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1. Introducédo

1.1 Hipdteses de diversificacdo na regido Neotropical

A regido Neotropical abrange uma das maiores biodiversidades do mundo e
diversos hotspots de biodiversidade, isto €, areas com alta concentracdo de espécies
endémicas com alto nivel de degradacao (Myers, 2000; Rull, 2008). A origem e a
evolucdo de tamanha diversidade bioldgica tém chamado a atencdo de diversos
pesquisadores evolutivos (Antonelli & Sanmartin, 2011) e assim, vérias hipoteses de
diversificagdo tem sido propostas na tentativa de explicar tal fendbmeno, tais como a
hipétese dos refugios (Haffer, 1969; Vanzolini & Willians, 1970), dos rios como

barreiras (Wallace, 1852) e gradientes ecoldgicos (Endler, 1982), entre outros.

Entre as diversas hipéteses, a teoria dos reflgios (Haffer, 1969; Vanzolini &
Willians, 1970) pode ser considerada uma das mais populares. Segundo esta teoria, 0
os ciclos climaticos que ocorreram no planeta durante o Pleistoceno teriam
modificado a cobertura vegetal. Assim, durante os periodos secos e frios as florestas
Umidas teriam sido fragmentadas e isoladas uma das outras por areas de vegetacdes
abertas. Do mesmo modo, populagdes de organismos dependentes de florestas,
abrigados em diferentes fragmentos florestais (refigios), permaneceriam isoladas
uma das outras durante este periodo, podendo ocorrer diferenciacdo. Inversamente,
durante os periodos Umidos e quentes, os fragmentos florestais se expandiriam e se
uniriam novamente, permitindo também que as populacdes de organismos se
expandissem e se conectassem. Assim, se 0 tempo de isolamento tiver sido longo o
suficiente, mesmo em contato, as populacbes se manteriam como entidades
diferenciadas. Esta teoria tem sido proposta como explicacédo para a diversificacdo de
diversos organismos que ocorrem na regido Neotropical (Ribas & Miyaki, 2004;
Cabanne et al., 2008; Carnaval et al., 2009; Maldonado-Coelho, 2012). Apesar da sua
popularidade, essa hipbtese também tem sido refutada em alguns trabalhos. Por
exemplo, diversos autores, com base em dados paleoecoldgicos, sugerem a auséncia
de fragmentacdo florestal na Amazonia durante o Pleistoceno (Colinvaux et al., 1996,
2000; Bush & de Oliveira, 2006). Além disso, diversas estimativas de tempo de
divergéncia mostram que varios eventos de diversificagdo parecem ter ocorrido

anteriormente ao Quaternario, ndo sendo entdo restrito a esse periodo (Cracraft &



Prum, 1988; Moritz et al. 2000; Eberhard & Bermingham, 2005; Rull, 2008, 2011).
No entanto, com respeito a essa ultima critica, Haffer (1997) argumenta que a teoria
dos refligios ndo se restringe apenas ao Quaternario, mas sim que 0S processos de
diversificacdo poderiam ter ocorrido durante os ciclos climéticos durante o Terciario

ou até mesmo em periodos anteriores.

Outra hipotese de diversificacdo é a dos rios como barreira (Wallace, 1852).
Segundo essa hipdtese os rios poderiam servir como barreiras geogréficas ao fluxo
génico. Assim, o surgimento de um rio poderia ocasionar o isolamento de individuos
em lados opostos e, dado o devido tempo, poderia ocorrer diferenciacdo entre os
mesmos. Varios estudos tém mostrado padrdes de distribuicdo de diversos taxons
congruentes com essa hipotese, em particular na regido da bacia amazdnica onde 0s
rios parecem ter tido um papel importante no processo de diversificacdo (Ayres &
Clutton-Brock, 1992; Ribas et al. 2011; Souza-Neves et al., 2013; Fernandes et al.,
2014a, 2014b). No entanto esse modelo também ndo estd livre de criticas. Haffer
(1997) postula que a efetividade dos rios como barreira ao fluxo génico diminuiria
gradualmente em direcdo a cabeceira (largura do rio mais estreita), colocando em
questdo a validade desse modelo. Outra critica € o fato de que 0s rios poderiam
apenas estar delimitando a atual distribuicdo de tdxons que teriam se divergido por

outros mecanismos independentemente dos rios (revisado por Moritz et al. 2000).

