devido, além dos motivos citados
anteriormente, ao tempo que espécies diferentes podem responder a uma barreira.

A resposta a uma barreira pode ser reflexo do comportamento da espécie
(Burney & Brumfield, 2009), como a grande homogeneidade de P. theresiae que
parece ter mais vagilidade. A espécie que pode utilizar mais ambientes fica menos
presa a uma determinada regido e pode assim responder melhor a possiveis
alteracbes ambientais e consequentemente demorara mais a responder a uma
barreira, que neste caso, parece ndo haver para P. theresiae. Diferente de T.
phoenicius que parece ter menos vagilidade que P. theresiae, e sendo mais
especialista ao ambiente, respondera mais rapidamente as mudangas ambientais.

A resposta a uma barreira, mostrada em T. phoenicius, separando (Norte e

Sul do rio Solimdes-Amazonas) nos faz pensar em se tratar de espécies cripticas,
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onde apenas a analise genética pode as diferenciar. Levando em consideracdo as
analises morfoldgicas das cores do encontro da asa da espécie, uma tendéncia na
coloracdo pbOde ser observada, também separando Norte e Sul (vermelho e
amarelo), mas pelo fato de observarmos um fenoétipo intermediario (laranja)
encontrado nas duas linhagens, ndo a faz um carater diagnostico fenotipico
diferenciando as duas linhagens. O fato é que a andlise das cores foi feita pela
prépria percepcao da M.V.M., necessitando claro, de uma andlise com um grau de
refinamento maior.

Para explicar a separacdo de T. phoenicius em linhagens Norte e Sul, a
primeira coisa que nos vem a cabeca € a imensa barreira que poderia ter separado
as duas: o rio Solimées-Amazonas. Mas a idade de término de formacéo do rio é
muito mais antiga, datando ha ~2,5 Ma (Nogueira et al., 2013), que a data de
separacdo Norte e Sul das duas linhagens, que é de 250mil anos (0,4747 — 0,1262
Ma), a discussao por tras desta separacéo ainda permanece aberta.

Quando comparamos o0s resultados das duas espécies, vemos que
possuimos separacao geografica de um lado (T. phoenicius) e nenhuma separacao
geografica do outro (P. theresiae). Mas elas possuem alguns fatos em comum, como
as populacdes Unicas do extremo norte da Amazoénia (interflvio Negro-Branco) e as
duas mostram expansdo populacional, em tempos diferentes, mas mostram
expansdo. Isso nos faz pensar que algum fator pode ter desencadeado essas
expansdes, como por exemplo, as mudancas climaticas do Pleistoceno que podem
ter afetado os ambientes de campinas, literalmente expandindo-os, com a maior
disponibilizacdo de solos arenosos; ou afetado a densidade da floresta, deixando-a
menos densa e consequentemente facilitando a conectividade entre os ambientes

de campinas.
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6. Conclusao

A partir das analises filogenéticas pudemos verificar a relagdo entre as trés
espécies do género Polytmus e a relacéo de P. theresiae com sua irma P. milleri dos
Tepuis, sendo esta parecida com a relacdo de X. atronitens e X. uniformis. 1sso nos
mostra um relacionamento maior das espécies de campinas amazbnicas com as
espécies dos Tepuis, do que com outras espécies da Amazodnia, ou seja, as
espécies irmés das de campinas ocupam ambientes extra amazénicos. Embora P.
theresiae apresentou uma grande uniformidade genética e morfoldgica, T.
phoenicius foi diferente, pois se separou geneticamente em duas regides
geograficas (Norte e Sul do rio Solimdes-Amazonas) e quase se separou pela
analise morfologica, revelando seu estado criptico.

Uma caracteristica comum entre as duas espécies foi a expansao
populacional recente, o que pode ser reflexo da maior disponibilidade de ambientes
para elas durante os ciclos glaciais ou a maior permeabilidade das florestas, levando
a uma maior conectividade entre as campinas, o que suporta a indicacdo de que
houve expansdo dos ambientes abertos durante o Quaternario. Portanto, 0s
processos que atuaram historicamente nas duas espécies ndo foram 0os mesmos,
mas parecem responder aos mesmos processos que mantém a diversidade nos
ambientes abertos da Amazonia, como as mudancas climaticas do Pleistoceno em

