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Resumo

Brotogeris sanctithomae é um psitacideo da varzea amazonica, conhecido na regido como
"periquito-estrela”, devido a testa amarela contrastando com o resto da plumagem verde. Suas
duas subespécies se diferenciam por uma mancha amarela na regido pés-ocular, presente em
B. s. takatsukasae, que ocorre na regido leste da varzea amazbnica, e ausente em B. s.
sanctithomae, da porcao oeste. As duas subespécies se encontram proxima a Manaus, embora
seus limites geogréaficos ndo estejam claros na literatura. Apesar das diferencas fenotipicas e
distribuicdes distintas, uma recente analise filogenética do género Brotogeris ndo encontrou
covariagdo molecular (ND2, citocromo b e intron 7 do gene beta-fibrinogénio) que distinga os
dois taxons. Realizamos este estudo para entender os processos evolutivos relacionados ao
padrdo de diferenciagdo de plumagem entre as duas subespécies, bem como caracterizar a
distribuicdo geogréafica das variagdes fenotipicas e genotipicas. Para tanto, realizamos coletas
na regido ao longo do trecho de vérzea onde as duas subespécies se substituem (entre
Manacapuru e Parintins, Amazonas). Realizamos também uma analise morfoldgica desses
individuos e de espécimes de cole¢Bes ornitoldgicas e desenvolvemos marcadores SNPs
(Polimorfismo de nucleotideo Unico) a partir de ddRAD tags (DNA associado aos sitios de
restricdo duas vezes digerido). Foram encontrados dois grupos genéticos, correspondentes aos
grupos fenotipicos (subespécies). As duas subespécies compartilham a maior parte do
genoma, divergindo-se em apenas alguns poucos locos. Estes locos divergentes apresentaram
associacdo mais forte a cor de iris do que a mancha pos-ocular. Esta caracteristica
possivelmente mantém a diferenciacdo entre as duas subespécies através de selecdo sexual,
em que os individuos morfologicamente distintos tendem a ndo se reconhecer como parceiros.
Ocorre hibridizacdo em uma regido restrita, no contato das distribui¢cdes dos fenotipos puros.
Reconhecimento de hibridos numa regido estreita sem barreiras geograficas evidentes, em vez
de variacdo fenotipica e genotipica gradativa ao longa da distribuicdo toda, sugere contato
secundario entre populagdes previamente diferenciadas em alopatria.

Palavras-chave: Varzea amazo6nica, SNPs, ddRAD tags, hibridizacdo, especiacdo recente,
Divergéncia gendmica heterogénea.



Abstract

Analysis of the Phenotypic and Genotypic Variation in the Brotogeris sanctithomae
complex (Avian: Psittaciformes)

Brotogeris sanctithomae is a parakeet of the Amazonian floodplain forests, recognized by its
yellow forehead contrasting with its otherwise all-green plumage. Its two subspecies are
distinguished by a yellow mark in the post-ocular region present in B. s. takatsukasae, of
eastern Amazonia, and absent in B. s. sanctithomae, from the western portion. The two meet
somewhere near Manaus, although their geographical limits are not clear in the literature.
Despite the phenotypic differences and distinct distributions, a recent phylogenetic analysis of
Brotogeris did not find molecular covariance (ND2, cytochrome b intron 7 of beta-fibrinogen
gene) that distinguishes the two taxa. We set out to understand the evolutionary processes
related to the pattern of plumage differentiation between the two subspecies, and to determine
the geographic distribution of phenotypic and genotypic variation. We sampled throughout the
stretch of floodplains where the two subspecies replace one another (between Manacapuru
and Parintins, Amazonas). We conducted a morphological analysis of these individuals and
specimens in ornithological collections and developed SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) markers from ddRAD tags (double digested Restriction-site Associated
DNA). Two genetic groups were found, corresponding with the phenotypic groups
(subspecies). The two subspecies share most of the genome, diverging only in a few loci.
These divergent loci were more strongly associated with iris color than presence/absence of
the post-ocular mark. This character may maintain differentiation between the two subspecies
via sexual selection, whereby morphologically distinct individuals tend not to pair.
Hybridization occurs in a restricted region between the distributions of the pure phenotypes.
Recognition of hybrids in a narrow region without geographic barriers, rather than gradual
phenotypic and genotypic variation on a long cline, suggests secondary contact between
populations previously differentiated in allopatry.

Keywords: Amazonian floodplain, SNP, ddRAD tags, hybridization, Heterogeneous Genomic

Divergence.
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1. INTRODUCAO

Especiacdo em aves amazobnicas tem sido frequentemente associada a eventos
alopatricos, e a manutencdo de endemismos a presenca de barreiras geograficas ou
ecoldgicas. Desde as observaces dos primeiros naturalistas que chegaram a regido até os
inventarios de fauna mais modernos, é possivel constatar que as regides de terra delimitadas
pelos grandes rios amazonicos apresentam diversidade de espécies relativamente uniforme, e
que diferentes morfotipos aparentados estdo presentes nas margens opostas desses rios
(Wallace, 1852). Filogenias moleculares recentes demonstraram que populagdes de
interflavios diferentes apresentam fluxo génico reduzido ou inexistente, corroborando a
atuacdo dos rios como barreiras isolando populacdes de organismos terrestres (Capparella,
1987; Hackett, 1993; Ribas et al., 2012).

No entanto, a maior parte desses trabalhos se concentrou na avifauna de terra firme,
até entdo mais explorada e inventariada que a fauna das florestas alagadas e outros ambientes
menos comuns. A continuidade linear da varzea cria conectividade entre todas as populacfes
de espécies que habitam esse ambiente, inclusive de margens opostas dos rios (Cohn-Haft et
al., 2007). Esta conectividade se deve a auséncia de interrupcdo ou substituicdo de paisagem,
ou presenca de quaisquer barreiras fisicas que impecam a dispersdo. A sazonalidade das
cheias e secas, e a dinamica de erosdo e deposicdo nas planicies aluviais também exigem que
seus habitantes sejam bons dispersores, para colonizar locais adequados (Cohn-Haft et al.,
2007). Ainda, a presenca de ilhas no meio dos rios torna mais facil a passagem de uma
margem a outra. As diferencas entre as paisagens da terra firme das de varzea, além de
diferencas na fauna caracteristica de cada ambiente, tornam improvavel um padrdo de
endemismo por interflivio em espécies de floresta alagada. Os poucos estudos filogeograficos
realizados com aves de varzea ndo detectaram estrutura genética entre populacdes distantes e
evidenciaram a esperada auséncia de diferenciacdo entre margens opostas dos rios (Aleixo et
al., 2006, Cadena et al., 2011).

Por outro lado, em um dos poucos estudos que buscou caracterizar as distribuicdes
geograficas e avaliar possiveis padroes de endemismo da avifauna da varzea, Cohn-Haft et al.
(2007) demonstraram que apesar do ambiente ser atualmente continuo, existe endemismo em
subregides da varzea, sendo o padrdo mais comum a ocorréncia de taxons restritos a
Amazonia Ocidental ou Oriental. Para algumas aves, uma espécie encontrada por toda (ou
quase toda) porcdo oeste da regido € subitamente substituida na porcdo leste por outra

subespécie ou espécie congénere. Embora os limites exatos das distribui¢cGes tenham variado



entre casos especificos, a regido de varzea nas proximidades de Manaus é mencionada como
local de substituicdo para a maioria desses taxons, ainda que ndo existam hoje barreiras
geogréficas ou fatores ecoldgicos aparentes que limitem as distribui¢des desses organismos.
Por outro lado, de acordo com as reconstrucdes paleoambientais propostas para a Amazonia
(Hoorn et al., 2010; Latrubesse et al., 2010, Nogueira et al., 2014), durante uma parte de sua
histdria recente a bacia foi dividida em duas, com um ambiente lacustre predominando no
oeste e um ambiente fluvial no leste. O limite hipotético entre essas duas regides coincide
com a divisdo entre as principais bacias sedimentares da Amazonia (Solimdes e Amazonas),
que é marcado pelo arco de Purus, cerca de 300 km a oeste de Manaus. Apesar da existéncia
da documentacdo desses padrfes de substituicdo de taxons de varzea nessa regido, nenhum
estudo detalhado foi realizado para investigar precisamente os limites dessas distribuigdes.

Um exemplo de espécie que apresenta esse padrao de substitui¢do de taxons ao longo
da varzea é Brotogeris sanctithomae (Psittaciformes: Psittacidae), cuja subespécie B. s.
sanctithomae ocorre exclusivamente na porcao oeste da Amazénia e B. s. takatsukasae apenas
na leste. Segundo a descrigdo de B. s. takatsukasae, sua diagnose consiste em uma mancha
amarela presente na regido pds-ocular, que esta ausente na subespécie nominal (Figura 1).
Apesar de ja terem sido descritos como alopatricos, os dois morfotipos ja foram avistados e
fotografados juntos algumas vezes, proximo a regido de provavel contato das distribuicdes,
mas ndo ficou clara a extensdo geografica desta sobreposicao.

Apesar dessas diferencas fenotipicas e de suas distribuicdes supostamente alopatricas
ou parapatricas, uma andlise filogenética do género Brotogeris ndo encontrou monofilia
reciproca entre os dois taxons (Ribas et al., 2009). A auséncia de covariacdo genética
distinguindo téxons irmdos é geralmente explicada por tempo insuficiente para fixar
diferencas neutras ou fluxo génico atual entre as linhagens. Ou ainda, devido a uma
taxonomia imperfeita, em que se reconhece como taxons diferentes individuos de uma mesma
unidade evolutiva (Funk & Omland 2003).
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Figura 1: Fenotipo tipico de cada subespécie: (1%) B. s. sanctithoame sem mancha pos-ocular, presente na
Amazobnia Ocidental; (1B) B. s. takatsukasae com mancha pos-ocular presente, da Amazonia Oriental. Fotos de
Anselmo d’Affonseca.