Diferentemente dos modelos anteriores, a hipdtese dos gradientes sugere que a
diversificacdo também pode ocorrer em parapatria (Endler, 1982). De acordo com
essa hipotese individuos que habitam ambientes adjacentes e distintos estariam
sujeitos a pressdes seletivas diferentes, o que poderia levar a uma divergéncia
adaptativa entre eles, ndo sendo necessaria a completa supressdo do fluxo génico
como nos modelos anteriores (revisado por Moritz et al. 2000). Assim, é esperada
maior divergéncia entre habitats do que dentro de habitats (Moritz et al. 2000).
Apesar de os modos de especiacdo alopatricos ainda serem 0s mais comumente
sustentados, alguns estudos tém mostrado resultados concordantes com esse modelo
(Smith et al., 1997; Ogden & Thorpe, 2002), mas poucos para a regido Neotropical
(Werneck et al., 2012a)

A aparente falta de consenso sobre a origem e manutencdo dessa grande
biodiversidade sugere uma histéria complexa para a regido Neotropical e que

possivelmente os processos de diversificacdo ndo se restringem a um Unico



mecanismo ou periodo (Rull, 2011; Turchetto-Zolet, 2013). Dessa forma, fica clara a
necessidade de mais estudos para entendermos melhor como surgiu e se mantém
tamanha diversidade. Neste contexto, o desenvolvimento de técnicas moleculares
forneceu uma nova ferramenta para estudos evolutivos (Crisci et al., 2003) e
propiciou o surgimento de uma nova area de estudo que possibilitaria testes de

hipdteses: a filogeografia (Avise et al., 1987).

1.2 Filogeografia

A filogeografia, considerada uma subarea da Biogeografia, tem como objetivo
geral descrever como e quais processos evolutivos sdo responsaveis pela diversidade
e distribuicdo de linhagens genéticas entre e dentro de espécies proximas (Avise,
2000). Essa area de estudo relativamente recente, foi proposta por Avise et al. (1987)
e estabelece uma conexao entre genética de populacdes (microevolucdo) e filogenia

(macroevolucdo), que até entdo vinham se desenvolvendo separadamente.

Com isso em mente, 0 DNA mitocondrial (mtDNA) foi considerado como o
marcador molecular ideal para estudos filogeograficos devido a suas caracteristicas,
tais como: estrutura simples com auséncia de introns, espacadores, pseudogenes,
elementos repetitivos ou elementos transponiveis ativos, evolucao rapida em relacéo
ao DNA nuclear e seu modo de heranca uniparental (normalmente materna) livre de
eventos de recombinacgdo (Avise et al., 1987; Avise, 2009). Além disso, devido ao
seu carater haploide e seu modo de heranca, 0 mtDNA possui tamanho efetivo
aproximadamente 4 vezes menor comparado ao do DNA nuclear, estando assim mais
sujeito aos efeitos da deriva génica e o sorteamento de linhagens ocorreria de forma
mais rapida, permitindo recuperar eventos de diversificagdo mais recentes (Zink &
Barrowclough, 2008; Avise, 2009).

Inicialmente, a abordagem classica dos estudos filogeograficos possuia um
carater descritivo e consistia na inferéncia de hipoteses sobre a historia evolutiva de
taxons ou linhagens baseada em uma arvore de gene ou rede de haplotipos em um
contexto geografico, sobrepondo-as sobre um mapa de distribuicdo. De acordo com
Avise et al. (1987) cinco padroes filogeograficos basicos poderiam ser encontrados:
linhagens com grande divergéncia genética e separadas geograficamente (padrdo 1)

ou co-ocorrendo em uma mesma area (padrdo 2). As linhagens podem ainda



apresentar baixa divergéncia e estarem geograficamente isoladas (padrdo 3), serem
simpatricas (padrdo 4) ou ocorrendo de forma intermediaria, com alguns haplotipos

geograficamente isolados e outros amplamente distribuidos (padrao 5).

