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SINOPSE:

A analise do gene mitocondrial citocromo b revelou um novo padrao de variacéo
geografica para Hemitriccus minor (Aves: Tyrannidae) na Bacia do rio Madeira. Todas as
analises mostraram ao menos trés populacdes estruturadas geneticamente na regido. Esses
dados indicaram a presenca de duas espécies diferenciadas ao oeste do rio Madeira, onde
era descrita apenas uma espécie, e também endemismo delimitado pelos pequenos rios do

interflivio Madeira e Tapajos.
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REsuMO

Estudos de biogeografia de aves amazonicas ja revelaram distribuicdes
geograficas delimitadas pelos grandes rios. Mas, até que ponto essa variacdo geografica
estd bem descrita? Neste estudo, analisei, com base em dados moleculares, a variacdo
geografica de Hemitriccus minor na bacia do rio Madeira. Com os resultados das analises
de maxima parcimdnia, maxima verossimilhanca, AMOVA e analise filogeogréafica de
clados inseridos, com 642 pares de bases de DNA mitocondrial citocromo b, confirmei um
novo padrado na distribuicao desse complexo de espécies. As analises indicaram que H.
minor ndo é uma espécie monofilética; é parafilética, o clado completo inclui H. spodiops.
Ao contrario da classificacdo atual, H. minor contem duas populacdes distintas a oeste do
rio Madeira; uma, H. m. pallens, é a espécie irma de H. spodiops e ocorre somente em
floresta de igapd, principalmente a oeste dos rios Purus e Negro; a outra, ainda sem nome,
ocorre no interior de floresta de terra firme e igap6 em uma parte do interflivio Madeira-
Purus e é mais aparentada as populacdes de H. minor a leste do rio Madeira. Entre as
populacdes a leste do rio Madeira a situacdo € menos clara, mas, as analises apontaram
para a existéncia de dois clados que sdo mais aparentados entre si e diferenciados do
restante de H. minor da margem direita do Madeira. Esses dois clados parecem estar
delimitados geograficamente por pequenos rios, mostrando um padrdo de variacao
geografica conhecida somente em primatas amazonicos. Pela analise de clados inseridos
um evento vicariante teria sido responsavel pela divergéncia genética encontrada entre
essas populacdes. Dados moleculares indicaram um novo padrdo na variacdo geogréafica
de H. minor e apontaram para a importancia de utilizar essas técnicas nos estudos de

biogeografia da Amazénia.
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ABSTRACT

Studies of the biogeography of Amazonian birds have revealed geographic
distributions delimited by large rivers. However, to what extent has this geographic
variation been well described? In this study, | analyzed molecular genetic geographic
variation in Hemitriccus minor in the Rio Madeira basin. Based on maximum parsimony,
maximum-likelihood, AMOVA, and nested clade analyses of a 642 bp-section of the
mitochondrial cytochrome b gene, | confirmed a new distributional pattern in this species
complex. Results indicated that H. minor is not a monophyletic species; it is paraphyletic,
the complete clade also including H. spodiops. In contrast to the current classification, H.
minor contains two distinct populations west of the Rio Madeira; one, H. m. pallens, is
sister to H. spodiops and occurs only in flooded forests, mostly west of the Purus and
Negro rivers; the other, as yet unnamed, occurs in the interior of upland and flooded
forests in part of the Madeira-Purus interfluve and is most closely related to the
populations of H. minor found east of the Madeira. The situation for the populations east
of the Madeira is not as clear; however, results indicate the presence of two small sister
clades differentiated from the remaining populations. These two appear to be delimited
geographically by small rivers, showing a geographic pattern previously described only in
Amazonian primates. Based on nested clade analysis, a vicariant event is probably
responsible for the genetic divergence encountered between these populations. Molecular
data, then, detected a new pattern of geographic variation in H. minor and reinforce the

importance of modern methods in the study of Amazonian biogeography.
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INTRODUCAO

Estudos sobre a distribuicdo geografica de aves tém tido um importante papel no
conhecimento da histéria evolutiva da bacia amazénica. Desde os primeiros pesquisadores
ja era observada a diferenca entre espécies em margens opostas dos grandes rios, nao
somente para aves, mas também para mamiferos e lagartos (Wallace 1853, Sick 1967,
Vanzolini et al. 1970). Buscando entender esse padrao de variacdo geogréafica e 0s
processos que levaram a diversificacao das espécies, varias hipoteses foram sendo
formuladas, entre elas: hipotese dos refugios pleistocénicos (Haffer 1969), gradientes
ecologicos (Endler 1977, 1982), hipotese dos rios como barreiras (Wallace 1853, Sick 1967,
Caparella 1988), arcos tecténicos (Silva & Patton 1993, 1998), ilhas (Nores 1999),
estocasticidade demogréafica (Cohn-Haft 2000). Entretanto, se os padrdes de distribuicéo e
variacdo geografica ainda necessitarem de melhor descricao, pode estar cedo para tentar

avaliar essas diferentes hipoteses.

Os padrdes descritos para a avifauna, além de levar a formulacdo de hipoteses
evolutivas, estimularam estudos biogeograficos com outros grupos de animais: mamiferos
(Patton 1994, Silva & Oren 1996), anfibios (Lougheed et al. 1999), borboletas (Brown
1982), comunidades de plantas (Colinvaux 1987, Colinvaux et al. 2000) e em outras areas
do conhecimento como na palinologia e paleoclima. Os resultados obtidos com a
distribuicdo geogréafica de aves também serviram como base para a defini¢do de areas de
endemismo delimitadas pelos grandes rios (Cracraft 1985) que em geral sdo validas até

hoje.



As areas de endemismo sao regides definidas pela presenca de taxons que nao
ocorrem em nenhum outro lugar, geralmente séo delimitadas por barreiras fisiogeograficas
ou climéticas (Cracraft, 1985). Na Amaz0nia, 0s grandes rios sao os limites de distribuicao
de diversos organismos e separam as areas de endemismo, propondo um padréo de

distribui¢do ndo visto em nenhum outro lugar do mundo (Figura 1).

O padréo de delimitacdo de areas de endemismo por grandes rios amazonicos
também foi descrito para primatas (Wallace 1853, Ayres 1992, Roosmalen et al. 1998,
2000) mas, além dos grandes rios, trabalhos apontaram para uma complexidade maior na
diferenciacdo de primatas na regido entre os rios Madeira e Tapajos. Por exemplo, o saglii,
Callithrix humilis, uma nova espécie descrita por Roosmalen et al. (1998) s6 ocorre na
margem ocidental do Rio Aripuana (Figura 2), assim como, Callicebus bernhardi
(Roosmalen et al. 2000). As revisOes realizadas para esses dois géneros mostraram que rios
mais estreitos como, Sucunduri, Aripuand, Machado/Jiparang, também podem delimitar a
distribuicdo de taxons distintos, sugerindo a existéncia de varias areas de endemismo dentro

do que foi considerado por Cracraft (1985) como uma Unica area (Figura 2).

Casos de endemismos, possivelmente, delimitado por menores afluentes entre
0s rios Madeira e Tapajos, tém sido detectados em algumas espécies de aves, como
Rhegmatorhina hoffmannsi e R. berlepschi (Willis 1989) e Capito brunneipectus (Haffer
1997). Entretanto, isso nunca foi examinado em detalhe ou como caracteristica de um
padrdo geral. Trabalhos recentes (Bates 1999, Marks et al. 2002) e outros ainda néo

publicados (M. Cohn-Haft &. B. M. Whitney com. pess.), no entanto, mostraram mais



G86T WeloelD ap opeidepe)
sane ap oedInquiIsip ep iued eu sepeaseq elUQZBWY P SOII Sapurib sojad sepeliwijap OwWSIWApUS ap Seale sep sewnbjy -T einbi4




solede] o eliape|A soll sojad epeywiep (G86T ‘YrIdrID NSUSS) BIUQPUOY
owisIWwapua ap eaJe e ered 0119s3p (000Z ‘866T ‘I 18 UsJewsooy) Xyl|[eD 8 sngadljjed ap 0edingLisip ap oelped "z einbi4

ouonNdiy

INPUNONS



casos de delimitacdo de espécies de aves por pequenos rios nessa regido. Por exemplo, o
pica-pau ando Picumnus aurifrons (Picidae) tem seu limite oriental de distribuicéo na
margem esquerda do rio Aripuand e Picumnus borbae tem seu limite ocidental na margem
direita desse rio. Outros exemplos sdo o papa-formigas-cantador (Hypocnemis cantator:
Thamnophilidae), que tem voz diferente em margens opostas do Aripuana, fato que leva a
acreditar que séo taxons diferenciados, e também uma espécie nova de Herpsilochmus
(Thamnophilidae) que aparentemente s6 ocorre entre 0 Rio Aripuand e o rio

Machado/Jiparana (Cohn-Haft, com pess.).