Estudar a diversidade genética de populacbes que estdo passando por processo de
especiacdo ou divergéncia populacional pode ser particularmente dificil (McCormack et al.,
2012). Existe bastante controvérsia se especiacdo é adaptativa ou um epifenbmeno da
divergéncia (Coyne e Orr, 2004). Quando a especiacdo é adaptativa, a divergéncia genética
durante a especiacdo envolve poucas regides genémicas (Nosil et al., 2007) e nas regides sob
selecdo a divergéncia procede em velocidade acelerada em comparacdo com regides
seletivamente neutras (Wu, 2001). Assim, quando a especiacdo é adaptativa, as regides
genbmicas sob selecdo, ou fisicamente ligadas a elas, sofrem diferenciacdo genética antes de
regies neutras (Via, 2001; Wu, 2001; Vines et al., 2003; Gavrilets & Vose 2005, Nosil et al.,
2009). Locos sob selecdo divergente (i. e. selecdo atuando de forma diferente entre as
populacdes) e locos que causam isolamento reprodutivo se comportam de forma similar,
sofrendo menos introgresséo e apresentando estrutura mais forte (Nosil et al., 2009). Locos
que ndo sofrem selecdo podem permanecer homogéneos, tanto por fluxo génico quanto por
retencdo de polimorfismo ancestral e tempo insuficiente para acumulagdo de diferencas
neutras (Via & West, 2008; Nosil et al., 2009). Esse padrdo, onde os niveis de diferenciacao
sdo variaveis, ¢ chamado de “divergéncia genOmica heterogénea” (Nosil et al., 2009) e
quando ele ocorre, apenas uma ampla amostragem do genoma consegue detectar sinais de
divergéncia.

Com os avancos nos métodos de Sequenciamento de Nova Geragdo, tornou-se
acessivel a obtencdo de grandes quantidades de sequéncias. Associando esses métodos ao uso
de enzimas de restricdo é possivel a obtencdo em larga escala de sequéncias curtas de
fragmentos de DNA adjacentes aos sitios reconhecidos por estas enzimas (Baird et al., 2008),
numa metodologia que ficou conhecida como sequenciamento de DNA associado aos sitios
de restricdo (RAD tags). As RAD tags funcionam como uma representacdo reduzida do



genoma (Miller et al., 2007), e tem sido amplamente utilizadas para a descoberta e
genotipagem de polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs, na silga em inglés).

Até recentemente, as técnicas de obtencdo de RAD tags descritas ndo permitiam
fracionar a quantidade do genoma a ser sequenciado. A dificuldade para tanto se dava em
conseguir selecionar fragmentos gerados a partir das diferentes amostras pudessem ser
comparados entre si (i. e. regibes homologas). Na impossibilidade de selecionar a
amostragem almejada do genoma, era necessario limitar o sequenciamento a poucos
individuos. A técnica ddRAD tags (Peterson et al., 2012) é especialmente interessante porque
permite que a quantidade de genoma a ser sequenciada seja fracionada, através da selecdo por
tamanho dos fragmentos digeridos. Isso se deve a introducdo de uma segunda enzima de
restricdo para fragmentar o genoma. Assim, quando o produto dessa dupla digestdo é
submetido & eletroforese, é possivel selecionar uma faixa de tamanho ideal para o
sequenciamento, que contém a quantidade de fragmentos desejada e com homologia entre
eles. Com isso ddRAD tags tornou-se uma técnica adequada para estudos populacionais em
que sdo necessarios muitos individuos para amostrar variacdo intraespecifica e ainda gerar
uma quantidade de locos suficientes para as analises de processos neutros e sob selecéo
(Peterson et al., 2012).

Este estudo foi conduzido a fim de entender os processos evolutivos relacionados ao
padrdo de diferenciacdo de plumagem entre as duas subespécies de B. sanctithomae, através
de uma amostragem extensiva na regido ao longo da qual as duas se substituem e da

utilizacdo de marcadores SNPs a partir de ddRAD tags.



2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Entender os processos evolutivos relacionados ao padréo de diferenciagdo de plumagem entre
as duas subespécies de B. sanctithomae

2.2  Objetivos Especificos

» Caracterizar a distribuicdo geografica da variacédo fenotipica e genotipica da espécie e

determinar quantas linhagens estdo presentes na area de estudo.

» Detectar regides no genoma que diferem entre as duas subespécies e que podem estar

associadas aos fendtipos detectados.

» Verificar a ocorréncia de hibridizacdo entre as subespécies e, em caso positivo,

determinar sua extensao.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Delineamento amostral

Foram realizadas coletas em seis localidades em um trecho da varzea com 500km de
extensdo ao longo dos rios Solimdes e Amazonas no estado do Amazonas, desde Manacapuru,
no rio Solimdes, até Parintins, no rio Amazonas, totalizando 71 amostras coletadas. Aqui,
chamaremos de “regido de substituicdo” toda esta regido que foi amostrada intensivamente
(Figura 2). Durante as coletas, cada exemplar coletado foi georreferenciado com GPS,
fotografado, e as cores de suas partes nuas (iris, tarso e bico) anotadas imediatamente. Os
exemplares foram congelados e levados para a Colecdo de Aves do INPA para taxidermia
completa e tombamento. Para analise fenotipica, além das amostras obtidas nas coletas,
também foram observados todos os espécimes de Brotogeris sanctithomae depositados
previamente nas colec¢des ornitoldgicas do INPA (cinco) e do Museu Paraense Emilio Goeldi
(29). Esses individuos também foram fotografados e as informacbes de cor de iris e
localidade de coleta foram anotadas a partir de dados presentes na etiqueta.

Para as andlises genéticas, obtivemos também nove amostras de tecido cedidas por
colecBes ornitoldgicas: INPA (quatro) e Museu Paraense Emilio Goeldi, (cinco), totalizando
80 amostras. Dessas nove amostras emprestadas, duas foram coletadas dentro da mesma
regido amostrada neste estudo(Manaus) e outras sete eram provenientes de regides distantes
do contato das duas subespécies: no rio Jurua (duas) e no rio Acre (uma), ambas no estado do
Acre, extremo oeste da Amazbdnia brasileira, a 1958 e 1620 km de Manacapuru,
respectivamente; em Coari (duas) no estado do Amazonas, a 338 km oeste da nossa regido de
coleta; e da Ilha do Marajé (duas), na foz do rio Amazonas, 928 km a leste de Parintins.



Figura 2: Pontos de coletas e nimeros de amostras (entre parénteses) dentro da distribuicdo da B. sanctithomae
(area sombreada) segundo a IUCN.A Representa as localidades onde foram realizadas coleta para este estudo; 1:
Manacapuru (21); 2: Manaus (6); 3: Novo Remanso (10); 4: Itacoatiara (20); 5: Urucara (4); 6: Parintins (10). A
Localidades das amostras de empréstimo: 1: Rio Jurud (2), no Acre; 2: Rio laco (1), no Acre; 3: Coari (2), no
Amazonas; 4: llha do Marajé (2), no Para.

Por restricdes metodologicas, em funcdo da capacidade do equipamento para uma
corrida e visando alcangar uma maior cobertura do genoma e maior nimero de locos, foram
selecionados 60 individuos para o sequenciamento. A sele¢do das amostras visou contemplar
todos os fenotipos encontrados. Para alcancar melhor resolugéo estatistica nas comparacgdes
entre populacGes geograficas, foram excluidas aquelas populagdes com menores nimeros de
individuos (Manaus, seis, e Urucard, quatro). No entanto, foram mantidas sete amostras
provenientes de localidades distantes do provavel contato entre os dois taxons, que
configuram, hipoteticamente, gen6tipos sem mistura.

3.2. Obtencéo de ddRAD tags

O DNA foi extraido utilizando o protocolo Fenol-Cloroférmio, e diluido a
concentragdo de 200ng. Para verificar a concentragdo de DNA das amostras foi utilizado o
equipamento NanoDrop 2000 Spectrophotometer da Thermo Scientific. As ddRAD tags foram
geradas seguindo o protocolo de Peterson et al. (2012), que utiliza duas enzimas de restricdo
para fragmentar o genoma. As enzimas utilizadas na digestdo do genoma foram a Sdal e a
Csp6l da Fermentas (Thermo Scientific), cujos sitios de cortes possuem oito e quatro pares de
bases, respectivamente.

Os adaptadores P1 e A foram ligados as extremidades dos fragmentos de DNA (Figura

3) utilizando a enzima T4 DNA ligase da Fermentas (Thermo Scientific), e cinco unidades de



ATP da Fermentas (Thermo Scientific) foram adicionadas para cada reacdo. Cada adaptador
possui sitios de anelamento de primers para amplificacdo, e o adaptador A possui uma
sequéncia de dez pares de bases chamada de barcode, associado a cada individuo, que foi
utilizada para identificar a procedéncia de cada fragmento sequenciado. Assim, para cada
individuo foi atribuido um adaptador A diferente, em que as sequéncias barcode se
diferenciavam das demais em pelo menos dois pares de bases.

O adaptador A tem formato “Y”, em que uma das fitas possui o sitio de anelamento
para o primer da PCR na extremidade 5°, mas a extremidade 3’ possui uma sequéncia
nucleotidica diferente e que ndo complementa a primeira fita — por isso o formato Y (Figura
3). Este adaptador tem este formato para impedir a amplificacdo de fragmentos em que ele

esta presente nas duas extremidades.
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Figura 3: O DNA é fragmentado pelas enzimas de restricdo Sdal e Csp6 e os adaptadores P1 e A sdo ligados aos
fragmentos. Nos adaptadores, estd em destaque a sequéncia do sitio de reconhecimento das enzimas (vermelho)
e as sequéncias dos sitios de anelamento para o primer da PCR (amarelo). O adaptador A também contém a
sequéncia barcode (laranja) e o adaptador P1 o sitio de anelamento para o primer do sequenciamento (azul).