Entretanto, nas Gltimas décadas, a filogeografia teve um grande avanco com a
incorporacdo da teoria da coalescéncia, que fornece um suporte estatistico na
estimativa de parametros populacionais, como tamanho efetivo populacional, taxa de
migracdo, tempo de divergéncia, mudancas no tamanho populacional; além do
desenvolvimento de metodologias que permitem testar hipdteses (cenérios
demogréaficos) baseadas em modelos estatisticos (Knowles & Maddison, 2002;
Rosenberg & Nordborg, 2002; Hickerson et al., 2010).

A teoria da coalescéncia, descrita por Kingman na década de 80, prediz que as
linhagens presentes atualmente descendem de um ancestral comum em algum
momento da historia no passado (Avise, 2009). Isto &, se tracarmos a ancestralidade
de um grupo de linhagens (ou alelos) voltando no tempo, eventualmente elas
coalescerdo até uma unica linhagem que corresponde ao ancestral comum mais
recente (MRCA — do inglés most recent common ancestor; Nordborg, 2003). Uma
interessante analogia desse processo, denominado “Bugs in a box”, foi descrita por
Felsenstein (2004) em seu livro Inferring Phylogenies: considerando que, dentro de
uma caixa, existam k besouros hiperativos, vorazes, insaciaveis e nao discriminantes
voando aleatoriamente, ocasionalmente ocorrem colisdes entre dois besouros e um
devora o outro (evento coalescente), sendo insacidveis, logo voltam a voar
aleatoriamente, repetindo o processo diversas vezes até que reste apenas um besouro
(o MRCA).

Todavia, a coalescéncia resultante em um ancestral comum néo significa a
existéncia exclusiva do mesmo no passado, mas sim a perda de linhagens ao longo
das geracOes até o presente (Avise, 2009). Um dos principais fatores que geram esse
processo coalescente € a diferenca no numero de filhotes produzidos entre 0s
individuos, pois aqueles que ndo produzirem descendentes ndo transmitirdo seus
alelos para a proxima geragdo, o que pode culminar com a extin¢do de sua linhagem.
Por outro lado, a linhagem de individuos com muitos descendentes proliferara.
Assim, a estrutura de uma arvore de genes depende de quais individuos deixaram
descendentes, e no caso de locos diploides, qual dos dois alelos foi transmitido pela

reproducdo (Avise, 2009; Nielsen & Beaumont, 2009). A aleatoriedade desse



processo pode resultar em arvores de genes que diferem em sua estrutura para 0s
diferentes locos. Assim, uma Unica arvore representa apenas uma de diversas
historias possiveis de um grupo de organismos, sendo necesséria a analise de diversos
locos para reduzir o efeito desta estocasticidade, além de aumentar o poder estatistico
diminuindo os erros nas estimativas (Wakeley, 2002; Avise, 2009; Brito & Edwards,
2009; Nielsen & Beaumont, 2009).

Dentro desta perspectiva, ficou evidente a necessidade de adicionar dados
nucleares nos estudos filogeograficos, pois 0 genoma mitocondrial, apesar de possuir
diversas caracteristicas desejaveis, é considerado como um loco Unico (Avise, 2009).
Diversos marcadores nucleares sao conhecidos atualmente, tais como: microssatélites
e SNPs (Single Nucleotide Polymorphism); estes Gltimos podem ser identificados em
introns, locos andnimos e cromossomos sexuais (ex. Y nos mamiferos e Z para as
aves) (Brito & Edwards, 2009). A seguir sdo detalhados os dois ultimos tipos de

marcadores que foram utilizados no presente estudo.

Locos nucleares anbnimos séo regides do genoma ndo codificantes e
selecionados aleatoriamente (Lee & Edwards, 2008; Thomson et al., 2010). Algumas
caracteristicas que tornam esse tipo de marcador util para inferéncias filogeograficas
sdo: idealmente se localizam em diversas areas do genoma e, assim, ndo estdo
ligados; possuem elevadas taxas de substituicdo nucleotidica, o que os tornam
informativos até mesmo em estudos de divergéncias recentes; e possuem baixa
probabilidade de estarem sob acdo da selecdo por meio do efeito carona, ao contrario
do que ocorre com introns (Brito & Edwards, 2008; Thomson et al., 2010; Bertozzi et
al., 2012). Segundo Thomson et al. (2010), uma das desvantagens desse tipo de
marcador é a existéncia de possiveis genes paralogos que podem confundir a historia
evolutiva dos taxons estudados. No entanto, 0s autores sugerem algumas
metodologias que podem ser utilizadas a fim de evitar esse problema, sendo as duas
principais: a) fazer BLAST do loco contra um genoma completo e bem anotado e
verificar a presenca de multiplos resultados com alto escore; b) analisar a propria
sequéncia. Esta Gltima metodologia permite detectar sitios heterozigotos presentes em
todos os individuos sequenciados o que indicaria a presenca de paralogia (Rosenblum
et al., 2007; Bertozzi et al., 2012).