A maioria dos trabalhos que descrevia padroes de distribui¢do, ndo
necessariamente procurava por grupos monofiléticos (Wallace 1853; Sick 1967; Vanzolini
et al. 1970; Haffer 1969, 1997; Cracraft 1985; Endler 1977, 1982; Caparella 1988; Nores
1999). Mais recentemente, algumas pesquisas tém utilizado a filogenia para tentar entender
processos biogeograficos (Cracraft & Prum 1988, Prum 1988, Bates et al. 1998) e outras
estdo se baseando também em caracteres moleculares (Bates 1999; Cohn-Haft 2000; Aleixo
2002, 2004; Marks et al. 2002). A genética molecular tem revelado novos taxons e as
relacOes filogenéticas propostas entre esses tdxons tém auxiliado na compreensédo de sua
historia evolutiva (Li & Graur 1991, Page & Holmes 1998). Através da variacdo encontrada
entre seqiiéncias de DNA, principalmente DNA mitocondrial, podem ser detectados
padrdes biogeograficos (Avise 1986, 1987, 1989, 2000; Silva 1993) e ocorréncia de fluxo
génico entre populagdes. Essa técnica pode mostrar uma biodiversidade escondida, por

exemplo, encontrando variacdo entre populac6es que morfologicamente sédo semelhantes



(“espeécies cripticas” sensu Mayr 1977; Bates 1999, Cohn-Haft 2000, Aleixo 2002, 2004;

Marks et al. 2002).

Apesar de Aves ser um dos grupos melhor estudado, ainda h& poucos trabalhos
que utilizam caracteres moleculares para revelar variagdo geografica, e alguns desses
trabalhos também sugerem padrdes ainda mais complexos de endemismo no interflivio
Madeira-Tapajos. Por exemplo, Marks e colaboradores (2002) obtiveram uma filogenia
para as populagdes de Glyphorynchus spirurus (Dendrocolaptidae) a partir de dados de
seqliéncias de DNA mitocondrial (mtDNA). Os resultados mostraram que a area de
endemismo delimitada pelos rios Madeira e Tapajos (Figura 1) estaria dividida em
diferentes areas e que os niveis de divergéncia genética entre as popula¢cdes que ocorrem
nas margens opostas do rio Machado/Jiparana (Figura 2) que foram altos, poderia sugerir

também, um longo periodo de influéncia desse pequeno rio na distribuicdo desses arapagus.

O caso de Hemitriccus minor (Tyrannidae) também apontou para um padrao de
distribuicdo, mais complexo do que aquele descrito na literatura para a regido do Rio
Madeira. Em um estudo de filogeografia de varias espécies de tiranideos do género
Hemitriccus em toda a bacia Amazonica, usando sequéncias do gene mitocondrial
citocromo b (Cohn-Haft 2000), houve uma sugestdo de que os rios menores do interflivio
Madeira-Tapajos poderiam estar separando popula¢des distintas. No entanto, esta sugestdo
teve como base apenas dois espécimes e, além disso, esse estudo ndo teve como objetivo

identificar padrdes biogeograficos entre pequenos rios. Um nimero amostral maior na



regido, principalmente ao longo da margem direita do rio Madeira, seria necessario para

detectar mais precisamente a variacdo geografica dos passaros nessa area.

A classificacdo mais recente do género Hemitriccus (Traylor 1979), baseada em
dados morfolégicos reconhece subespécies distintas em lados opostos do rio Madeira: a
subespécie H. minor pallens em toda a Amazonia ocidental a esquerda do rio, e H. m.
snethlageae a direita, no interflivio Madeira-Tapajos. Cohn-Haft (2000) utilizando dados
moleculares, além de apontar para complexidade populacional na margem direita,
confirmou a diferenciacdo em lados opostos do Madeira (Figura 3). Nesse estudo também
foram detectadas duas populacGes distintas na margem esquerda do rio (11 e 13-17, Figura
3), com diferenciagdo genética alta: uma em floresta de igap6 (13-17) e a outra em terra
firme (11) e aparentemente, sem sobreposicao geografica (Cohn-Haft 2000). A falta de
diferenciacdo morfoldgica, tipica do género (Cohn-Haft 1996, 2000; Cohn-Haft et al. 1997)
mantinha escondida essa diversidade faltando ainda informag6es comportamentais,
ecoldgicas ou genéticas. Sem coletas em Nova Olinda, que é a localidade do tipo de H. m.
pallens, ndo estava certa a qual populagdo da margem esquerda do rio Madeira se referia o
nome H. m. pallens e nem poderia ser confirmada uma outra populacéo nessa mesma

margem que estava sem um nome.

Portanto, o objetivo do atual estudo foi descrever os padrfes geograficos de
variacdo genética de H. minor na bacia do rio Madeira. Usando seqtienciamento de DNA
mitocondrial de exemplares coletados em localidades-chave, tentei também responder

especificamente as seguintes perguntas:
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1. A distancia geografica corresponde a divergéncia genética encontrada nessas

populagdes?

2. Existem populacdes diferenciadas nos pequenos rios dentro do interflivio

Madeira-Tapajos?

3. Qual das duas populagfes ao oeste do rio Madeira representa o taxon H. m.

pallens e qual é novo?

Os resultados obtidos com esse estudo poderiam sugerir uma revisdo taxonémica
para o complexo H. minor e também confirmar um novo padréo variacdo geografica,

destacando a importancia de pequenos interflivios na distribuicao de aves da Amazonia.

MATERIAL E METODOS

TAXON DE ESTUDO

O género Hemitriccus (Passeriformes: Tyrannidae) contém aproximadamente vinte
espécies, todas endémicas da América do Sul (Traylor 1979) sendo a maioria delas
encontrada nos Andes e no Brasil (Ridgely & Tudor 1994). Essas espécies sdo
morfologicamente parecidas, principalmente quanto ao padrdo de plumagem e ao formato

do bico. Aparentemente, ndo possuem grande capacidade de dispersao, sdo territorialistas,



monogamicas, ndo migratdrias e limitadas, principalmente, ao interior de florestas primarias
(Cohn-Haft 2000). O comportamento é uniforme, alimentam-se de artrépodes, forrageando
em curtas distancias durante o voo, e possuem canto parecido com os de sapos e insetos
(série de notas curtas e agudas). Algumas espécies como H. flammulatus, H. josephine, H.
striaticollis e H. iohannis possuem distribuicdo disjunta dentro da Amazénia e outras, como
H. minor e H. zosterops tém ampla distribuicdo podendo ocorrer simpatricamente em

diferentes micro-habitats (Cohn-Haft 2000).

As subespécies amazoénicas do complexo Hemitriccus minor (H. m. minor/ H. m.
snethlageae/ H. m. pallens) possuem diferengas morfologicas sutis entre si com caracteres
diagnosticos pouco definidos, o que torna dificil a sua identificacdo (Cohn-Haft 1996). A
comparacdo entre o formato do bico e a narina (com caracteristicas presentes somente nesse
grupo = sinapomorfias) e também as similaridades vocais e morfoldgicas unem todas as
subespécies de H. minor com a espécie andina, H. spodiops, do mesmo sub-género
Snethlageae (Cohn-Haft 1996). Um estudo recente (Cohn-Haft 2000) mostrou que H. m.
pallens é tdo diferenciado geneticamente das demais popula¢des de H. minor quanto é a
espécie H. spodiops do mesmo grupo, sugerindo que H. minor compde um complexo de

espécies.