gue permitiu a expansao populacional nas duas espécies.
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APENDICE - Material Suplementar: Amostras, vouchers e acessos (GenBank) de
todas as espécies utilizadas no presente estudo.
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Identicacéo Localidade” Espécie Sexo Colegéo Tipo Marcador
A0985 Parque Tachyphonus M INPA Tecido ND2/ACO
Nacional do phoenicius
Virua (RR)
A1010 Parque Tachyphonus M INPA Tecido ND2/ACO
Nacional do phoenicius
Virua (RR)
A3213 Araca (AM) Tachyphonus F INPA Tecido ND2/ACO
phoenicius
A3244 Araca (AM) Tachyphonus F INPA Tecido ND2
phoenicius
A3360 Parque Tachyphonus F INPA Tecido ND2/ACO
Nacional do phoenicius
Jau (AM)
A3383 Parque Tachyphonus M INPA Tecido ND2/ACO
Nacional do phoenicius
Jaua (AM)
A3427 RDS Uatuma Tachyphonus F INPA Tecido ND2/ACO
(AM) phoenicius
A3433 RDS Uatuma Tachyphonus F INPA Tecido ND2/ACO
(AM) phoenicius
A4663 Jatapu (AM) Tachyphonus F INPA Tecido ND2/ACO
phoenicius
A4665 Jatapu (AM) Tachyphonus M INPA Tecido ND2/ACO
phoenicius
A1809 Parque Tachyphonus M INPA Tecido ND2/ACO
Nacional do phoenicius
Virua (RR)
A1810 Parque Tachyphonus M INPA Tecido ND2/ACO
Nacional do phoenicius
Virua (RR)
A1817 Parque Tachyphonus F INPA Tecido ND2/ACO
Nacional do phoenicius
Virua (RR)
A6703 Parque Tachyphonus F INPA Tecido ND2/ACO
Nacional do phoenicius
Virua (RR)
A6723 Parque Tachyphonus F INPA Tecido ND2/ACO
Nacional do phoenicius
Virua (RR)
A6724 Parque Tachyphonus M INPA Tecido ND2/ACO
Nacional do phoenicius
Virua (RR)
A6774 Parque Tachyphonus M INPA Tecido ND2/ACO
Nacional do phoenicius
Virua (RR)
A6808 Parque Tachyphonus F INPA Tecido ND2/ACO
Nacional do phoenicius
Virua (RR)
A3214 Araca (AM) Tachyphonus M INPA Tecido ND2/ACO
phoenicius
A3229 Araca (AM) Tachyphonus F INPA Tecido ND2/ACO
phoenicius
A3235 Araca (AM) Tachyphonus M INPA Tecido ND2/ACO
phoenicius
A3238 Araca (AM) Tachyphonus M INPA Tecido ND2/ACO
phoenicius
A3241 Araca (AM) Tachyphonus M INPA Tecido ND2/ACO
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A3243

A3249

A3252

A3302

A3304

A3434

A3439

A3445

A3457

A3460

A3470

A4667

A4678

A3349

A3359

A3384

A3395

A3409

A2465

A2480

A2482

A4035

A4036

A4039

A4057

A4058

A4170

Araca (AM)
Araca (AM)
Araca (AM)

RDS Uatuma
(AM)
RDS Uatuma
(AM)
RDS Uatuméa
(AM)
RDS Uatuméa
(AM)
RDS Uatuma
(AM)
RDS Uatuma
(AM)
RDS Uatuméa
(AM)
RDS Uatuméa
(AM)
Jatapu (AM)

Jatapu (AM)

Parque
Nacional do
Jaua (AM)
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Nacional do
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Nacional do
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Parque
Nacional do
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Nacional do
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Apui (AM)
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phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
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A4172

A4523

A4526

A4527

A4741

A4744

65159

66766

66765

66764

66763

66762

66767

66768

66769

71281

71282

71283

71284

71285

71286

71287

71288

71289

71290

71291

71292

73172

73171

74084

Apui (AM)

Boca do Acre
(AM)
Boca do Acre
(AM)
Boca do Acre
(AM)
Boca do Acre
(AM)
Boca do Acre
(AM)
FLONA Amana
(PA)
Obidos (PA)

Obidos (PA)
Obidos (PA)
Obidos (PA)
Obidos (PA)
Obidos (PA)
Obidos (PA)
Obidos (PA)

Machadinho
D'Oeste (RO)
Machadinho
D'Oeste (RO)
Machadinho
D'Oeste (RO)
Machadinho
D'Oeste (RO)
Machadinho
D'Oeste (RO)
Machadinho
D'Oeste (RO)
Machadinho
D'Oeste (RO)
Machadinho
D'Oeste (RO)
Machadinho
D'Oeste (RO)
Machadinho
D'Oeste (RO)
Machadinho
D'Oeste (RO)
Machadinho
D'Oeste (RO)
Oriximina (PA)

Oriximina (PA)

Serra do
Cachimbo (PA)

Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius
Tachyphonus
phoenicius

T < < <

T

< £ 2 £ Z

= £ £ L

INPA

INPA

INPA

INPA

INPA

INPA

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

MPEG

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO

ND2/ACO




57

10541

10551

A10610
A10612
A10613
A10614
A10615

A2982
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A6843
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476° - Polytmus - AMNH®  Seq ND2/FIB
milleri

EU042585 = Polytmus - GenBank  Seq ND2
guainumbi

EU042420 - Polytmus - GenBank  Seq FIE
guainumbi

EU983396 - Chrysolampis - GenBank  Seq ND2
mosquitus

EU042376 - Chrysolampis - GenBank  Seq FIB
mosquitus

" Localidade de referéncia; ° Identificacdo que veio junto com a sequéncia; ° American Museum of Natural

History-NY.