Outro grupo de marcadores que vem sendo utilizado com mais frequéncia em
estudos moleculares de aves sdo os locos ligados ao cromossomo sexual Z. Em geral,
se espera encontrar mais diferenciacdo e menos introgressdo entre espécies em
marcadores no Z do que em locos autossémicos, devido a hipGtese de que o0s
cromossomos sexuais desempenhariam importante papel no processo de especiagéo.
Isso é previsto pela Regra de Haldane que indica que na prole derivada de duas
espécies distintas (hibridos), o sexo heterogamético tende a ser mais suscetivel a
infertilidade e/ou inviabilidade (Coyne & Orr, 2004). A esterilidade do hibrido
poderia ser causada pela interacdo de genes com incompatibilidade alélica
desenvolvida em alopatria e, sendo esses alelos recessivos, genes que estdo
localizados em cromossomos sexuais teriam maior impacto, pois no sexo
heterogamético ndo haveria possibilidade de o alelo recessivo ser “mascarado” por
um alelo dominante, como ocorre em genes autossémicos (Teoria da Dominancia de
Dobzhansky-Muller; Coyne & Orr, 2004; Carling & Brumfield, 2009).

Adicionalmente, Mank et al. (2007) detectaram elevadas taxas de evolugéo
adaptativa em genes ligados ao cromossomo Z em comparagdo aos autossdmicos
(Fast-Z effect) em galinha (Gallus gallus) e zebra finch (Taeniopygia guttata). Uma
das explicacbes para o fendbmeno também se baseia na Teoria da Dominancia:
mutacdes recessivas benéficas ou deletérias expostas no sexo heterogamético podem
ser mais facilmente fixadas ou eliminadas, respectivamente (Charlesworth et al.,
1987). A deriva genética também teria uma contribuicéo para o Fast-Z effect - devido
ao menor tamanho populacional efetivo do cromossomo Z e consequentemente maior
acdo da deriva - e na taxa de fixacdo de mutagdes levemente deletérias (Mank et al.,
2007, 2010).

Sumariamente, segundo a regra de Haldane, é esperado encontrar niveis mais
baixos de introgressdo em genes ligados ao cromossomo Z comparado aos
autossdmicos, devido ao acumulo de incompatibilidade alélica entre os taxons, que
pode ser acelerada pelo Fast-Z effect e apresentar, consequentemente, maior
diferenciacdo interespecifica (Carling & Brumfield, 2008; Elgvin et al., 2011).
Diversos estudos empiricos realizados em aves tém mostrado resultados que sao
congruentes com essa hipétese (Saetre et al., 2003; Borge et al., 2005; Carling &
Brumfield, 2008, 2009; Carling et al., 2010; Storchova et al., 2010; Elgvin et al.,
2011).



Recentemente, Corl & Ellegren (2013) testaram a utilidade dos genes ligados
ao cromossomo Z em estudos filogenéticos. Foi concluido que, ao adicionar dados de
um ou mais genes ligados ao Z a um conjunto de locos autossémicos, hd uma
substancial melhora na acurécia e resolucéo da arvore de espécie. Esse bom resultado,
segundo os autores, € devido ao menor tamanho efetivo populacional do Z, sendo
assim esperado pouco conflito entre a arvore de gene e a de espécie gerado pelo
sorteamento incompleto de linhagens. Ainda, genes mitocondriais possuem menor
tamanho efetivo do que os ligados ao Z. Assim, a inclusdo de dados mitocondriais
melhora ainda mais a resolucdo da arvore de espécie, indicando que, apesar da
ascensdo da abordagem multilocos, dados mitocondriais ndo devem ser
completamente removidos dos estudos filogenéticos e filogeograficos (revisado por
Brito & Edwards, 2009).