Os limites de distribuicdo descritos para o complexo de espécies H. minor
abrangem a maior parte da Amazonia (Figura 3), s6 faltam registros de H. minor no
nordeste da Amazonia entre os rios Branco e Amazonas, e entre 0s rios Tapajés e Xingu,

areas de aparente auséncia real e ndo de falta de amostragem. H. m. pallens tem sua
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distribuicéo restrita ao oeste dos rios Madeira e Negro. No interflivio Xingu-Tocantins esta
restrita a subespécie H. m. minor e no interflivio Madeira-Tapajos a subespécie H. m.
snethlageae. H. spodiops, espécie proxima a H. minor, ocorre nos Andes. Os primeiros
dados moleculares disponiveis para o0 complexo “minor”’mostraram a possivel influéncia dos
pequenos rios entre o interflivio Madeira-Tapajos e também uma nova populacao ao oeste

do Rio Madeira (Cohn-Haft 2000).

AREA DE ESTUDO

A area de estudo abrange, sobretudo, a bacia do rio Madeira que ocupa cerca de
vinte por cento da bacia Amazénica (Figura 4). O rio Madeira € uma das mais importantes
barreiras para a fauna e delimita duas grandes areas de endemismo: uma no interflivio
Solim&es-Madeira e outra no Madeira-Tapajos (Figura 1) (Cracraft 1985). Estudos recentes
apontaram também para endemismos dentro de areas delimitadas pelos pequenos rios do
interflivio Madeira_Tapajés (Roosmalen et al.1998, 2000) como o rio Aripuana e Jiparana
(=Machado) (Ferrari et al. 1999, Marks et al. 2002). Os primeiros dados publicados sobre o
Rio Madeira foram de Hellmayer (1910) e mostrava uma grande biodiversidade,
provavelmente, uma das maiores biodiversidades, e esse fato ocorre porque ha na regido,
exemplos de substituicdo geografica de espécies em lados opostos do rio, e também uma
complexidade de ambientes como: campinas, florestas de terra firme, buritizais, varzeas,
tabocais e também pelo contato entre biomas como Amazonia e Cerrado (Cohn-Haft et al.

2004).

11
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Algumas caracteristicas do Rio Madeira estéo relacionadas a sua complexidade de
formacao (tributarios nos Andes e no Escudo Brasileiro) e sua grande extenséo percorrendo
cerca de trés mil e trezentos quilémetros desde a nascente (em territorio boliviano) até a foz
(no rio Amazonas) (Goulding et al. 2003, Py Daniel et al. 2005). E um rio de &guas
barrentas (brancas), mas, os tributarios que tiveram origem no escudo Brasileiro apresentam
aguas claras, incluindo os maiores tributarios (Aripuana e Jiparand), além de outros rios

menores que tém &guas negras (Goulding et al. 2003, Py Daniel et al. 2005).

DESENHO AMOSTRAL

Os pontos de coleta foram, principalmente, em margens opostas do rio Madeira.
Na margem esquerda do rio, foi apontada a presenca de uma possivel populagéo (ainda
“sem nome”) de H. minor descoberta no trabalho de Cohn-Haft (2000). Para saber que
nome poderia ser dado a essa populacdo, um dos pontos de coleta foi na localidade do tipo
H. m. pallens , Nova Olinda (Figura 5). Somente com os resultados obtidos desses
individuos de Nova Olinda, poderiamos “nomear” as popula¢des ao oeste do rio Madeira.
Além dessa coleta, outros individuos foram amostrados nessa mesma margem do rio (Figura

5).

J& na margem a direita do Madeira havia a suspeita que os pequenos interflivios
poderiam estar separando esses passaros. Essa suspeita foi obtida pelo fato do grupo
H.m.snethlagea ndo ser monofilético e por dois dos seus antigos integrantes (individuos 9 e

10, Figura 3) ficarem separados dos demais (individuos 4-8, Figura 3), provavelmente pela

13
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influéncia dos pequenos rios. Esse dado nos levou a amostrar mais intensivamente os locais

préximos as coletas dos individuos nove e dez (Figura 5).

No total, foram analisados geneticamente, trinta e seis individuos sendo dezenove
coletados durante esse estudo e dezesseis ja coletados e sequienciados no trabalho anterior
de Cohn-Haft (2000). Trés desses ultimos individuos foram coletados no interflGvio Xingu-
Tocantins onde se situa a localidade do tipo H. m. minor (Figura 5) e um individuo
corresponde a H spodiops coletado na Bolivia. Foram utilizadas como grupo externo
seqliéncias de H. zosterops griseipectus e H. minimus (Cohn-Haft 2000) por serem espécies

mais proximas a H. minor e por terem sequiéncias de DNA mitocondrial ja obtidas.

COLETA DOS INDIVIDUOS

Os passaros foram detectados por seu canto que foi gravado e utilizado para atrair
os individuos. A gravacao do som foi feita usando um gravador Sony TCM -5000 com
microfone direcional Sennheiser ME-66 acoplado, gravando em fita cassete Maxell Studio
Tape MS-60 min. Esses dados serdo analisados em posteriores pesquisas de bioacustica. As
coletas foram realizadas a tiro de espingarda por Cohn-Haft e apenas um individuo foi
coletado em rede. As autorizac¢des para o0 uso de arma de fogo e para as coletas foram
concedidas pela Policia Federal e pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), respectivamente. Os individuos foram preparados

como pele para a Colecéo de Aves do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA)
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sendo anotados alguns dados; por exemplo: a coloracdo das partes nuas, o0 peso, as
caracteristicas sexuais, presenca e auséncia de mudas; para possiveis pesquisas

morfolégicas.

O tecido (musculo, coracéo e figado) foi retirado sendo mantido em nitrogénio
liquido (-200°C). Os procedimentos moleculares foram feitos no Laboratdrio Tematico de

Biologia Molecular do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia.

PROCEDIMENTOS PARA AS ANALISES MOLECULARES

A extracdo do DNA dos individuos de H. minor foi realizada a partir de tecido
muscular (0,2g aproximadamente) seguindo dois protocolos: um utilizando sal, cloreto de
sodio (NaCl) (Bruford et. al.1998) e outro via fenol-cloroférmio (Sambrook et al. 2000). A
extracdo via sal, usada nos primeiros sete individuos, apresentou degradagdo do DNA.
Apesar de conseguir usar os produtos dessa extracdo, resolvi adotar o segundo método para

as demais amostras, pois seus produtos foram mais facilmente amplificados e seqlienciados.

Ap0s cada etapa (extracdo, amplificacdo e purificacdo, ver a seguir) foi feita uma
eletroforese em gel de agarose 0,8% correndo por 40 minutos a 70W e 350mA. O gel foi
corado com Brometo de Etidio para visualizacdo do DNA em transluminador de luz UV
(Eagle Eye). Foi usado um marcador de peso molecular conhecido (50ng; 500-1100pb) para

que pudessem ser quantificados os produtos de cada reacéo.
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O gene mitocondrial citocromo b (cyt b) foi utilizado para detectar a variacao
genética de H. minor. Ha algumas vantagens no uso dos genes mitocondriais, como por
exemplo, a alta taxa evolutiva da maioria dos genes que é de 5 a 10 vezes maior do que em
genes nucleares (Futuyma 1997, Li 1997, Li & Graur, 1991), também séo de facil
manipulacdo, de origem materna, sdo hapléides, ndo apresentam recombinacéo, ha varias
copias do DNA mitocondrial por células (Wolstenholme 1992, Avise 2000). O gene cyt b
tem sido muito utilizado em estudos com aves amazonicas e em tiranideos (Cicero &
Johnson 2001; Aleixo 2002; Marks et al. 2002; Bates et al. 1999, 2004), mas, 0 objetivo
principal de usar esse marcador foi para possibilitar comparagdes com as seqiiéncias obtidas
no trabalho de Cohn-Haft (2000), aproveitando os iniciadores (primers) ja desenvolvidos

para o género.

A amplificagdo do DNA foi realizada através da Reagdo de Cadeia da Polimerase
(PCR). O gene mitocondrial Citocromo b (cyt b) contém 1026 pares de bases (pb) e fica
posicionado no genoma mitocondrial entre os genes ND5 (NADH dehidrogenase de
subunidade 5) e 0 tRNATR (RNA transportador da treonina) encontrado na regiéo final 3’
do cyt b. Nesse estudo foram utilizados os primers: L15383 5” - CCA AAC ACT CGT
AGA ATG - 3’ (Cohn-Haft 2000), H16064 5* - AAG TGG TAAGTC TTC AGT CTT
TGG TTT ACA AGA CC - 3’ (Harshman 1996) levando a amplificacdo de uma parte do
cyt b (Figura 6). Em todas as reac@es foi adicionado um controle negativo e as possiveis

contaminacg6es foram excluidas. A temperatura de anelamento foi de 53° C.
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Figura 6. Local de anelamento dos primers. Os nimeros dos primers L1 (fita leve) e H1 (fita pesada) indicam a posicao dos
nucleotidios baseados no DNA mitocondrial de Gallus gallus (Desjardins & Morais 1990). As setas indicam o sentido da reacao de

amplificéo.
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Ap0s a amplificacdo, os produtos de PCR foram purificados a partir de um protocolo

que utiliza PEG 8000 (Polietileno Glicol) (Sambrook et al, 2000) (Anexo 1).