Como a DNA Polimerase sintetiza uma nova fita complementar a partir da
extremidade 3’ da fita lider e a extremidade 3’ do adaptador A ndo possui sitio de anelamento
para o primer, aqueles fragmentos que possuem adaptador A nas duas extremidades ndo serdo
amplificados na PCR. Devido a esse formato do adaptador A, somente os fragmentos que
possuem o adaptador P1 em pelo menos uma das extremidades serdo amplificados. Ja os
fragmentos que possuem um adaptador P1 em uma extremidade e um adaptador A na outra,

durante o primeiro ciclo da PCR somente serdo amplificados a partir do sitio de anelamento



do adaptador P1 até a extremidade 5’ do adaptador A. Os fragmentos gerados nesses ciclos
possuem sitio de anelamento para PCR nas duas extremidades, portanto, estes fragmentos
serdo amplificados normalmente nos ciclos posteriores. Como o adaptador P1 se liga as
extremidades de corte da enzima menos frequente (Sdal), fragmentos com este adaptador em
ambas as extremidades serdo extremamente raros e potencialmente muito mais longos que a
nossa faixa de tamanho de interesse para o sequenciamento. Os fragmentos amplificados na
PCR serdo em grande maioria aqueles que possuem um adaptador de cada tipo em cada
extremidade (Figura 4).
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Figura 4: Os trés tipos de fragmentos obtidos depois da ligacdo dos adaptadores. (A) Os fragmentos com o
adaptador A nas duas extremidades ndo serdo amplificados devido a auséncia de sitio de anelamento para os
primers nas extremidades 5’. (B) Os fragmentos com adaptador P1 nas duas extremidades serfo raros. (C) Serdo
amplificados com maior frequéncia os fragmentos que possuem os dois tipos de adaptadores (4C).

Como o produto da digestdo tem uma concentracdo muito baixa para ser visualizada
em transiluminador UV, cada reacdo de digestdo foi amplificada via Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para a verificacdo de uma correta digestdo e presenca de adaptadores
ligados. O produto da PCR foi submetido a uma eletroforese em gel de agarose e visualizado
em transiluminador UV. Uma vez que a reacdo de digestdo tenha funcionado para todas as
amostras, foi feito um pool de digestbes, reunindo 10uL de cada produto de digestdo por
individuo, que foi submetido a purificagdo com kit Qiagen para eliminar quaisquer residuos,
proteinas e cofatores ndo incorporados das reacfes. As amostras purificadas foram diluidas
para um volume final de 50pL.

Através da PCR de verificagdo, foi observada a presenca de uma banda muito mais
forte que a digestdo (Figura 5). Presumimos que esta banda seria resultado da presenca dos
sitios de reconhecimento das enzimas no DNA mitocondrial, muito mais frequentes na

extracdo de DNA genémico que o DNA nuclear e que teria gerado mais fragmentos na
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amplificacdo.

Figura 5: Visualizagdo em gel de agarose do produto de PCR das digestdes, onde é possivel notar a presenca de
uma banda mais forte um pouco abaixo de 500pb.

Para selecionar os fragmentos a serem submetidos ao sequenciamento, o produto de
digestdo purificado foi submetido a uma corrida eletroforética no gel de agarose E-Gel®
SizeSelect™, 2% da Invitrogen'™ (Life Technologies). Foram selecionados para o
sequenciamento os fragmentos na faixa entre 300 e 400 pares de base. Esta faixa de interesse
levou em consideragdo o tamanho de sequencia que o sequenciador € capaz de gerar e,
também, visou excluir fragmentos da banda de DNA mitocondrial.O produto de digestdo
selecionado foi amplificado via PCR utilizando como enzima de sintese a DNA Polimerase
KlenTaq, que possui atividade corretiva no sentido 3’ para 5°, aumentando a fidelidade dos
fragmentos amplificados.

Em uma PCR de muitos ciclos, fragmentos de DNA que sdo amplificados desde o
primeiro ciclo de sintese podem ter, ao final da reacdo, maior nimero de copias que aqueles
que comecaram a ser amplificados apenas nos ciclos posteriores. Para minimizar o desvio
padrdo entre fragmentos representativos de cada individuo, foram realizadas quatro réplicas
da PCR, onde foram submetidos a apenas 16 ciclos de sintese de DNA. Apos a reacdo, 0s
conteudos dos quatro tubos foram transferidos para um Unico tubo, quantificados no
fluordmetro Qubit® 2.0 da Invitrogen, e diluido até a concentracdo indicada pelo fabricante
para o sequenciamento. Prosseguimos para as etapas do sequenciamento, no sequenciador lon
Personal Genome Machine® (PGM™), da Life technologies™, seguindo as instrucdes do

fabricante.
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3.3. Obtencéo de SNPs

Uma vez sequenciados os fragmentos e utilizando o plugin FastqCreator do software
Torrent Suite™, foram removidas as sequéncias nucleotidicas do adaptador P1 de cada
leitura. Do adaptador A, apenas o barcode contendo 10 pares de bases foi mantido junto a
sequéncia nucleotidica do fragmento.

As leituras e os scores de qualidade de sequenciamento foram transferidos para um
arquivo em formato FastaQ para serem analisadas no pipeline Stacks (Catchen et al., 2011).
Este pipeline é escrito em linguagem de programacdo C++, possui uma interface
implementada em PHP que interage com um banco de dados criado no MySQL, onde o0s
dados séo depositados. Os componentes de Stacks utilizados nas analises deste trabalho foram
Process_radtags; Ustacks; Cstacks; Stacks e o Population.

O primeiro componente foi utilizado para verificar a qualidade das leituras e se 0s
barcodes estavam intactos nas leituras “cruas”. As leituras menores que 250pb, com barcode
ndo identificado (com erro de sequenciamento em alguma das bases) e com score de
qualidade abaixo de 90% de confianca (utilizando o Phred Score de 10 — ver Ewing and
Green 1998) foram descartadas.

Como Stacks exige que as leituras tenham o mesmo comprimento para que Sejam
processadas pelo pipeline, todas as leituras foram cortadas em 250pb contados a partir do sitio
de restricdo da enzima Csp6l e o restante foi descartado.

A procedéncia de cada leitura foi identificada através da sequéncia barcode e estas
foram separadas em arquivos individuais, para entdo as sequéncias dos barcodes serem
retiradas da leitura.

Os arquivos individuais gerados pelo Process_radtags foram inseridos no Ustacks, um
componente do pipeline que alinha as leituras sem precisar de um genoma de referéncia, e
identifica os polimorfismos. Neste componente, as leituras idénticas foram agrupadas em
stacks (pilhas, em traducéo livre). As leituras dentro de um stack sdo chamadas de primarias,
e as leituras que ndo possuiram identidade perfeita com outras sdo chamadas de secundarias.
Para um stack ser formado, foi exigida uma cobertura minima (nimero minimo de leituras) de
quatro vezes. O pipeline calculou a cobertura média dos stacks e excluiu aqueles que possuia
cobertura maior que duas vezes o desvio padrdo, por se tratarem potencialmente de alelos
provenientes de elementos repetitivos (i. e. alelos de locos diferentes agrupados em um Unico
loco) (Catchen et al., 2011).

Para um organismo diploide, a expectativa para um loco homozigoto é que este
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contenha apenas um alelo e um loco heterozigoto contenha dois alelos (Catchen et al., 2013).
Para stacks diferentes serem associados a um mesmo loco, foi permitida uma distancia
méxima de quatro pares de bases e foi exigido que cada loco possuisse no méximo dois
stacks. Para resolver episodios de elementos repetitivos (em que alelos de diferentes locos séo
associados a um unico loco) ou de stacks formados a partir de leituras com erros de
sequenciamento, este pipeline possui um algoritmo heuristico que é ativado quando mais de
dois stacks sdo associados a um mesmo loco. Este algoritmo é baseado em arvores de
expansdo minima em que cada vértice se refere a um stack e as arestas que conectam 0s
vértices recebem um peso de acordo com a distancia nucleotidica entre os stacks. A hipotese
que melhor explica quais stacks pertecem a um mesmo loco € a que associa alelos com menor
distancia genética e separa os mais distantes (ver material suplementar em Catchen et al.,
2013). Os locos para os quais o algoritmo ndo conseguiu resolver os “alelos verdadeiros”
foram excluidos das demais anélises.

Para identificar se as diferencas encontradas entre dois stacks configuram um SNP
verdadeiro ou apenas um erro de sequenciamento, o pipeline utiliza um modelo estatistico de
méaxima probabilidade, que estima a probabilidade de erro de sequenciamento € em cada
posicao nucleotidica e calcula a probabilidade de polimorfismo em cada posicdo para cada
gendtipo possivel (homozigoto para o nucleotideo mais frequente e heterozigoto para os dois
nucleotideos mais frequentes). As duas hipéteses sdo testadas utilizando um teste de Qui-
quadrado (p < 0.05) e com grau de liberdade igual a 1 (Hohenlohe 2010). No caso de a
probabilidade de erro € ter excedido os limites minimos (0%) e maximo (1%), a informacao
da qualidade do sequenciamento naquela posicdo nucleotidica é utilizada para validar ou nédo
0 polimorfismo.

Depois de determinados todos o0s gendtipos de cada individuo, o componente Cstacks
cria um catalogo de locos para cada individuo, com uma sequéncia consenso para cada loco.
Através dessa sequéncia consenso 0 componente Sstacks cruza os catalogos individuais e gera
um Unico catalogo, de todos os locos de todos os individuos. Este catalogo, depositado em um
banco de dados do MySQL, pode ser acessado em uma interface grafica, na qual as
informagdes de gendtipos, cobertura dos alelos, sequéncia consenso e compartilhamentos
entre individuos podem ser verificadas a partir de cada loco ou de cada individuo, em uma
matriz bidimensional.

Através do componente Population, os genotipos dos locos presentes em no minimo
50% dos individuos foram extraidos do catalogo e transferidos para um arquivo de texto, em

formato Genepop, para execucao das analises seguintes. Para evitar a presenca de alelos raros,
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foram excluidos deste arquivo os locos cuja frequéncia de um dos alelos era menor que 5%.
3.4.  Analises

Foi criado um banco de dados dos 60 individuos submetidos ao sequenciamento, com
as caracteristicas fenotipicas observadas durante a analise dos espécimes (padrdo de mancha
pos-ocular e cor de iris - mais detalhes em Resultados). As amostras foram divididas em
grupos fenotipicos de interesse. Além do padrdo da mancha pos-ocular (trés variag@es) e cor
da iris (trés), os individuos também foram agrupados de acordo com a combinacdo de ambas
as duas caracteristicas fenotipicas (seis). Além dos grupos fenotipicos, as amostras também
foram agrupadas pelas localidades onde foram coletadas (sete) ou margens opostas do sistema
fluvial Solim@es/Amazonas (duas). Essas atribuicGes foram utilizadas para mapear 0S
individuos em populacdes a priori, para as analises a seguir.