Assim, juntamente com estes avancos e maior robustez nas metodologias de
analise, houve um aumento global consideravel na quantidade de estudos
filogeogréficos desde a publicacdo de Avise et al. (1987). No entanto, para a regido
neotropical, que é megabiodiversa, esses nimeros ainda sdo relativamente baixos,
reforcando a necessidade de realizar estudos nessa regido (Martins & Domingues,
2011; Turchetto-Zolet, 2013).

1.3 Complexo Amazona aestiva/A. ochrocephala

O género Amazona € um dos grupos de maior representatividade dentre os
psitacideos possuindo 31 espécies, das quais 11 estdo presentes no territdrio brasileiro
(Collar, 1997; CBRO, 2011). As espécies de papagaios Amazona aestiva e Amazona
ochrocephala possuem ampla distribuicdo na regido Neotropical, compreendendo a
América do Sul e a América Central (Collar, 1997). Esses papagaios possuem
plumagem predominantemente verde com a cabeca de coloracdo amarela, e podem
ser morfologicamente diferenciados principalmente pela fronte azulada caracteristica
de A. aestiva. Ambas as espécies estdo listadas no Apéndice Il do CITES (Convention
on International Trade in Endangered Species), mesmo sendo classificadas como de
baixa preocupacéo (least concern) pela IUCN (Internacional Union for Conservation
of Nature; IUCN, 2016).



A. aestiva, popularmente conhecido como papagaio-verdadeiro, possui
distribuicdo ampla que compreende principalmente a regido do Cerrado brasileiro e o
Chaco na Argentina (Figura 1). H& duas subespécies descritas. A. a. aestiva possui a
regido do encontro das asas de cor vermelha e ocorre na por¢éo leste do Brasil, desde
0 Maranhdo, Para e Piaui até o Rio Grande do Sul. J& A. a. xanthopteryx tem o
encontro das asas amarela ou uma mistura de amarelo e vermelho e apresenta
distribuicdo que vai desde a Bolivia e sudoeste do Mato Grosso até o norte da
Argentina (Forshaw, 1989; Collar, 1997). Na regido do Mato Grosso do Sul ha
sobreposicdo na distribuicdo dessas subespécies com individuos com fenotipo
intermediario de coloracdo mista no encontro das asas (Darrieu, 1983 apud Caparroz
et al., 2009). A espécie esta incluida no “Plano de Ag¢do Nacional para a Conservagdo
de Psitacideos da Mata Atlantica” como espécie de interesse especial por ser um dos
principais alvos do comércio ilegal de animais silvestres (Schunck et al., 2011;
IUCN, 2013). Os Planos de Ac¢do Nacionais sdo documentos oficiais do governo
brasileiro, nesse caso sendo representado pelo Instituto Chico Mendes para a
Conservacdo da Biodiversidade, para a conservacdo de espécies ameacadas do Brasil.

A espécie A. ochrocephala ocorre desde a América Central até a bacia
Amazonica na América do Sul (Collar, 1997; Figura 1) e possui taxonomia um tanto
quanto controversa. Alguns autores consideram a existéncia de uma Unica espécie (A.
ochrocephala) contendo nove (Forshaw, 1989) ou dez (Collar, 1997) subespécies que
diferem quanto a gquantidade de coloracdo amarela na cabeca e coloracdo do bico,
sendo trés delas com ocorréncia no Brasil (A. 0. ochrocephala, A. o. nattereri e A. o.
xantholaema). Por outro lado a American Ornithologists’ Union (1998) reconhece
trés espécies e diversas subespécies (diferenciadas pela quantidade de cor amarela na
cabeca e pela coloracdo do bico): A. oratrix (quatro subespécies), A. auropalliata
(trés subespécies) e A. ochrocephala (quatro subespécies). Recentemente o0
International Ornithological Committe (IOC) elevou a subespécie A. oratrix
tresmariae para nivel de espécie, resultando em uma nova classificagdo com quatro
espécies (A. oratrix, A. auropalliata, A. ochrocephala e A. tresmariae; Gill &
Donsker, 2015). Tais rearranjos taxondmicos foram realizados baseados em alguns

estudos de sistematica molecular descritos a seguir.



Figura 1: Distribuicdo geogréafica de Amazona aestiva em turquesa e de Amazona
ochrocephala em amarelo (INFONATURA, 2007). Os pontos verdes indicam

localidades amostradas (ver Tabela 1).