O sequenciamento do gene cty b foi feito por meio do método da terminacéo de
cadeia (Sanger et al. 1977) utilizando nucleotideos terminadores marcados por fluorescéncia
(DyEnamic ET Dye Termination — Amersham Biosciences). Os produtos da reagdo de
seqlienciamento foram precipitados com acetato de aménio e alcool e ressuspendido em
formamida (Loading buffer) para serem resolvidos e visualizados pela eletroforese de

capilar no sequenciador automéatico MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences).

EDICAO E ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE MTDNA

As seqiiéncias de cyt b foram visualizadas e editadas utilizando o programa Bioedit
(Hall 1999). As pequenas seqliéncias iniciais e as regides finais dos primers foram excluidas
e o fragmento de DNA de todos os individuos tiveram o mesmo tamanho, com 642 pares de
bases incluindo, no final do gene, o c6don de parada. As duas fitas de DNA mitocondrial L
(leve) e H (pesada) foram sequenciadas. Primeiro foi feito o alinhamento de todos os
fragmentos obtidos com o primer L1 e o mesmo procedimento foi realizado, separadamente,

com as sequiéncias obtidas a partir do primer H1.

O alinhamento consiste na hipétese de homologia entre a posicao de bases
nitrogenadas de dois ou mais taxons (Schneider 2003). Esse procedimento foi realizado no

programa Clustal X (Thompson 1994) inserido no programa Bioedit (Hall 1999). As
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sequéncias obtidas foram alinhadas e editadas sempre comparando com as sequéncias do
trabalho anterior de Cohn-Haft (2000). Para garantir a confiabilidade da leitura, as
ambiglidades geradas pelo alinhamento entre as fitas de mtDNA L e o reverso
complemento da fita H de um mesmo individuo, foram conferidas uma a uma verificando o
eletroferograma visualizado no programa Chromas (http://www.technelysium.com.au).

Também foi observado se havia ocorréncia de pseudogenes.

Os pseudogenes sdo cdpias duplicadas de DNA que perderam a funcdo (Page &
Holmes 1998). Essas sequiéncias de DNA possuem taxa evolutiva diferente dos genes
funcionais e se forem inseridos nas analises podem estimar erroneamente as divergéncias
genéticas e distorcer a reconstrucdo da filogenia (Sorenson and Fleischer 1996, Quinn
1997). Desta forma, algumas caracteristicas das seqliéncias foram analisadas como: a
presenca de codon de parada no meio ou inicio, insercdes e dele¢des de bases nitrogenadas
formando gaps, ndo sobreposicdo entre as seqiiéncias L e H de um mesmo individuo,
numero de transversao maior que namero de transicdo (Bates et al. 1999, Aleixo 2002).
Nenhuma dessas caracteristicas foi observada nas sequliéncias obtidas, o que indica que ndo

houve o sequenciamento de pseudogenes.

DISTANCIA GEOGRAFICA E DIVERGENCIA GENETICA

A correlacdo entre distancia genética e geogréafica foi realizada pela anélise de clados
inseridos (Nested Clade) (Templeton & Sing 1993; Templenton 1998, 2001, 2004). Nessa

analise ndo ha uma hipotese a priori sobre a estrutura populacional.
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Primeiro, foi construida uma arvore de haplotipos (seqiiéncias de DNA diferenciadas
por uma ou mais bases nitrogenadas) no programa TCS 1.18 (Clement et al. 2000) que se
baseou no método da parcimdnia (menor nimeros mudangas evolutivas, Page & Holmes
1998). Os hapl6tipos foram agrupados em série de clados vizinhos (Templeton & Sing
1993) unindo em uma Unica arvore as trés subespécies reconhecidas (Templeton et al.1992)
H. m. snethlageae (margem direita do rio Madeira), H. m. pallens e H. minor “sem nome”

(margem esquerda do rio), usando cem passos para a parcimonia.

Ap6s unir os clados vizinhos foi feita uma matriz correlacionando a distancia
(obtidas pelas coordenadas geogréaficas dos pontos de coleta) e os clados formados (Anexo
2). Somente os clados que possuiam variagdo geogréafica foram analisados no programa
GeoDis 2.2 (Posada et al. 2000) com dez mil permutacGes. Os valores de p < 0,05 obtidos
pela analise de contingéncia realizada pelo programa Geodis foram verificados pela chave
de inferéncia de Templeton (2004) que examinou o padrdo geografico existente na variacao
genética. Para poder seguir a chave de inferéncia, mais trés indices foram verificados: “Dc”,
que é obtido pela distancia de um clado em relacéo ao centro geogréafico de todos os
haplétipos inseridos nesse mesmo clado;“Dn”, que é calculado a partir da distancia entre 0s
clados vizinhos;“I-T” que correlaciona a posi¢do dos haplétipos (se eles séo internos ou
externos na arvore haplotipica). A partir dos valores obtidos para esses indices foi verificada
a possivel origem da variacdo genética encontrada e determinado o evento que teria

provocado essa diferenciagao.
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ANALISES POPULACIONAIS

As andlises populacionais foram realizadas no programa ARLEQUIN (Scheneider et
al. 2000) verificando o nimero de hapl6tipos, a diversidade haplétipica e a diversidade
nucleotidica. Foi feita a analise da Variancia Molecular (AMOVA) para verificar a
subdivisdo populacional. Essa anélise permite o reconhecimento dos niveis de diferenciagdo
genética dentro e entre populacgdes a partir de uma hipdtese ja estabelecida (Exoffier et al.
1992). No meu estudo, a hipotese era que havia trés populacdes diferenciadas (baseadas na
filogenia e na anélise filogeografica de Nested Clade, ver resultados) em uma Unica area
geogréfica. Entdo, a matriz de dados foi organizada da seguinte forma: populacdo de H.
minor “sem nome” representada pelas seqiiéncias dos individuos da margem esquerda do rio
Madeira (11M, 1, 2, 5, 6, 7, 14, 25- 29; M = seqliéncias obtidas no trabalho de Cohn-Haft
2000); populagéo de H. m. snethlageae/minor representada pelas seqiiéncias dos individuos
da margem da margem direita do rio (10, 12, 15, 24, 30, 31, 05M, 06M, 07M, 08M, 09M,
10M, 1M, 2M, 3M); populacdo H. m. pallens representada pelas sequéncias dos individuos
tipicos de igapd (13M, 14M, 15M, 16M, 17M, 03, 04) (Figura 5). O resultado da analise da

AMOVA foi verificado pelo indice de fixacdo Fst (Wright 1931) para 1023 permutacdes.

ANALISES FILOGENETICAS

Os sitios informativos das sequéncias de DNA foram analisados no PAUP* 4.0
(Swofford 1998). Foram realizadas trés andlises: 1- distancia “p” ndo corrida (se baseia nas

similaridades entre as bases nitrogenadas). 2- Méxima parciménia (com 0 mesmo peso para

22



transicéo e transversdo). 3- Maxima verossimilhanca. Tanto na Maxima Parcimonia quanto
na Maxima Verossimilhanga foram feitas buscas heuristicas com 100 réplicas aleatorias. A
corroboracédo para os ramos da arvore de Parciménia foi inferida pelo indice de bootstrap

com 500 réplicas em cada n6 (Swofford et al. 1996).

Para a andlise de Maxima Verossimilhanca foi utilizando o modelo de pardmetros
determinado pelo programa de computador Modeltest (Posada & Crandall 1998). O modelo
evolutivo mais apropriado com os meus dados foi 0 “HKY85+G” (Hasegawa et al. 1985)
com os seguintes pardmetros: Ti/tv radio= 12.2607; frequiéncias nucleotidicas A=0.2694,
C=0.3648, G=0.1001, T=0.2657; distribuicdo do parametro gama = 0.1345). Esse modelo é
escolhido de acordo com a heterogeneidade das diferentes taxas de substituicdo nucleotidica

ao longo dos sitios (Schneider 2003).