Utilizando cada um dos agrupamentos fenotipicos (mancha, iris e os dois combinados)
foi calculada a diferenciacdo genética por loco via Fst de Wright, e a associacdo entre
fenotipo e genodtipo via teste exato de Fisher. Locos com valores de média de Fst com a
probabilidade menores ou iguais a 0,001, assim como associa¢fes com probabilidade menor
ou igual a 0,001 foram considerados significativamente diferentes. Essas analises foram
implementadas através da linguagem estatistica R, utilizando os pacotes padrao e especificos
de Adegenet, Ade4 e Pegas. Como utilizamos SNPs obtidos a partir da utilizacdo de enzimas
de restri¢do, cuja distribuicdo dos sitios de reconhecimento é aleatéria no genoma, n6s ndo
conhecemos a funcdo e a localizacdo dos locos amostrados no genoma. E provavel que os
SNPs que apresentam diferenciacdo significativa ndo estejam presentes nos genes que causam
a diferenciacdo, mas configurem regides fisicamente ligadas ou em desequilibrio de ligacdo
com estas (Stinchcombe & Hoekstra, 2007).

Para identificar agrupamentos bioldgicos dentro da espécie estudada, foi utilizado o
software STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), que emprega as frequéncias alélicas dos locos
para identificar estrutura genética entre grupos de individuos que caracterizam uma
populagdo. Foram conduzidas 10 réplicas assumindo numero de populagdes (K) igual a um,
para verificar a existéncia de uma Unica populagdo panmitica para os locos analisados. Foram
conduzidas andlises assumindo K=2 e K=3 com 10 réplicas cada. A probabilidade posterior
de cada K foi utilizada para verificar qual a hipotese que melhor explicaria 0 numero de
agrupamentos biolégicos identificados. Uma vez identificado o melhor K, foi testada qual a
distribuicdo dos individuos explicaria mais adequadamente a estrutura genética observada:

fenotipica ou geografica.
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Foram realizadas analises de distancia genética par a par entre populacdes. Para essas
analises, os individuos foram primeiramente divididos em populacdes de acordo com seus
fendtipos, e depois separados de acordo com as localidades de coleta, para verificar qual das
duas hipoteses explicaria as distancias genéticas. Para as comparacGes de distancia genética
entre as localidades, foram excluidas as localidades de fora da regido de coleta (Acre, Coari e
Ilha do Maraj0), por estarem muito distantes geograficamente e apresentarem baixo numero
amostral. Foi realizado teste de Mantel para verificar se existe correlagcdo entre a distancia
genética e a distancia geogréfica. O coeficiente de variacdo genética foi medido dentro e entre
populacdes fenotipicas diferentes, e foi utilizado para entender a quantidade de variacao que é
compartilhada entre as populacfes. Essas analises também foram implementadas através da
linguagem estatistica R, utilizando os pacotes padrdo e especificos de Adegenet, Ade4 e
Pegas.

Uma vez identificados os grupos bioldgicos no STRUCTURE, os individuos
geneticamente puros (com uma probabilidade maior que 90% de que seu genoma pertenca a
um Unico agrupamento bioldgico) e com fendtipos tipicos de cada uma das subespécies foram
submetidos a uma analise no software Bayescan (Foll e Gaggiotti et al.,2008). Este software
calcula o valor de Fst de cada loco e, a partir das diferencas nas frequéncias alélicas entre as
populacdes, realiza uma analise bayesiana para identificar aqueles locos potencialmente sob

selecdo.
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4. RESULTADOS

4.1. Variacao Fenotipica

Analisando o fendtipo de espécimes depositados nas colecdes ornitologicas do INPA
(76, sendo 71 coletados neste trabalho) e do MPEG (29), foram encontrados individuos
dentro da distribuicdo de B. s. sanctithomae com manchas pds-oculares pequenas e
assimétricas, tipicamente em apenas um lado da cabeca (Figura 6). A mancha pés-ocular foi
chamada de “ausente” quando o individuo nao apresentava nenhuma pena amarela na regiao
pos-ocular, em nenhum dos lados da face. O carater “presente” foi atribuido para aqueles
individuos que possuiam a mancha presente em ambos os lados da face, em formato simétrico
e evidente. Os individuos que apresentaram qualquer desvio do fendtipo considerado “puro”
das duas subespécies, como mancha pds-ocular de tamanho inferior ao observado em outros
individuos, presente em apenas um lado da face ou formato irregular ou assimétrico, foram
classificados como “intermediario”.

Além da do padrdo de mancha, notamos que existe uma variacdo na cor da iris que
apresenta congruéncia com a distribuicdo geogréafica das duas subespécies: branco-amarelada
para B. s. sanctithomae e marrom para B. s. takatsukasae (Figura 6). No entanto, assim como
para a mancha pos-ocular, foram encontradas variagdes do esperado fendtipo “puro” de cada
taxon para a cor de iris também. Individuos que apresentaram iris em tons acinzentados ou
numa tonalidade entre o bege e 0 marrom-acinzentado foram chamados de “intermediarios”.
Aqui, por convencdo, chamaremos a iris branco-amarelada do B. s. sanctithomae

simplesmente de “clara”.

/] .

o~ - 3 S B " B e F—
Figura 6: Variagdes fenotipicas encontradas em padrdo de mancha pé6s-ocular (primeira linha), variando desde
sem mancha (esquerda) e manchas pequenas até mancha amarela grande (direita). E em cor de iris (segunda
linha), variando de branco amarelado (esquerda) e tons de bege e cinza até marrom (direita).

4.1.1. Distribuicéo geografica da variacéo fenotipica

Dos 71 espécimes amostrados dentro da regido de coleta, foram observados 23

individuos com o fendtipo tipico da subespécie B. s. sanctithomae (mancha pds-ocular



16

ausente e iris clara) e 12 com o de B. s. takatsukasae (mancha pos-ocular presente e iris
marrom). Os 36 demais espécimes coletados possuiam estados intermediarios para os dois
caracteres ou uma combinagdo de estados intermediarios para um caracter e puro para outro.
Foram encontradas sete das nove combinac¢Ges possiveis de estados de caracteres (Figura 7).
As duas combinacdes ndo amostradas foram as que envolvem uma combinacao de um estado
puro de cada taxon: iris clara com mancha presente e iris marrom com mancha ausente.
Apenas um individuo apresentou a combinacdo de iris intermedidria com mancha ausente.

Todas as demais combinac6es foram observadas em pelo menos seis especimes.

Manacapuru Novo Remanso Itacoatiara (3);
(16); Manaus (5); Itacoatiara Urucaré (1);
‘é_' (4); Novo °§_ (9); Urucara (1); L§_ Parintins (2).
= Remando (4); S Total: 15. S Total: 6.
el Acre (3);Coari | 2 | ® 2
& (1). Total: 28. i L
Manacapuru Itacoatira (6). Itacoatiara (2);
(5); Manaus (2); Total: 6. Urucaré (2);
S Novo Remanso | 3 S Parintins (8);
= (1); Coari (). | = 3= llha do Maraj6
2| e Total 12. 2] * 2 (2). Total: 12.
i L L
Manacapuru Nunca Nunca
D). encontrado encontrado
L ] [ ]

Figura 7: Combinagdes fenotipicas amostradas e localidades em que foram encontradas. Os desenhos ilustram as
duas caracteristicas fenotipicas. A mancha pés-ocular ausente é mostrada, através do desenho verde atras do
olho, como no fendtipo 1. A variagdo intermediaria da mancha aparece nos fen6tipos 2, 3 e 5, como uma
pequena mancha amarela no meio da faixa verde. JA a mancha presente é ilustrada como uma faixa
completamente amarela, como nos fendtipos 4 e 6. A iris clara, presente nos fendtipos 1 e 2, aprece pintada de
‘branco-amarelado’. A iris intermediaria ¢ ilustrada em cinza, nos fenotipos 3 e 4. E a iris marrom ¢ apresentada
nos fenotipos 5 e 6. Os trés desenhos da Gltima linha mostram as combinagdes fenotipicas que foram amostradas
apenas uma vez ou nenhuma. Ao lado direito de cada desenho estéo as localidades em que aquela combinacéo
fenotipica foi amostrada, com nimero de individuos entre parénteses. Esses esquemas serdo utilizados em todo o
trabalho para ilustrar as combinagdes fenotipicas amostradas.

Das cinco amostras de B. s. sanctithomae de fora da regido de substituicdo, que foram
submetidas ao sequenciamento, quatro apresentaram o fendtipo tipico da subespécie. A
excecdo foi uma amostra de Coari, que apresentou vestigios de penas amarelas em um dos
lados da face. Os dois espécimes de B. s. takatsukasae, da Ilha de Marajo, apresentam o
fenotipo tipico dessa subespécie para as duas caracteristicas.

Em Manacapuru e Manaus, no rio Solimdes, foi observada a prevaléncia do fenétipo
tipico da subespécie B. s. sanctithomae (16 de 21 individuos coletados em Manacapuru e
quatro de seis em Manaus). Os demais espécimes destas localidades apresentam iris clara,

mas com vestigios de penas amarelas na regido pés-ocular, sempre de forma irregular ou
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pequena e por vezes assimétrica. Este padrdo irregular de mancha foi também observado em
individuos depositados nas colec¢des zooldgicas estudadas, provenientes de localidades a oeste
de Manacapuru: INPA 050 coletado a 41km nordeste de Coari, 338 km oeste de Manacapuru;
MZUSP Santo Antdnio do Ic4, 1264km a leste de Manacapuru, comunicagdo pessoal de Ribas
(2013); MPEG Rio Javari, Estirdo do Equador, 1749km leste de Manacapuru).