Eberhard & Bermingham (2004) realizaram uma analise filogenética
utilizando trés genes de DNA mitocondrial (mtDNA) de oito subespécies de A.
ochrocephala e de A. aestiva. Eles recuperaram trés clados compostos por: 1)
individuos das entdo subespécies de A. ochrocephala que ocorrem na Ameérica
Central - CA (oratrix, belizensis, auropalliata, tresmariae, panamensis), 0s quais
mostraram monofilia reciproca entre si; 2) individuos das subespécies de A.
ochrocephala da América do Sul - SA (ochrocephala do Para, nattereri da Bolivia e
xantholaema da llha do Marajo) e individuos de A. aestiva, ou seja, sem monofilia
reciproca entre esses taxons; 3) um unico individuo de A. ochrocephala coletado na
Colémbia (norte da América do Sul, NSA). Ainda nesse trabalho, essas linhagens
também foram obtidas em uma filogenia baseada somente em citocromo oxidase |
(COl) e com a adi¢do de mais um individuo de A. ochrocephala da Colémbia e dois

da Venezuela, os quais foram agrupados no clado NSA. Esses autores levantaram a
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hipétese de que a diversificacdo dessas linhagens teria sido causada pelo rio
Amazonas que seria uma barreira geografica e por refugios pleistocénicos. No mesmo
estudo, a presenca de individuos de A. aestiva em clados com A. ochrocephala foi
melhor investigada utilizando sequéncias de um intron nuclear para um subconjunto
de individuos, que indicou, sem suporte, o monofiletismo reciproco entre os taxons.

Para investigar melhor essa questdo de possivel auséncia de monofiletismo
reciproco, Ribas et al. (2007) adicionaram 28 individuos de A. aestiva e A.
ochrocephala da América do Sul & matriz de dados do trabalho anterior. O estudo,
também baseado em sequéncias de mtDNA, recuperou 0s trés principais clados
descritos por Eberhard & Bermingham (2004) e, similarmente, todos os individuos de
A. aestiva foram recuperados no clado da América do Sul, que é composto por duas
linhagens: SA 1 - A. a. xantholaema (llha de Maraj0), A. a. aestiva (Mato Grosso do
Sul e Minas Gerais) e A. o. nattereri (leste da Bolivia); SA 2 - formado por A. o.
nattereri (Acre e norte-leste da Bolivia), A. a. aestiva (Mato Grosso do Sul e Minas
Gerais), A. a. xanthopteryx (Mato Grosso) e A. 0. ochrocephala (Maranhédo e Para).
Esse resultado indicou que, apesar de geograficamente proximos, individuos da llha
do Maraj6 e Macapa ocorrem em clados distintos, indicando que o rio Amazonas
poderia ter sido barreira entre as linhagens SA e ndo entre SA e 0 NSA como
proposto por Eberhard & Bermingham (2004) (Ribas et al., 2007). Alternativamente,
0s autores sugeriram que a hip6tese dos refligios ndo pode ser refutada como possivel
processo associado a essa diferenciacdo genética. Ainda neste estudo, o clado NSA
foi encontrado na posic¢do basal da filogenia, sugerindo que a area de distribuicéo
ancestral de A. ochrocephala seria na por¢do norte da América do Sul e que uma
posterior expansao e colonizacdo poderia ter ocorrido desta regido para o norte e para
sul (Ribas et al., 2007).

Posteriormente, Caparroz et al. (2009) realizaram um estudo filogeografico
mitocondrial desse complexo, incluindo mais amostras de A. aestiva, espécie
analisada com mais énfase nesse trabalho. A rede de haplo6tipos recuperou 0s mesmos
agrupamentos (CA, NSA e SA) descritos anteriormente (Eberhard & Bermingham,
2004; Ribas et al., 2007). Foram encontrados 13 haplétipos para A. aestiva sendo que
todos pertencem ao clado SA que, assim como em Ribas et al. (2007), seria composto
por duas linhagens. A primeira composta por quase que exclusivamente por