RESULTADOS

Foram analisados 642 pares de base de cada um dos 36 individuos de H. minor e de
mais dois individuos H. zosterops griseipectus e H. minimus, que foram incluidos como
grupo externo. Desses 642 caracteres analisados, 505 foram constantes, 59 sitios ndo foram
informativos e 78 sitios foram informativos para a Parcimdnia. N&o houve transversdes e
nem saturacdo de bases indicando um sinal filogenético apropriado para as analises. As

sequéncias completas serdo depositadas no GenBank.
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DISTANCIA GEOGRAFICA E DIVERGENCIA GENETICA

A distancia geografica ndo interferiu diretamente na divergéncia genética dessas
populacdes. Pela arvore de haplétipos obtida com 95% de parcimdnia sem definir o nimero
de passos, as populaces ficaram separadas formando trés grupos distintos: populagédo da
margem esquerda do rio Madeira (ME), populacdo da margem direita (MD) e H. m. pallens
(Figura 7). Esses grupos foram unidos de forma hierarquica para realizar a analise
filogeogréfica de clados inseridos (Nested clade). O clado que agrupou a todos os haplétipos
da populacdo da margem esquerda do rio Madeira (populacdo “sem nome”) mais 0S
haplétipos de margem direita (Clado 4, ver Figura 7) ndo foi significativo pela anélise de
contigéncia (p=0,22). O resultado significativo para esse teste (x°=59.53 e p=0,011) foi obtido
no clado que agrupou as trés populacées (Clado 5, Figura 7). Analisando a chave de
Templeton (2004) para esse clado, o padrdo geografico detectado na variacdo genética dos
hapl6tipos foi consistente com a fragmentacéo alopatrica, ou seja, um evento vicariante teria
impedido o fluxo génico entre H. m. pallens, H. m. spp “sem nome” e H. minor da margem
direita (Templeton 1998). Esse dado foi obtido seguindo a série de inferéncia (2-3-4-9-NO)
da chave de Templeton verificando os indices de Dc, Dn e I-T (Templeton 2004). Esse
resultado foi consistente com a hipdtese do rio Madeira delimitar a distribuicdo dos passaros

entre as margens direita e esquerda.

Em relacdo a localidade do tipo H. m. pallens, Nova Olinda (Figura 5), na margem

esquerda ocorre H. m. pallens (individuos 3 e 4) e na margem direita ocorre a populacao de
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Figura 7. Arvore de hapldtipos. Os niimeros sem asterisco(*) representam os haplétipos
distribuidos nas populagdes (ver figura 5). Os nimeros com asterisco representam as
localidades (Anexo 2). Os niveis hierarquicos estdo representados por circulos. Os circulos
menores sao 0s haplotipos que ainda ndo foram amostrados, ou foram extintos da populacéo
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H. minor spp “sem nome” (individuos 1, 2). No entanto, H. m. pallens vai mais além,
ultrapassando o Purus, afluente da margem direita do rio Solimdes e seu limite de

distribuicdo ainda deve ser analisado (Figura 5).

ANALISES POPULACIONAIS

Nenhum haplétipo foi compartilhado entre as trés possiveis populagdes (margem
esquerda do rio Madeira, margem direita do rio e H. m. pallens), como observado também
pela &rvore haplotipica (ver Figura 7). O hapl6tipo que teve maior frequiéncia (0,5) pertence
a populacdo da margem esquerda do rio Madeira (haplétipo 11M), que é a populacao “sem
nome”. Foram encontrados cinco hapl6tipos dentro de um total de amostragem de doze
individuos na regido. A diversidade haplotipica foi de 0,77 e a diversidade nucleodidica foi
baixa de 0,0012 dentro dessa populacdo da margem esquerda. J& na margem direita do rio
foram encontrados dezesseis hapl6tipos com freqliéncia que variou de 0,0625-0,188
ocorrendo, praticamente um hapldtipo em cada ponto de coleta, num namero total de
dezesseis individuos amostrados. A diversidade genética foi 1 e a diversidade nucleotidica

foi de 0,0064.

Para a populacéo referente a H. m. pallens, foram amostrados sete individuos e
foram encontrados seis haplotipos diferenciados com fregiiéncia de 0,143 e 0,286. Essa
populacao apresentou diversidade genética praticamente igual a 1 e diversidade nucleotidica
0,037. A baixa diversidade nucleotidica encontrada nas trés populacdes pode estar

relacionada ao gene de estudo (cyt b) devido a taxa evolutiva.
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Portanto, a populacdo da margem esquerda do rio Madeira (populacdo “sem nome”)
apresentou a menor freqiiéncia haplotipica, menor frequiéncia nucleotidica e menor
diversidade genética, desta forma, pode ser considerado que essa populagcdo tem pouca

variabilidade genética.

Os resultados da AMOVA indicaram que dentro de cada populacéo a porcentagem
de variacdo molecular foi de 15,36% e entre as populacdes essa porcentagem foi de 86,64%.
O valor do indice de fixacdo Fst foi de 0,85 e o0 valor de p = zero, foi altamente significativo
confirmando a hipdtese de trés grupos bem estruturados geneticamente ocorrendo em uma

mesma area geografica.

ANALISES FILOGENETICAS

METODO DA DISTANCIA

Pela andlise da distancia genética (distancia “p” ndo corrigida), pode ser observada
uma alta divergéncia genética entre H. m. pallens e H. spodiops em relacdo aos outros
Hemitriccus minor. Essa divergéncia variou de 5,76 a 7,48% entre H. m. pallens e H. m.
snethlageae (incluindo todas as formas do interflivio Madeira-Tapajés); de 9,66 a 10,3%
entre H .m. pallens e H. m. minor; de 6,23 a 7,0% entre H. m. pallens e populagéo “sem
nome” e de 6,54 a 6,85% entre H.m. pallens e H. spodiops (Tabela I). Os individuos do

grupo coletado no alto Madeira apresentaram menor divergéncia entre si (0,0-0,16). A
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Tabela 1. Distancia p nédo corrigida (x100). Os numeros indicam a porcentagem de divergéncia
genética comparada dentro e entre cada grupo constituido na analise de parciménia (Figura 8)
(os indices sdo os menores e maiores valores encontrados entre os individuos de cada

subpopulacdo. Ver Figura 5).

ME1*

MD1 MD2

MD4™

pallens MD3 spodiops  zost. gris. minimus
MEL*  0,0-0,31
pallens 6,23-7,0 0,16-0,93
MD1 1,87-2,03  6,36-7,32 0,0-0,16
MD2 1,7-2,34 6,24-7,48  0,47-1,25 0,0-0,47
MD3 1,71-2,34 576-6,39  1,25-203  1,09-2,02  0,16-1,09
MD4™ 1,87-2,34 9,66-10,3 1,4-2,18 1,4-2,18 0,47-1,87 0,62
spodiops  6,85-7,01  6,54-6,85  7,32-7,48  6,71-7,01 6,7-6,85 6,70
zost. gris. 9,66-9,87 10,28-10,44 10,28-10,44 10,12-10,59 9,81-10,12  9,66-9,97 11,62
minimus  10,44-10,75 9,5-10,3  10,28-10,59 10,9-1046 10,28-10,44 10,44-10,75 9,81 11,21

Obs: as cores dos asteriscos representam a localizacdo geografica (ver Figura 5). ME1 (margem esquerda do

Madeira, populagdo ndo nomeada); MD1 (margem direita, populacéo do alto rio Madeira); MD2 (margem direita,
populacdo do médio Rio Madeira); MD3 (margem direita, populacdo amplamente distribuida); MD4 (H. m. minor
do interflivio Xingu-Tocantins); H. spodiops do Andes e o grupo externo: H. zosterops griseipectus e H. mininus.
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populacédo que inclui individuos da Bolivia até o Para (Figura 5) foi a populacéo que teve
maior variacdo de divergéncia genética entre si (0,16-1,09%). Em geral, H. m. snethlageae/
H. m. minor e a populagéo “sem nome” apresentaram divergéncia que variou de 1,04% a
2,34% e o0 menor indice encontrado foi entre os passaros do médio e o alto Madeira, na
margem direita. O grupo externo apresentou uma divergéncia de 9,5 a 10,75% em relacéo

ao complexo Hemitriccus minor /H. m. pallens e 11,21% entre si.