Procedendo de oeste a leste, os primeiros individuos com iris intermediaria foram
amostrados em Novo Remanso (Figura 8). Contudo, para o padrdo de mancha foram
encontrados apenas individuos com mancha ausente ou intermediaria nesta localidade. O
padrdo de mancha pos-ocular muda em Itacoatiara, onde todos os individuos passam a ter
algum sinal de presenca da mancha, e para alguns espécimes (oito, de 20), a mancha se torna
bem evidente e simétrica. Nessa localidade também foram amostrados os primeiros
individuos com iris marrom, e a iris clara ndo foi amostrada. A presenca de todas essas
caracteristicas faz de Itacoatiara a localidade onde o maior nimero de combinacdes
fenotipicas (quatro) foi amostrado (ver Figura 8).

Em Urucard foram amostrados as mesmas caracteristicas que Itacoatiara, mas o
numero de combinacdes foi menor (trés) e o fendtipo puro de B. s. takatsukasae ja predomina
na amostragem (50%). Em Parintins, localidade no extremo leste da regido de coleta, oito dos
dez individuos amostrados apresentaram fenotipo tipico de B. s. takatsukasae. Outros dois

individuos ainda apresentaram um padrdo de mancha irregular.

Novo llha do
Acre Coari Manacapuru  Manaus g . Itacoatiara Urucard Parintins Marajo
S -o—0—0—0—0—@—8

A A AV A A A

B
. Localidades de coleta ./5 o . 2

@ Amostras de empréstimo P
Figura 8: Combinagdes fenotipicas amostradas e localidades em que foram encontradas.

As distribuicdes geogréficas das duas caracteristicas fenotipicas puras se limitam nas
mesmas localidades: a mancha ausente e a iris clara do B. s. sanctithomae, da Amazonia
Ocidental, foi encontrada desde Manacapuru até Novo Remanso, e a mancha presente e a iris
marrom do B. s. takatsukasae foi amostrada a partir de Itacoatiara até Parintins (Figura 8). No
entanto, a variacdo fenotipica chamada de “intermediaria” para mancha pés-ocular tem
distribuicdo geografica distinta da variagdo intermediaria de cor de iris. Enquanto que a
mancha pos-ocular intermediaria foi amostrada em todas as localidades dentro da regido de
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coletas (e inclusive fora dela), a iris intermediaria esteve restrita as localidades nos limites dos
fenotipos puros (Novo Remanso e Itacoatiara) ou vizinhas a ela (Urucara).

Nas duas localidades em que foram realizadas coletas extensivas nas duas margens do
rio, Manacapuru e Itacoatiara, ndo foram detectadas diferencas nas distribuicdes dos fenotipos
entre as margens. Em Manacapuru, as duas combinacdes de fenotipos (mancha pos-ocular
ausente com iris clara; mancha pés-ocular irregular com iris clara) foram encontradas em
ambas as margens. Em Itacoatiara, houve maior nimero de combinac¢Bes de caracteristicas
fenotipicas amostradas (quatro). Entre elas, a combinacdo de iris marrom com mancha
intermediaria s6 foi amostrada em dois individuos na margem norte do rio. No entanto, esta
foi uma das combinacg6es registradas com menor frequéncia, tendo sido coletada apenas seis
vezes em toda a regido de coleta. Cada uma das caracteristicas fenotipicas foi amostrada em
ambas as margens.

4.1.2. Associacao de fenotipo a sexo e idade

Todas as caracteristicas observadas de cor de iris (clara; intermediaria; marrom) e
padrdo de mancha pos-ocular (ausente; intermediaria; presente) foram observadas em machos
e fémeas, de forma que estas caracteristicas ndo podem ser associadas claramente a sexo. Para
idade, foi observada uma grande incidéncia de jovens com iris intermediaria na localidade de
Itacoatiara (nove), onde o maior numero de jovens (12) foi coletado. No entanto, foi
observado que esta cor também ocorre em adultos (trés) de ambos os sexos, e outros
individuos jovens possuiam iris clara (um) ou marrom (um). Portanto, o grande ndmero de
jovens em ltacoatiara, provavelmente devido a época da coleta, se confunde com a
prevaléncia de iris de cor intermediaria, que por sua vez ndo parece estar relacionada
conclusivamente com a idade dos individuos.

4.2. Variacdo Genética

O sequenciamento gerou 4.182.466 de leituras, que variaram de oito a mais de 400
pares de bases de comprimento. Para cada individuo submetido ao sequenciamento, foram
geradas entre 40.000 e 80.000 leituras. Dois individuos tiveram eficiéncia do sequenciamento
muito abaixo dos demais (RCC043 e RCCO012) e por isso foram excluidos das andlises,
permanecendo 58 exemplares no estudo molecular.

Para processar os dados no Stacks (Catchen et al., 2013) todas as leituras abaixo de
250pb foram excluidas. Essas leituras se tratavam de fragmentos fora da faixa de interesse e
gue nédo deveriam ter sido submetidos ao sequenciamento. As leituras com comprimento igual

ou acima de 250 pb foram submetidas as analises para criar os catdlogos de locos e detectar
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SNPs.

O catalogo gerado por Stacks contou com um total de 11.484 locos, sendo 2.090 locos
polimérficos (com um ou mais SNPs). No entanto, observamos que muitos desses locos
foram sequenciados para um ndmero muito baixo de individuos em comum. Para as analises a
sequir, foi selecionado um subset com 364 SNPs, que foram comuns a pelo menos 50% dos
individuos e cuja frequéncia dos alelos eram maiores que 5%.

4.2.1. Associacdo de locos ao fenétipo

As analises de diferenciagdo genética por loco mostraram que, em todas as
comparacOes fenotipicas, a maior parte do genoma apresentava pouca diferenciacdo, com
poucos locos diferenciados. A frequéncia dos valores de Fst dos locos apresentou uma
distribuicdo normal, com alguns poucos locos apresentando diferenciacdo discrepante dos
demais (Figuras 9, 10 e 11).
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Figura 9: Distribuicdo de frequéncias das médias dos valores de Fsr por loco, na comparagao de populacdes com
padrdes de mancha diferentes. No eixo X estdo os valores de Fst e no eixo Y o nimero de locos.



20

25
J

15

10
I
]

I I m flon o :

0.0 0.1 0.2 03

Figura 10: Distribui¢do de frequéncias das médias dos valores de Fsr por loco, na comparacdo de populagGes
com cores de iris diferentes. No eixo X estdo os valores de Fsr € no eixo Y o nimero de locos.
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Figura 11: Distribuicdo de frequéncias das médias dos valores de Fst por loco, na comparagdo de populac6es
com diferentes combinac@es das duas caracteristicas. No eixo X estdo os valores de Fsr € no eixo Y 0 nimero de
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locos.

No numero de locos com diferenciacdo significativa, para o Fst de Wright, as
comparac0es de iris e mancha apresentaram o mesmo numero de locos (sete), enquanto que a
comparacdo com as duas caracteristicas fenotipicas apresentou apenas quatro locos com
diferenciacdo significativa. Os valores de diferenciacdo nos locos das comparagdes de iris

séo, em geral, mais altos que os das comparacGes de mancha (Tabela 1).
Tabela 1: Locos que apresentaram significancia maior que 0,001 para o indice de diferenciacdo Fsr de Wright.
As comparacGes foram realizadas entre os agrupamentos a priori de cor de iris, mancha e ambas as

caracteristicas fenotipicas, incluindo todos os caracteres amostrados.

fris Mancha Ambos

Loco Valor Loco Valor de Loco Valor
de FST FST de FST

226 90 0,205 226 90 0,164 226 90 0,286

309 81 0,217 309 81 0,182 309 81 0,337

924 176 0,350 888 118 0,181 1008_158 0,242

1008 158 0,192 924 176 0,177 1582 247 0,225

1009 _209 0,194 1008_158 0,222

1157 41 0,237 1582 247 0,183

1868 124 0,186  3632.49 0,156
Numero total de locos 7 7 4
com diferenciacéo

significativa:
As comparacdes do teste exato de Fisher entre as populacGes de cores de iris

diferentes apresentaram quatro locos com valores significantes, enquanto que as comparacgdes
entre as populagdes com padrdo de mancha diferente e entre as populacdes de combinacGes

fenotipicas apresentaram dois e um, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2: Locos que apresentaram significAncia maior que 0,001 no teste exato de Fisher de diferenciacdo. As
comparagOes foram realizadas entre os agrupamentos a priori de cor de iris, mancha e ambas as caracteristicas

fenotipicas, incluindo todos os caracteres amostrados.

Iris Mancha Ambos
Loco Valorde P Loco Valorde P Loco Valor de
226_90 0,00034 1008_158  0,00041 1008_158 5,0005
1010_199 0,00013 2177_216 0,00037
1010_208 0,00022
1157 41 0,00045

Numero total 4 2 1

de locos com
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diferenciacéo
significativa:
4.2.2. Analises de estrutura populacional

O ndmero de grupos biolégicos com maior probabilidade de ocorréncia entre as
amostras sequenciadas é dois (In Pr (X|K=2) = -10700). A probabilidade posterior de K=1
foi mais baixa (In Pr (X|K=1) =-10900) rejeitando a hipotese de panmixia entre todos o0s
individuos amostrados. A probabilidade posterior de existir trés grupos bioldgicos entres as
amostras também foi mais baixa do que a probabilidade de existéncia de dois grupos (In Pr
(X|K=3) = -11000, Figura 12).
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Figura 12: Grafico de probabilidades posteriores de ndmero de grupos biol6gicos dentre as amostras de
Brotogeris sanctithomae. As barras verticais representam o desvio padrdo com base em 10 réplicas. llustragdo
gerada no programa Harvester.