MAXIMA PARCIMONIA

A andlise de Méxima Parciménia resultou em uma Unica arvore mais parcimoniosa
com comprimento L=197, indice de consisténcia C1=0,731 (representa a quantidade de
homoplasias relativas ao nimero de passos da arvore filogenética, Schneider 2003) e indice
de consisténcia deslocado RC=0,648 (ajusta o indice de consisténcia que pode ser

superestimado devido as autapomorfias) (Figura 8).

Hemitriccus minor ndo formou um grupo monofilético. H. m. pallens é o grupo
irm&o de H. spodiops, e os dois taxons juntos formam o grupo irmé&o de todas as outras
formas de H. minor. Dentre esses outros taxons o grupo de H. m. senetalageae/H. m. minor
(margem direita do rio Madeira) ficou sendo grupo irmé&o de todas as formas de H. minor da
margem esquerda (populacdo “sem nome”). Ja os individuos de margem direita, por sua
vez, ficaram sub-divididos: H. minor do alto Madeira formou um grupo monofilético irméo
de H. minor do médio Madeira, juntos esses dois grupos formaram grupo irmédo de H. minor

da Bolivia, Mato Grosso, Borba (Amazonas) e Parg, ou seja, individuos amplamente
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Figura 8. Unica arvore mais parcimoniosa com peso igual para transicao e transversao.

Busca heuristica com 100 réplicas. (L=197), (CI=0,731) e (RC=0,648).
referentes as localidades onde foram coletados os individuos e as cores
distribuicéo (ver Figura 5).

Os nUimeros sao
sdo referentes a

:05M H. m. snethlageae/Bolivic

,06M H. m. snethlageae/Bolivia
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distribuidos. Dentro desse grupo de ampla distribuicdo, também houve a formacao de um

grupo monofilético formado pelos H. m. minor do interflavio Xingu-Tocantins.

O monofiletismo dos trés grandes clados no complexo H. minor (H. m pallens, H.
spodiops e os outros) receberam 100% de suporte na analise de bootstrap, e o clado
formado pela populagdo sem nome, a esquerda do Madeira, recebeu 99% de suporte (Figura

9).

MAXIMA VEROSSIMILHANCA

Pela anélise de M&xima Verossimilhanca apenas uma arvore foi retida. A topologia
encontrada com a analise de méaxima verossimilhanca foi praticamente idéntica a topologia
obtida pela Méxima Parciménia. A diferenca foi relacionada a posi¢éo do individuo 5M (H.
m. snethlageae) localizado na Bolivia saiu como irmédo dos H. minor (sem H. m. pallens) e
ficou mais distante filogeneticamente do individuo 6M, também coletado na Bolivia (Figura
10). Isso difere também dos resultados de Cohn-Haft (2000) desses mesmos individuos e

sugere necessidade de mais trabalho neste grupo.

DiscuUssAO

Como o0s meus objetivos foram correlacionar distancia geogréfica e divergéncia
genética, observar se ha populagdes diferenciadas nos pequenos rios dentro do interflivio

Madeira-Tapajos e verificar qual das duas populacdes ao oeste do rio Madeira representa o
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Figura 9. Bootstrap da méxima parciménia com 500 réplicas. Os nimeros a frente do nome
de cada espécie representam as localidades dos individuos coletados e as cores representam
a distribuicdo (ver figura 5).
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taxon H. m. pallens, dividi minha discussao nesses trés topicos, respectivamente. Na parte
final da discussdo sera descrito o padrao de distribuicdo geografica encontrado para H.

minor na Bacia do rio Madeira.

CORRELACAO ENTRE DIVERGENCIA GENETICA E DISTANCIA GEOGRAFICA

A distancia geogréafica ndo esteve diretamente correlacionada com a divergéncia
genética. Em todas as analises, a diferenca entre populacdes de margens opostas do rio
Madeira para o complexo de espécies Hemitriccus minor foi confirmada (ver Figuras 5, 6
e 7). Esse dado corresponde a fragmentacdo alopatrica obtida pela analise filogeogréafica
de clados inseridos (Nested Clade), sugerindo que um evento de vicariancia teria sido

responsavel pela divergéncia genética encontrada no meu trabalho (Templeton 1998).

Diferenciacdo em H. minor no Madeira ja havia sido caracterizada por Traylor
(1979) que reconheceu duas subespécies em margens opostas: H. m. snethlageae e H. m
pallens. Cohn-Haft (2000) também encontrou essa diferenciacdo em margens opostas, mas
descobriu uma nova populagdo de H. minor ainda “sem nome” na margem esquerda do rio
(ver o terceiro item da discussao). O fato é que realmente ocorrem taxons diferenciados
em margens opostas do Madeira, em locais onde a distancia entre as margens é de
aproximadamente um quilémetro (observacGes em campo medidas com GPS). Individuos
separados pelo rio foram mais divergentes geneticamente do que individuos de uma
mesma margem (Figura 5, 10 ver também Tabela I). Assim, a distancia geogréafica ndo foi
responsavel pela diferenciacdo genética encontrada nesses passaros. Marks e

colaboradores (2002), por exemplo, verificaram que a diferenca genética entre arapagus

34



(Glyphorynchus spirurus) em gquinhentos quildmetros de floresta de terra firme era de

0,7% e, ao cruzar o rio, a essa diferenciagdo aumentou para 6%.

A diferenca entre margens opostas dos grandes rios da Amazénia ja havia sido
descrita desde os primeiros naturalistas com base na morfologia das espécies (Wallace
1853, Sick 1967, Willis 1969) e foi critério para a delimitacdo de areas de endemismo
(Cracraft 1985). Em um primeiro momento, o rio parecia ser 0 mecanismo responsavel
pela a separacdo dos tdxons, como Wallace (1853) havia documentado com primatas. Para
aves, que tém capacidade de voar, parecia pouco provavel um rio delimitar fluxo génico,
mas taxons de aves também se diferenciavam em margens opostas dos grandes rios (Sick

1967; Haffer 1969, Cracraft 1985; Capparela 1988, 1991).

Dados genéticos também confirmaram a delimitagdo por rios na distribuicao de
Aves. Um exemplo foi o trabalho de Capparella (1988) que encontrou diferencas, pela
andlise de isozimas, entre tdxons que eram semelhantes morfologicamente. A
biodiversidade ndo revelada pelos dados morfolégicos continuava sendo descoberta com
as técnicas moleculares utilizando principalmente, sequenciamento de DNA mitocondrial
(Bates 1999; Cohn-Haft 2000; Marks et al. 2002; Aleixo 2002, 2004). Alguns desses
trabalhos ndo necessariamente buscavam testar hipoteses evolutivas e ja havia varios
cenarios propostos para a evolugdo da Amazonia (reflgios pleistocénicos [Haffer 1969],
gradientes ecoldgicos [Endler 1977,1982], arcos tectonicos [Silva e Patton 1993, 1998];

ilhas [Nores 1999]; estocasticidade demogréafica [Cohn-Haft 2000]).
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Meus resultados puderam comprovar o padrdo de distribuicdo encontrado por
Cohn-Haft (2000) para H. minor, indicando que um evento vicariante teria provocado a
diferencga genética encontrada aqui e também apontou para a influéncia de rios menores na

distribuicdo desses passaros.

INFLUENCIA DOS “MINI-INTERFLUVIOS” NA DISTRIBUICAO DE HEMITRICCUS MINOR

Os dados obtidos com as seqtiéncias de mtDNA de H. m. snethlageae parecem
indicar um possivel padrdo de variagdo geografica delimitado pelos pequenos rios do
interflivio Madeira-Tapajos. Na margem direita do rio Madeira ha pelo menos dois grupos
monofiléticos: um grupo foi constituido por individuos do alto Rio Madeira, outro por
individuos do médio rio Madeira e em terceiro grupo, possivelmente monofilético, incluiu
os outros individuos amplamente distribuidos desde a Bolivia, Mato Grosso, Borba

(Amazonas) até o Para.

A amostragem atual ndo permitiu a localizacéo exata de distribuicdo dessas formas
diferenciadas. No minimo, amostras do lado direito do Aripuana e do lado esquerdo do rio
Jiparand/Machado serdo necessarias para comprovar a importancia desses rios, como no
caso de H. minor (Figuras 2 e 5). Entretanto, a presenca de pequenas populagdes
diferenciadas no interflivio Madeira-Tapajés parece clara. A delimitagdo na distribuicdo
feita dos rios Aripuand e Jiparana para primatas (Rosmalen et al. 1998, 2002) e para alguns

casos de aves (M. Cohn-Haft &. B. M. Whitney, com. pess) apontam esses rios Como
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provavel barreira para o fluxo génico em H. minor. Tais dados sugerem a importancia dos

“mini-interflavios” para aves e primatas na bacia do rio Madeira.

Um estudo de levantamento faunistico, Projeto de conservacdo e utilizacao
sustentavel da diversidade bioldgica (PROBIO), tem sido realizado na regido obtendo mais
informacdes sobre o possivel padrao de distribuicdo geogréafica delimitado por pequenos
rios, principalmente no Médio Madeira. Nesse estudo, estdo sendo analisados diferentes
organismos: insetos, anfibios, peixes, aves, mamiferos terrestres e aquaticos e também de
quelbnios e répteis em margens opostas tanto do rio Madeira como do rio Aripuana. Esses
dados serdo importantes para confirmar &reas de endemismo menores do que a estabelecida
por Cracraft (1985) e assim, assegurar prioridade a essas areas em programas de

conservacao.

HEMITRICCUS MINOR PALLENS

Como ndo havia outros individuos coletados na localidade-tipo e como foi
encontrada uma populacéo de H. minor, na mesma margem (esquerda do rio Madeira), ndo
documentada previamente, ndo poderia ser definido a qual das duas populag6es se referia o
nome H. m. pallens. Com os dados genéticos dos individuos coletados na localidade do tipo
H. m. pallens (Nova Olinda) foi verificado que esse nome se refere a populacdo de
Hemitriccus distribuida ao oeste dos rios Purus e Rio Negro (Figura 5). A populagao que
ocorre entre os rios Madeira e Purus é distinta geneticamente e encontra-se sem um nome.

Aparentemente, ndo ha sobreposicao geografica (simpatria) entre essa populacdo e H. m.
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pallens. Além disso, essas duas populagdes possuem entre si mais de 6% de divergéncia

genética e ndo possuem nenhum haplétipo em comum.

O alto grau de diferenciacdo genética de H. m pallens sugere que esse taxon seja
considerado espécie plena. Por exemplo, a divergéncia genética entre as duas pipiras
amazonicas, Ramphocelus carbo e R. nigrogularis foi de 3,4% entre as seqiiéncias de DNA
mitocondrial (Hackett 1996). Mas, ao contrario de H. minor, essas duas espécies sdo
distintas morfologicamente e além disso, possuem canto e ecologia diferenciados (Hackett

1996).

Aqui, somente os dados moleculares e a distribuicdo geogréfica de H. m. pallens
foram analisados. Outras caracteristicas sdo tipicas de H. m. pallens por exemplo: eles
ocorrem em igapd e possuem canto distinto de H. minor (Cohn-Haft 2000). Se for
considerar a influéncia do canto na selecdo sexual, esse dado, também é concordante como
conceito biolégico de espécie (Mayr 1969). Com base nisso, também sugiro que o nivel

taxondmico de H. m. pallens seja elevado para espécie Hemitriccus pallens.

Além de H. m. pallens, os dados genéticos confirmaram a presenca de uma
populacdo de H. minor “sem nome” na margem esquerda do rio Madeira. Essa populagéo
formou um grupo monofilético separado das demais subespespécies com variagao genética
entre si de 0,0 a 0,31%. O maior nimero de haplétipos semelhantes (6) foi encontrado
também dentro dessa populacdo e, segundo Templeton (1993), esse dado determina o

hapl6tipo ancestral. As analises populacionais mostraram uma baixa diversidade genética
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dentro dessa populacdo, que €é caracteristica de populagdes com origem mais recente ou
que sofreram o efeito de “gargalo de garrafa”. A analise da AMOVA indicou que essas
populacdes estdo estruturadas geneticamente. Em todas as analises moleculares H. m “sem
nome” constituiu um grupo monofilético que sugere seu status de espécie, mas acredito
que outros caracteres devem ser avaliados para determinar o seu nivel taxondmico. Esse
taxon é do interior de terra firme e foi encontrado em igapd (trés individuos foram
coletados nesse ambiente durante o estudo: 5, 6, e 7 ver na Figura 5). Aparentemente, a
distribuicao desses passaros é no interflivio Purus-Madeira, no entanto, o limite de
distribuicdo deve ser investigado. O fato de ndo ocorrer H. m. pallens pode ser a causa de
encontrar Hemitriccus “sem nome” em igap0. Trabalhos de campo de levantamento
audiovisual indicaram que a distribuicao desse taxon segue até a margem sul do Rio

Castanho, afluente do Amazonas (Figura 2) (M. Cohn-Haft com pess).

DESCRICAO DO PADRAO DE VARIACAO GEOGRAFICA DE HEMITRICCUS MINOR

Um novo padréo de variacdo geogréfica foi confirmado na Bacia do Rio Madeira
para o complexo de espécies H. minor . Para analisar esse padréo estabeleci um
cladograma substituindo a posicao dos tdxons (na filogenia) pelas areas onde eles ocorrem
(Figura 11). Por esse cladograma na divisdo mais antiga do complexo de espécies minor
ficaram separadas as popula¢Ges mais ocidentais (areas 3 a 6) das mais orientais (areas 1 e
2). Nesse primeiro clado ocorreu a subsequente separacdo de uma espécie andina (H.
spodiops) e de uma amazonica (H. m. pallens) limitada a floresta de igap6 na Amazoénia

Ocidental.
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H. pallens H. m. minor

Rio Negro

Amazonas

Solimdes

Complexo H. minor

3 Purus-Madeira

— 4 Madeira-Jiparanda

— 5 Jiparand-Aripuand

6 Amazénia Oriental -I

L\H. m. snethlageae

— 2 H. pallens

1 H. spodiops
H. spodiops

Figura 11. Padrdo de distribuicdo de Hemitriccus minor na bacia do rio Madeira e cladograma de area. A filogenia obtida pela

arvore de Méxima parciménia foi substituida pela area onde os tdxons estavam distribuidos (ver Figura 8). Os nimeros representam

essas areas. As cores (comparar com Figura 3) representam os padrées de distribuicdo. T é a localidade tipo.
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Entdo, houve uma segunda disjuncdo que separou a formas de H. minor nas
margens direita e esquerda do Madeira (area 3 separada das areas 4, 5, 6). A proxima
disjuncdo foi entre margens opostas, provavelmente do rio Aripuana (&reas 4 e 5 separadas
da area 6) e a ultima quebra ocorreu, entre os rios Madeira e Aripuana, talvez em margens
opostas do rio Jiparana (area 5 separada da area 4) (Figura 11). Marks e colaboradores
(2002) encontraram uma disjuncao na distribuicdo de Glyphorynchus spirurus entre
nordeste e sudeste da area Rondonia (sensu Cracraft 1998) enquanto Bates (1999)
encontrou disjuncdo para Hypocnemis cantator entre o leste e oeste dessa mesma area.
Esses padrdes mostram a complexidade de endemismo para a area delimitada pelos rios
Madeira-Tapajos. Estudos com outros tdxons serdo necessarios para avaliar se uma mesma

histdria evolutiva afeta a todos os grupos de forma similar (ver Cohn-Haft 2000).

CONCLUSAO

Os mesmos resultados foram obtidos em todas as analises, mostrando pelo menos
trés populagdes diferenciadas para H. minor na Bacia do rio Madeira. O padrdo de variagao
geogréafica é mais complexo do que previamente conhecido e apontou para a influéncia dos

pequenos rios na distribuicdo desses passaros, no interflivio Madeira-Tapajos.

A distancia geogréfica ndo determina a diferenciagdo genética encontrada entre as
formas de H. minor. A correlacdo entre divergéncia genética e geogréafica indicou que
ocorreu fragmentacdo alopatrica; o ancestral dos taxons atuais, possivelmente, estava

distribuido em uma area maior, sendo dividido por barreiras fisiogeogréficas ou climaticas.
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Na margem direita do rio Madeira, “mini-interflivios” delimitaram formas
filogeneticamente distintas de H. m. snethlageae. Os rios Aripuand e Jiparana parecem
delimitar a distribuicdo de trés populacdes de H. m. snethlageae. No entanto, para
descobrir os limites exatos de distribuicdo, deve ser feita uma amostragem em margens
opostas desses e outros pequenos rios na regido, verificando até que ponto eles estao
atuando na distribuicdo dos passaros.Também, esse padrdo deve ser examinado em outras

espécies de aves e em outros organismos.