Os individuos com combinagdes fenotipicas que incluem iris clara possuem quase
sempre apresentaram maior probabilidade de pertencer ao grupo bioldgico vermelho (Figura
13). Da mesma forma, as demais combinacdes de fenotipos que envolvem iris intermediaria
ou marrom, sdo compostas na sua maioria por individuos cuja probabilidade de pertencerem
ao grupo biolégico azul é maior que 85%. Os poucos individuos de iris clara cuja
probabilidade maior é que pertenca ao grupo azul que vermelho (RCC082, com q2=54.6% e
RCCO073, com 2=67,83%) e os dois individuos com iris intermediaria ou marrom com
percentual de mistura alto (RCC021 g2=63,3% e RCC075 2=58,32%) sdo provenientes de
Itacoatiara e Novo Remanso, as localidades em que ocorre sobreposicdo das distribuicdes dos
dois grupos, e regido de grande variacdo nas frequéncias de ql e g2.

A diferenciacdo dos individuos com iris clara dos individuos com iris intermediaria ou

marrom, também pdde ser observada quando observamos nimero de grupos biolégicos igual
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a trés (Figura 13). Quando assumimos este numero de grupos, € possivel verificar que os
individuos de iris clara tém maior probabilidade de pertencerem ao grupo vermelho, enquanto
que os individuos de iris intermediaria e marrom possuem probabilidades similares de
pertencerem aos grupos verde ou azul. Em nenhuma das hipo6teses de numero de grupos
bioldgicos (K=2 e K=3) é possivel diferenciar geneticamente as populacdes de iris
intermediaria e de iris marrom.

J& para a variacdo no padrdo de mancha pds-ocular, ndo houve diferenciagdo tdo
discreta. Por mais que a maior parte dos individuos com cada um dos fenétipos puros esteja
em grupos diferentes, a distribuicdo dos gendtipos dos individuos com mancha intermediéria
demonstra que esta € uma mudanca em gradiente (clina), sem associacdo ao fendtipo. A
distribuicdo do padrdo de mancha dos individuos nos grupos bioldgicos parece ser melhor
explicada pela cor de iris, j& que os individuos com iris clara estdo frequentemente associados
a auséncia de mancha. Quando observamos as duas caracteristicas combinadas (figuras 13A e
13D) € possivel ver que ficam restritos ao grupo biolégico vermelho individuos das duas

combinagdes que envolvem iris clara.
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Figura 13: Distribuicdo dos individuos de B. sanctithomae segundo as caracteristicas fenotipicas, a partir de
agrupamentos a priori de fen6tipo. (A) para as duas caracteristicas juntas, (B) para padrdo de mancha e (C) para
cor de iris e (13) para os dois fen6tipos com k=3.

Na distribuicdo dos individuos por localidade (Figura 14A) é possivel observar que
em cada extremidade geografica ha, em maioria, individuos de genétipo puro ou quase puro
para uma das subespécies. A oeste, os individuos do Acre, Coari e Manacapuru apresentaram
q1>88%, enquanto que na Ilha do Marajé e em Parintins, as duas populacGes mais orientais
apresentam sempre 2>96%. A maioria dos individuos geneticamente intermediarios se
encontra no centro da regido de substituicdo, mas com grande variagdo nas porcentagens de
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mistura. Em Novo Remanso, localidade que apresentou maior numero de individuos
geneticamente intermediarios, os valores de g2 variaram de 4,64 a 95,37%. Ja Itacoatiara
contou com apenas um individuo com genoma com grande mistura (RCC021 q2=63,3%), 0s
demais espécimes desta localidade apresentam 2>85%, ficando gradativamente mais

similares a Parintins.

Geogréfico

Acre Coari  Manacaupuru MNovo Remanso ltacoariata Parintins  |lhado
Marajo

Margens

MNorte

Sul
Figura 14: Distribuicdo dos individuos em fungdo dos agrupamentos a priori de localidade. (A) para localidade
em que foram coletadas ao longo da varzea e (B) para margem dos rios Solimdes/Amazonas.

As populagdes do Acre e de Coari, distantes 1.958, 1.620 e 338 km, respectivamente,
a oeste do inicio da nossa regido de coleta, se agruparam com as amostras de Manacapuru. Da
mesma forma, os individuos da Ilha de Marajo e Parintins, distantes 928 km, também
compuseram 0 mesmo agrupamento bioldgico. A substituicdo dos gendtipos parece acontecer
entre Novo Remanso e Itacoatiara, localidades que estdo apenas 72.5 km de distancia.

A comparacao dos individuos entre as margens direita e esquerda do sistema fluvial
SolimBes/Amazonas, a Unica que dispde os individuos em uma comparacao entre norte e sul,

ndo indica a existéncia de estrutura genética entre os conjuntos de amostras.
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Figura 15: Distribuicdo geogréfica dos fenotipos puros de cada caracteristica e dos grupos bioldgicos. Na
primeira linha, a cor verde corresponde a distribuicdo da mancha ausente, e a cor amarela da mancha presente.
Na segunda linha estéo as informacdes dos fenétipos de iris: branco-amarelado para a distribuicdo da iris clara, e
marrom para fris marrom. Na terceira linha, a cor vermelha se refere a distribuicdo do grupo genético de B. s.
sanctithomae e o azul para o B. s. takatsukasae. Em cinza estdo as frequéncias das variacdes intermediarias de
iris e de mancha, e de genotipos hibridos, para cada localidade. Os fenotipos tipicos se limitaram entre as
localidades vizinhas Novo Remanso e Itacoatiara. Individuos com genoma “puro” das duas subespécies co-
ocorreram em Novo Remanso. Enquanto que a variagdo intermediaria de mancha foi amostrada em todas as
localidades, a variagdo intermedidria de iris e os individuos misturados geneticamente foram amostrados apenas
nas localidades préximas da substituicdo das subespécies.

4.2.3. Distancia genética

Nas analises de distancia genética entre os grupos fenotipicos, as comparagdes que
apresentaram maiores valores foram as que envolvem os fenotipos tipicos de cada
caracteristica fenotipica. A distancia genética entre mancha ausente e mancha presente foi de
0,013 e entre iris clara e iris marrom foi de 0,025 (Tabelas 3 e 4). J& os menores valores foram
observados naquelas comparacdes que envolvem a caracteristica intermediéria com o fenétipo

de B. s. takatsukasae — 0,002 para padrdo de mancha e 0,006 para iris.

Tabela 3: Valores de distancia genética das comparacBes par a par entre os grupos de populacdes de B.
sanctithomae com padrdo de mancha pés-ocular diferente.

Mancha Mancha

ausente intermediaria
Mancha 0,005
intermediaria
Mancha 0,013 0,002

presente
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Tabela 4: Valores de distancia genética das comparacdes par a par entre os grupos de populacbes de B.

santithomae com cores de iris diferentes.

Iris clara Tris
intermediaria
Iris 0,012
intermediaria
fris marrom 0,025 0,006

Quando realizadas comparagfes entre as populacdes onde os individuos foram
agrupados a partir da combinacdo das duas caracteristicas, foi observado que os maiores
valores de distancia genética ocorreram quando foram comparadas as duas combinagdes com
iris clara com a combinacdo fenotipica tipica de B. s. takatsukasae (0,016 e 0,013, Tabela 5).
Todas as comparacGes de distancia genética entre iris intermediaria e iris marrom

apresentaram valores negativos, demonstrando ndo haver diferenciacao nessas comparacoes.
Tabela 5: Valores de distancia genética das comparacfes par a par entre 0s grupos de populagdes com

combinacgdes fenotipicas diferentes.

Combinacéo Combinacéo Combinacéo Combinacéo Combinacgéo
fenotipica 1 fenotipica 2 fenotipica 3 fenotipica 4 fenotipica 5
Combinacao -0,006
fenotipica 2
Combinacéo 0,011 0,007
fenotipica 3
Combinacao -0,195 -0,201 -0,212
fenotipica 4
Combinacéao -1,103 -0,108 -0,116 -0,262
fenotipica 5
Combinagéao 0,016 0,013 -0,003 -0,227 -0,102
fenotipica 6

Nas comparacOes geograficas entre localidades, é possivel observar que as localidades
imediatamente vizinhas apresentam valores baixos de distancia genética (0,009, 0,005 e
0,005, Tabela 4). A maior distancia genética foi encontrada entre as localidades que
apresentam maior distancia geografica e onde predominam os fendtipos e genotipos “tipicos”
de cada subespécie — Manacapuru com B. s. sanctithomae e Parintins com B. s. takatsukasae
— com valor de 0,023.

A comparagéo entre Manacapuru — onde predomina B. s. sanctithomae — e Itacoatiara
— regido que apresentou pouca mistura genética, predominando B. s. takatsukasae —
apresentou a segunda maior distancia genetica (0,017), mesmo estas localidades estando a
apenas 190km de distancia uma da outra. Essa distancia geografica € menor que a distancia
entre Parintins e Novo Remanso (321,5km) e Parintins e Itacoatiara (249km), cujas distancias

genéticas foram de apenas 0,008 e 0,005, respectivamente (Tabela 6). No entanto, essas outras
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comparacgdes envolvem apenas localidades de predominancia fenotipica e genotipica do B. s.
takatsukasae (Parintins e Itacoatiara) ou regido de encontro dos grupos genéticos e co-
ocorréncia dos dois morfotipos tipicos (Novo Remanso). O teste de Mantel apresentou
coeficiente de correlacdo alto entre as distancias genéticas e geograficas (r=0,706), mas nao
significativo (P=0,13).

Tabela 6: Valores de distancia genética das comparac@es par a par entre as populacdes de B. sanctithomae de

localidades diferentes. Entre parénteses esta a distancia geografica entre essas populac@es, em quilémetros.

Manacapuru Novo Remanso Itacoatiara
Novo Remanso 0,009 (183)
Itacoatiara 0,017 (190,5) 0,005 (72,5)
Parintins 0,023 (505) 0,008 (321,5) 0,005 (249)

4.2.4. Variacao entre e dentro das populagdes

A variagdo genética observada entre as populagdes com caracteristicas fenotipicas
tipicas de iris e de mancha apresentaram valores semelhantes para o coeficiente de variagcdo
dentro das populacbes (19,05 e 19,03, respectivamente) e o entre as populacdes (80,95 e
80,98, respectivamente) (Tabela 7). Nota-se que, em ambas as comparacgdes, a maior parte da

variacdo genética encontra-se entre as populagdes, e ndo dentro delas.
Tabela 7: Coeficiente de variagdo fenotipica das comparagdes par a par entre as populacBes a partir dos
agrupamentos a priori de cor de iris, padrdo de mancha e ambas as caracteristicas fenotipicas, incluindo todos os

caracteres amostrados.