O nome H. m. pallens refere-se as formas a oeste dos rios Purus e Negro e pode ser
considerado uma espécie plena. Além de H. pallens, ha uma populacdo de H. minor sem
nome na margem esquerda do rio Madeira, no interflivio Madeira-Purus. Entéo, deve ser
feita uma revisdo taxonémica para nomear as formas de H. minor, estabelecendo também os

niveis taxondmicos desses pequenos tiranideos.

Os estudos genéticos com as aves da Amazonia podem ainda revelar novos padrdes
de distribuicdo e devem ser enfatizados em grande escala, assim como analises de
bioacustica. Se Aves, que é o grupo melhor estudado, contém taxons cripticos e até novos
sendo descobertos, imaginem o quanto de biodiversidade, em outros grupos, ainda falta ser

reconhecido.
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ANEXOS

1. PROTOCOLO DE PURIFICAGAO (PEG-POLIETILENO GLICOL)

Foi adicionado, ao produto de PCR , 25 ul de PEG 8000 (10 g de PEG 20% em 7,3g
de NaCl (2,5M) para um volume final de 50 ml) sendo incubado por 30 minutos a 37°
C.

O préximo passo foi uma centrifugacéo na velocidade maxima durante 20 minutos.

Todo o sobrenadante foi, delicamente descartado.

125 pl de etanol 80% gelado foi adicionado esperando 1 minuto antes de realizar
uma nova centrifugacdo por 2 minutos.

Mais 125 pl de Etanol 80% gelado foi colocado pela parede do tubo e retirado logo
em seguida.

Para evaporar o etanol, os tubos foram colocados na estufa a 70° C durante 10
minutos, aproximadamente.

Foi adicionado, em seguida 10 ul de &gua miliq e deixado em temperatura ambiente
durante a noite. Depois esses produtos foram armazenados no freezer.

Para a reacdo de sequiéncia foi adicionado 3,5 pl dessa purificacgao.
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Anexo 2- Lista com 0s nomes e numeros dos individuos coletados e também locais de coleta. Os nimeros na frente dos nomes dos
individuos sdo os mesmos plotados nos mapas e 0s numeros na frente das localidades estdo com asteriscos na arvore de haplotipos

(ver Figura 7)

ESPECIE DNA TECIDO COORDENADAS LOCAL PREPARADOR
H. minor 1 1 A97 7°13°3,6"S,64°10° W Br: Margem D. Rio Purus, Rio Mucuim, TF *1 Sérgio Borges
H. minor 2 2 A 104 7°13°3,6"S,64°10° W Br: Margem D. Rio Purus, Rio Mucuim, TF *1 Sérgio Borges
H. minor pallens 3 3 A111 7°13°3,6"S,64°10° W Br: Margem E. Rio Purus, Nova Olinda, Igap6 *1 Sérgio Borges
H. minor pallens 4 4 A112 7°13°3,6"S,64°10° W Br: Margem E. Rio Purus, Nova Olinda, lgap6 *1 Sérgio Borges
H. minor 5 5 A 119 8° 49’ S,64°01° W Br: Rondonia; Margem E. Madeira; Porto Velho *2 Mario Cohn-Haft
H. minor 6 6 A 120 8° 49’ S,64°01° W Br: Rondonia; Margem E. Madeira; Porto VVelho *2 Mario Cohn-Haft
H. minor pallens 7 7 Al121 8° 49’ S, 64°01° W Br: Rondonia; Margem E. Madeira; Porto Velho *2 Mario Cohn-Haft
H. minor pallens 10 10 A 129 9° 36" 35,8"S, 64°55’ 25,4"W Br: Ronddnia; Margem D. Madeira, Mutum Parana *3 Mario Cohn-Haft
H. minor 12 12 A 184 9° 32’ S, 65°19'W Br: Ronddnia; Margem D. Madeira, Abuna *4 Mario Cohn-Haft
H. minor 14 14 A 196 9036’ S, 65°25°'W Br: Rondonia; Margem E. Madeira, Abuna *5 Mario Cohn-Haft
H. minor 15 15 A 206 9032’ S, 65°20°'W Br: Rondonia; Margem D. Madeira, Abuna *4 Carla H. Sardelli
H. minor 24 24 A277 5° 45’ S, 60° 15°'W Br: Amazonas; Margem E. Aripuand, Tucunaré *6 Alexandre Fernandes
H. minor 25 25 A 284 50 29’ S, 60°49°'W Br: Amazonas; Margem E. Madeira, Cachoeirinha *7 Carla H. Sardelli
H. minor 26 26 A 285 5029’ S, 60°49°'W Br: Amazonas; Margem E. Madeira, Cachoeirinha *7 Carla H. Sardelli
H. minor 27 27 A 286 50 29’ S, 60°49'W Br: Amazonas; Margem E. Madeira, Cachoeirinha *7 Carla H. Sardelli
H. minor 28 28 A 287 5° 29’ S, 60°49'W Br: Amazonas; Margem E. Madeira, Cachoeirinha *7 Carla H. Sardelli
H. minor 29 29 A 288 5° 29’ S, 60°49°'W Br: Amazonas; Margem E. Madeira, Cachoeirinha *7 Carla H. Sardelli
H. minor 30 30 A 299 5025’ S, 60° 42'W Br: Amazonas; Margem D. Madeira, Itapenima *8 Carla H. Sardelli
H. minor 31 31 A 594 6°S, 60°42°W Br: Amazonas; Margem E. Aripuand, Rio Marmelos*9 Mario Cohn-Haft
H. m. minor 1M B-25557 1037’ S, 50°22'W Br: Parg; llha do Marajo, Breves *10 Mario Cohn-Haft
H. m. minor 2M B-25555 1°00’ S, 52°00°'W Br: Para; Caxiuana *11 Mario Cohn-Haft
H. m. minor 3M B-25522 7° 29’ S, 52°30°'W Br: Parg; Carajas *12 Mario Cohn-Haft
H m. snethlageae 4M B-35492 9052’ S, 56°07'W Br: Mato Grosso, Alta Floresta *13 Jason D. Weckstein
H m. snethlageae 5M B-14588 17°00'S 62 00'W BO: Santa Cruz; Catarata Arco iris *14 Curtis A.Weckstein
H m. snethlageae 6M B-15068 17°00'S 62 00'W BO: Santa Cruz; Piso Firme *14 John Bates

H m. snethlageae 7M B-25494 2°15'S55°02'W Br: Para; Margem D. Tapajés, Maripa *15 Mario Cohn-Haft
H m. snethlageae 8M USNM B03856 4022’ S,59°37°'W Br: Amazonas; Borba *16 Mario Cohn-Haft
H m. snethlageae 9M B-25582 7° 37" S,63°07"W Br: Amazonas; Humaita *17 Mario Cohn-Haft
H m. snethlageae 10M B-36780 10° 52'S65°22'W Br: Rondonia; Gajara Mirim *18 A. Aleixo
Hm.SW 11M B-25580 7° 37" S,63°07"W Br: Amazonas; Humaita *17 Mario Cohn-Haft
H m. pallens 13M B-25520 3°37'S59°07'W Br: Amazonas; Autazes *19 Mario Cohn-Haft
H m. pallens 14M USNM B03844 3°26'S60°17'W Br: Amazonas; L. Ljanauaca *20 Mario Cohn-Haft
H m. pallens 15M B-25507 4°15'S70°07 W Br: Amazonas; Benjamin Contant *21 Mario Cohn-Haft
H m. pallens 16M B-24403 2°37'S60°52' W Br: Amazonas; Jal *22 Mario Cohn-Haft
H m. pallens 17M B-220248 2°37'S60°52' W Br: Amazonas; Anavilhanas *22 Mario Cohn-Haft
H spodiops M B-22787 BO: La Paz; Cerro Assuta Pata Mario Cohn-Haft
H zosterops M B-25519 3037'S59°07'W Br: Amazonas; Autazes Mario Cohn-Haft
H mininus M B-35349 9052’ S, 56°07'W Br: Mato Grosso, Alta Floresta Jason D. Weckstein
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