Coeficiente de Varia¢do

dentro das populages Entre as populages
iris 19,05 80,95
mancha 19,03 80,98

4.2.5. Locos sob selecdo divergente

Para a andlise de possiveis locos sob selecdo divergente, foram selecionados apenas
aqueles individuos que apresentaram fendtipos tipicos das subespécies nas duas
caracteristicas e gendtipo proximo de “puro” (segundo as analises do STRUCTURE). Esses
individuos foram separados em dois grupos, cada um correspondendo a uma das subespécies,
e foram comparados com uso do software Bayescan. Os resultados desta analise também
apontaram variacdo nos valores de diferenciacdo entre os locos, demonstrando que as
subespécies experimentam niveis variados de diferenciacdo. Entre os 364 locos analisados, a
maior parte do genoma mantém diferenciacdo muito baixa. Os dois locos que apresentam

maiores valores de diferenciacdo (loco 226 90 com Fsr= 0,333 e loco 1008 158 com
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Fst=0,333) apresentaram valores de a positivo (1,15 e 1,20, respectivamente). Valores de o
positivos significam selecdo divergente (Foll & Gaggiotti 2008). Além disso, esses locos
apresentaram fator de Bayes de 1,15 e de 0,592, respectivamente, 0 que segundo a
interpretacdo de Jeffrey (Foll & Gaggiotti 2008) significa que as evidéncias de selecéo

divergente para esses locos sdo substancial e forte, respectivamente.
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Figura 16: Valores de Fsr por loco, realizado no software Bayescan. Um loco (68) apresenta fator de Bayes
maior que 1.0 (forte evidéncia de selecéo).
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5. DISCUSSAO

Foi observada a ocorréncia de dois morfotipos tipicos dentro da espécie Brotogeris
sanctithomae. B. s. sanctithomae, encontrado na porcdo ocidental da Amazo6nia possui iris
clara e ndo apresenta penas amarelas na regido pds-ocular, enquanto que B. s. takatsukasae,
da regido mais oriental, tem iris marrom e uma mancha amarela na regido pos-ocular. Na
regido de encontro dos dois tdxons, observamos a ocorréncia de varias formas intermediarias
das duas caracteristicas. As formas intermediarias de iris e de mancha podem ser encontradas
em um mesmo individuo ou cada uma pode ser combinada com estados puros do outro
carater, gerando varias combinaces fenotipicas.

As analises genéticas corroboraram que ha dois grupos bioldgicos entre os individuos
amostrados. Esses grupos bioldgicos correspondem aos individuos que possuem iris clara (B.
s. sanctithomae) e aos individuos que possuem iris intermediaria ou marrom (B. s.
takatsukasae). Portanto, a cor da iris € uma caracteristica que melhor diagnostica as duas
subespécie. E também a caracteristica que separa B. s. sanctithomae de todos os demais
taxons do género, visto que o marrom € a cor de iris de todas as demais espécies. A variacao
na mancha pos-ocular ndo diferenciou os grupos bioldgicos e a ocorréncia de manchas
irregulares e assimétricas se estendeu por toda a regido geografica amostrada e mesmo fora
dela, demonstrando que esta caracteristica pode sofrer introgressdo mais frequente que a cor
dairis.

Os individuos de B. sanctithomae amostrados em margens opostas do rio Amazonas
ndo apresentaram diferencas genotipicas e fenotipicas geograficamente consistente,
evidenciando que o modelo de endemismo por interflivios ndo se aplica para este psitacideo.
Mais de uma vez, durante as coletas, bandos de aproximadamente 20 individuos foram
observados completando a travessia do rio, partindo de uma margem, até se aproximarem de
arvores altas na margem oposta. Neste sentido, o rio Solimdes/Amazonas nao constitui uma
barreira para o fluxo génico nesta espécie e a variagdo fenotipica e genotipica indica
diferenciacdo entre a Amazonia Ocidental e Oriental.

5.1.  Selecdo de locos para analises genéticas

A alta taxa de missing data nos bancos de dados de RAD tags e ddRAD tags &, em
partes, explicada pelos polimorfismos nos sitios de reconhecimento das enzimas de restricao.
Em estudo recente com esta técnica, Wagner et al. (2013) mostraram que apenas 0,5% dos
locos sdo comuns a mais de 95% dos individuos e apenas 5% dos locos estdo presentes em

mais de 80% dos individuos. Além disso, eles verificaram o efeito do tamanho do banco de
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dados (e, implicitamente, da quantidade de missing data permitida) para reconstrugédo
filogenética. Eles concluiram que, para estudos filogenéticos, mesmo as matrizes menores ja
conseguiram resolucdo dos clados, nunca obtida anteriormente com marcadores
mitocondriais. No entanto, as arvores com melhor resolucdo filogenética e maior suporte
estatistico foram geradas a partir de matrizes maiores, a despeito da quantidade de missing
data.

5.2. Variagdo no genoma de Brotogeris sanctithomae

As duas subespécies de Brotogeris sanctithomae apresentam niveis variados de
diferenciacdo genética. Alguns locos apresentaram diferenciacdo em todas as comparacdes de
cada uma das caracteristicas fenotipicas, e também das duas combinadas. 1sso ja era esperado,
devido a correlagcdo entre as duas caracteristicas tipicas de cada subespécie, que torna 0s
grupos populacionais das comparac@es similares. Mas isso também pode ser reflexo de alguns
fendmenos. Novas mutacBes sdo mais provaveis de divergirem entre populaces se elas
surgirem em regifes gendmicas que ja apresentam introgressdo reduzida (Rieseberg, 2001;
Nosil et al., 2009). Supondo que cada uma das caracteristicas fenotipicas estudadas é regulada
por genes diferentes, o fato dos caracteres divergirem entre as duas subespécies, mas em cada
subespécie estarem frequentemente associados e apresentarem sinais de diferenciacdo
genética em locos em comum, nos faz cogitar que esses genes possam estar ligados
fisicamente. Dessa forma, os SNPs amostrados estariam associados as duas regides
genbmicas responsaveis pelos fenotipos e o que explicaria a diferenciacdo genética em todas
as comparacdes efetuadas. Uma explicacdo alternativa para essa estrutura genética em locos
em comum seria que as duas caracteristicas sdo reguladas por um mesmo gene (i. e.
pleiotropia).

Quando duas populacbes apresentam diferenciacdo genética devido a atuacdo de
selecdo divergente, a forca da selecdo influenciard a quantidade de diferenciagdo apresentada
em locos associados a regido genética sob selecdo (Nosil et al., 2009). O fato de as
comparacbes de cor de iris apresentarem maior numero de locos significativamente
diferentes, e por vezes maior estruturagdo genética, pode significar que esta caracteristica
sofre maior selecdo, e consequentemente, a introgressdo desta caracteristica na outra
subespécie acontece em menor frequéncia.

5.3. Separacdo entre Leste e Oeste da Amazbnia e conexdo ocasionando contato

secundario

O fato dessa regido de varzea da Amazonia central brasileira também representar o
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local de substituicdo para varios taxons aparentados de aves (Cohn-Haft et al., 2007) e de
outros grupos de organismos (formigas, aranhas, arvores e peixes) (Vasconcelos et al, 2007;
Venticinque et al., 2007; Albernaz et al., 2007; Zuanon et al., 2007) nos leva a acreditar que a
especiacdo desses tdxons ocorreu devido a um evento de alopatria histérica na varzea, com
posterior contato secundario. De fato, de acordo com as evidéncias geoldgicas, a historia
evolutiva da Amazonia envolve um longo periodo no qual as porcdes leste e oeste estiveram
separadas (Hoorn et al., 2010, Latrubesse et al 2010, Nogueira et al 2013).

De acordo com as reconstrugdes paleoambientais mais aceitas, antes da drenagem do
rio Amazonas existir da forma que a conhecemos hoje, existia na porcdo ocidental da
Amazonia uma grande regido dominada por ambientes lacustres, conhecida como lago Pebas.
A porcao leste, por outro lado, ja era caracterizada por um sistema de drenagem fluvial, mas
de menor extensao que o atual. Ali, existiu um precursor do baixo rio Amazonas, mas que nao
se conectava com o sistema lacustre a oeste. A conexdo entre as duas regides se deu apenas
apos o soerguimento dos Andes, que gerou grande aporte de sedimentos na bacia sedimentar
do oeste e propiciou a conexdo entre os dois sistemas, causando a drenagem do sistema
lacustre e a formagdo de um sistema fluvial transcontinental direcionado para leste. No
entanto, a data desta conexdo é altamente debatida na literatura geologica atual. Alguns
autores propdem que ela ocorreu ha cerca de 10 milhGes de anos (Hoorn et al., 2010),
enquanto outros estudos propdes uma data bem mais recente, entre seis (Latrubesse et al.,
2010) e dois (Campbell et al., 2006) milhdes de anos. Por outro lado, pouco se sabe sobre
como os ciclos glaciais podem ter afetado as florestas de varzea no passado recente. O ultimo
méaximo glacial, ha cerca de 18 mil anos, parece ter sido uma época mais seca no leste da
Amazobnia, enquanto o oeste manteve-se Umido (Cheng et al., 2013), mas ndo sabemos se essa
época mais seca poderia causar descontinuidades na distribuigdo da varzea.

Para entender se algum evento geoldgico pode ter afetado a distribuicdo geogréafica
das linhagens de B. sanctithomae, ainda é necessario investigar ha gquanto tempo esta espécie
esta divergindo e encontrar hipoteses que expliquem esta divergéncia. Ainda, é necessario
estudar a especiacdo dos outros pares de linhagens para entender se as regides de endemismo
na varzea podem ser explicadas por uma mesma histéria evolutiva ou se eventos diferentes
podem ter contribuido para as distribui¢Ges atuais das linhagens.

5.4. Refutando a hipotese de selecio natural divergente

Na regido de substituicdo das duas subespécies, ndo existe barreira fisica atual, apenas

diferengas ecologicas sutis. As matas de varzea da Amazonia ocidental e oriental possuem
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paisagens diferentes, sendo mais altas, fechadas e densas na regido oeste e mais abertas,
baixas (e com maior ocupacdo humana e pecuaria) na regido leste (Albernaz et al., 2007).

Contudo, selecdo divergente somente poderia explicar as diferengas observadas entre
as duas subespécies se a substituicdo de paisagens acontecesse de forma tdo subita quanto a
substituicdo dos morfotipos. Como as paisagens de varzea vao sendo substituidas de forma
gradual e a substituicdo das linhagens acontece de forma abrupta, com uma regido de
sobreposicdo estreita, € improvavel que as diferencas ecoldgicas nas paisagens sejam
responsaveis por causar a divergéncia entre as linhagens de Brotogeris sanctithomae.
Tampouco poderiamos afirmar que a regido de sobreposicdo de linhagens e a presenca de
morfotipos intermediarios caracteriza uma clina, uma vez que cada uma das subespécies tem
extensa distribuicdo e a regido de contato e hibridizacao fica restrita a uma faixa de poucos
quilémetros.

Além disso, enquanto que as linhagens apresentam diferencas morfoldgicas bem
evidentes, as diferencas nas paisagens sao sutis, e podem ter sido causadas depois da
ocupacdo humana recente. Além do mais, na Amazonia Oriental, ao longo da distribuicéo de
B. s. takatsukasae, a mata volta a ficar parecida com as florestas de varzea da Amazonia
ocidental, enquanto que a subespécie encontrada continua a mesma, portanto ndo existe uma
adaptacdo ecologica da subespécie ao ambiente. Acima de tudo, as diferentes caracteristicas
fenotipicas observadas nas duas subespécies ndo parecem representar vantagens adaptativas.
Logo, é presumivel que elas ndo estejam sujeitas a selecdo natural.

5.5.  Selecdo sexual e Hibridizacao

Duas populacfes estreitamente aparentadas podem estar em contato e néo
conseguirem se reproduzir livremente caso exista entre elas alguma forma de isolamento
reprodutivo (Dobzhansky, 1970). Esse tipo de barreira impede o fluxo génico e mantém as
populacdes divergindo. As barreiras reprodutivas podem acontecer antes do cruzamento,
através de diferencas ecoldgicas entre as duas linhagens que as impedem de cruzar e formar
zigotos hibridos (Schluter, 2000). Entre os tipos de barreiras pré-cruzamento, estad o
isolamento sexual, em que a variacdo ndo compartilhada entre as linhagens faz com que os
individuos ndo possuam atracdo pelo outro e ndo se reconhegam como parceiros potenciais.
Seehausen et al. (2008) demonstraram associacdo entre a coloracdo do corpo do macho e
preferéncia sexual da fémea entre populagdes divergentes de ciclideos do lago Victoria, na
Africa. Esse mesmo mecanismo, em que os individuos preferem acasalar com seus

semelhantes, parece acontecer entre as duas linhagens de Brotogeris sanctithomae, mas



34

eventualmente é superado na regido onde as duas linhagens se encontram.

Quanto a existéncia de barreiras de isolamento ap0s o cruzamento, ndo é possivel
saber se toda prole hibrida seria vidvel e fértil, tampouco sabemos se esses individuos
possuem fitness igual ou inferior aqueles geneticamente puros. Mas nds pudemos observar
que h& hibridos vidveis e que a introgressdo ocorre com frequéncia. Logo, caso existam
barreiras pos-cruzamento, elas sdo frageis e frequentemente vencidas. No entanto, a regido de
contato é geograficamente limitada e foram amostrados poucos individuos geneticamente
mistos, mesmo dedicando os esfor¢os de coleta a uma regido suscetivel ao encontro deles.
Com isso, é dificil de acreditar que 0s mecanismos pré-cruzamento, que ja apresentam
fragilidade, sejam a Unica barreira que impede as duas subespécies de cruzarem livremente.

Ao contrario das regiBes distantes do contato, na regido de substituicdo das
subespécies nao existe associacdo perfeita de gendtipo puro com fen6tipo puro. Os individuos
morfologicamente intermediarios frequentemente possuem o genoma quase puro e os hibridos
por vezes apresentam fendtipo tipico de uma das subespécies. Isso pode ser explicado por
introgressdo, em que o hibrido — quando viavel e fértil — cruza com outro hibrido ou com
individuos de uma das linhagens parentais, por mais de uma geracdo. O cruzamento do
hibrido com um individuo puro pode gerar uma prole geneticamente mais homogénea, mas
gue retém uma peguena quantidade de genoma misturado que mantém tracos fenotipicos da
outra linhagem. E quando o hibrido cruza com outro hibrido, mantém o genoma misturado,
mas diminui a heterozigozidade. Com isso, 0s locos responsaveis pelo fen6tipo podem ficar
homozigotos e expressar caracteristicas fenotipicas puras. Sendo assim, na regido proxima ao
contato entre as duas subespécies, nenhum fenétipo funciona como diagnéstico de hibrido ou
linhagem pura.

A distribuicdo geogréfica de hibridos é congruente com a distribui¢do da variacéo de
iris intermediaria, ja mancha pos-ocular intermediaria foi amostrada ao longo de uma maior
extensdo, e inclusive a milhares quilémetros de distancia da regido de contato. Isso corrobora
a hipotese que a cor da iris pode ser uma barreira de isolamento mais eficiente em manter as
linhagens separadas, e a mancha pds-ocular, por ser uma barreira mais fragil, consegue
realizar introgressdo com mais frequéncia e estar presente em maior extensao.

Os hibridos genéticos foram amostrados numa faixa geografica restrita em Novo
Remanso e um individuo foi amostrado na vizinha Itacoatiara. Entretanto, as duas localidades
adjacentes a esta regido - Manaus e Urucard - ndo foram sequenciadas. Os individuos
coletados em Manaus apresentaram homogeneidade fenotipica em relagdo a cor da iris, mas

esta localidade estd imediatamente ao lado de Novo Remanso, onde foi amostrada maior
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frequéncia de individuos geneticamente misturados e contato das duas subespécies. A
inclusdo de Manaus no sequenciamento poderia aumentar a extensdo da faixa onde sao
encontrados os hibridos. J& Urucard, apesar de apresentar uma maior variacdo fenotipica, esta
mais distante do contato dos grupos genéticos e provavelmente seus individuos apresentariam

geneética mais similar a de B. s. takatsukasae.
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6. CONCLUSAO

Uma analise filogenética das espécies de Brotogeris (Ribas et al., 2009) utilizou
amostras das duas subespécies de procedéncias geograficas distantes centenas de quilometros
da zona de hibridizacao das duas subespécies, onde presume-se existir apenas individuos com
fendtipos e gendtipos tipicos de cada td&xon. Embora o objetivo daquele estudo ndo tenha sido
investigar o polimorfismo desta espécie, foram utilizados genes mitocondriais
tradicionalmente utilizados em estudos ornitologicos de variacdo intraespecifica e
filogeografia (ND2 e citocromo B), por isso a expectativa de que esses genes pudessem
diferenciar as duas subespécies. Contudo, a utilizacdo desses genes ndo permitiu identificar os
limites entre essas duas subespécies, nem para outras subespécies no mesmo género. A
obtencdo de SNPs através do sequenciamento das ddRAD tags demonstrou que Brotogeris
sanctithomae apresenta divergéncia gendmica heterogénea, com a maior parte do genoma
mantendo-se indiferenciada. Na presenca deste padrdo, ha necessidade de amostrar maiores
quantidade de locos para encontrar as regiées genémicas sob selecdo divergente, causando o
isolamento reprodutivo ou que estejam fisicamente ligados a estes e reflitam este sinal (Nosil
et al., 2009). Nao seria possivel detectar sinais de divergéncia evolutiva entre as duas
linhagens se ndo tivéssemos uma amostragem representativa do genoma, especialmente se
dedicassemos nossa amostragem a genes supostamente neutros. Sem o sequenciamento de
nova geracdo, a obtencdo de grande quantidade de dados se torna inviavel, tanto por custo e
tempo, quanto por se tornar um trabalho extremamente laborioso, impedindo uma grande
amostragem.

Em outras filogenias de psitacideos neotropicais, algumas espécies tradicionalmente
aceitas na taxonomia do grupo ndo foram reconhecidas e limites especificos ndo foram
resolvidos (Ribas et al., 2006; Ribas et al., 2007). A explicacdo geral para esses casos é que a
evolucdo das caracteristicas fenotipicas que diferenciam as espécies parece acontecer de
forma mais répida que as metodologias tradicionais conseguem detectar. No entanto, nem
sempre conseguimos chegar a esta conclusdo porque filogenias baseadas em poucos genes,
quando ndo encontram monofilia reciproca, ndo conseguem concluir se isso se deve a fluxo
génico ocorrendo entre as linhagens ou apenas a auséncia de diferengas fixadas naquele gene.
Essas incertezas nos impedem de conseguir estabelecer limites entre as especies e entender
fendmenos populacionais como a hibridizacdo e separacdo incompleta de linhagens. Para
entender melhor os processos de evolucdo que diferenciam as espécies e como fendmenos

como hibridizagdo afetam evolucdo dos psitacideos € necessario maior investigacdo através
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de técnicas que esclarecam esses fenémenos.

Por outro lado, em outros casos, a taxonomia de algumas espécies de psitacideos (ou
mesmo géneros) foi revista com base em estudos filogenéticos moleculares indicando que
grupos que considerdvamos aparentados na verdade ndo o séo (Ribas et al., 2003, Ribas et al.,
2005). Mais uma vez isto demonstra que ndo compreendemos totalmente como as
caracteristicas fenotipicas diagnosticam grupos taxondmicos. No caso de Brotogeris
sanctithomae, o melhor diagndstico para as duas subespécies, a cor da iris, por todo esse

tempo ndo foi notada como uma variagdo existente dentro da espécie.
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