individuos da porcdo norte e leste da sua distribuicdo (Bahia, Minas Gerais,
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Tocantins, Distrito Federal e Goias), todos os individuos de A. 0. xantholaema e um
A. 0. ochrocephala de Santa Cruz (Bolivia) e a segunda linhagem formada em sua
maior parte por individuos localizados na por¢do sudoeste (norte da Argentina e Mato
Grosso do Sul), A. o. ochrocephala de Macapé e A. o. nattereri do Brazil e Bolivia.
Essas duas linhagens sdo bastante concordantes com a distribuicdo geografica das
subespécies de A. aestiva, contudo ha representantes de A. ochrocephala incluidos
nas duas linhagens, sendo que dois dos hapl6tipos encontrados sdo compartilhados
entre as duas espécies. Além disso, os autores encontraram sinais de expansdo
demogréafica nas duas linhagens, que teriam se divergido ha aproximadamente 300
mil anos, durante o Pleistoceno. Os autores ainda sugerem que a regido do Mato
Grosso do Sul abrigaria populacdes ancestrais do papagaio-verdadeiro e que uma
expansdo populacional teria ocorrido em dire¢do ao Nordeste e o Sudoeste durante as
flutuacbes climaticas durante o Pleistoceno, e que as duas linhagens teriam se
mantido devido ao baixo fluxo génico entre eles.

Recentemente, Urantowka et al. (2014) realizaram um estudo filogenético
molecular com foco nas relagdes entre A. ochrocephala e A. barbadensis utilizando
sete conjunto de dados baseados nas sequéncias de mtDNA de Russello & Amato
(2004) e Ribas et al. (2007). Sumariamente, todas as filogenias recuperaram os clados
CA, NSA, SA 1 e SA 2, assim como a auséncia de monofiletismo reciproco entre A.
ochrocephala e A. aestiva. As andlises também mostraram A. barbadensis, com
distribuicdo na Venezuela e em algumas ilhas proximas ao Caribe, como grupo irméo
dos individuos do clado NSA. Além disso, os taxons provavelmente mais proximos a
esse grupo estdo distribuidos nas Pequenas Antilhas. Desta forma, os autores
sugeriram que a linhagem ancestral de A. barbadensis, A. ochrocephala e A. aestiva
teria colonizado o norte da América do Sul (vindo das Pequenas Antilhas) ha
aproximadamente um milhdo de anos, possivelmente devido a mudancas climéticas
durante os ciclos glaciais. Posteriormente, teriam ocorrido dispersdes do norte da
Ameérica do Sul para a América Central e para o sul da América do Sul originando

respectivamente os clados CA e SA (Urantéwka et al., 2014; Figura 2).
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A. barbadensis

extinct
@ resident

O A. tresmariae

I A oratrix
1-A. o. oratrix
2-A. o. belizensis

A. auropalliata
A. ochrocephala panamensis
A. ochrocephala ochrocephala
I A. ochrocephala nattereri
Il A. ochrocephala xantholaema
A. aestiva

4 A. ochrocephala ochrocephala
(Colombian sample)

Figura 2. Hipdtese de um possivel cenario de diversificacdo do complexo A.

aestiva/A. ochrocephala. Fonte: Urantowka et al. (2014).

Diversos autores tém sugerido uma possivel introgressdo ou o sorteamento
incompleto de linhagens como as principais causas da parafilia entre os tdxons da
América do Sul (Eberhard & Bermingham, 2004; Ribas et al., 2007; Caparroz et al.,
2009; Urantéwka et al., 2014). Contudo, é necessario realizar estudos com mais
marcadores para testar essas hipdteses de maneira mais robusta, uma vez que 0S

estudos anteriores foram baseados principalmente no DNA mitocondrial.
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2. Objetivos

Tendo em vista que os trabalhos anteriores foram baseados apenas em
marcadores mitocondriais, o presente trabalho tem como objetivo reconstruir e
analisar a historia evolutiva e demografica do complexo A. aestiva/A. ochrocephala

em um contexto multilocos.

Além disso, no Brasil, A. aestiva é considerada um dos principais alvos de
captura na natureza devido a sua capacidade de vocalizacéo e carisma. Por esta raz&o,
a espécie que, apesar de ser considerada como de baixa preocupacdo para
conservacdo, esta incluida no Plano de Acdo Nacional para a Conservacdo de
Papagaios da Mata Atlantica (PAN de Papagaios; Shunck et al., 2011). Assim, 0
presente estudo contempla a agdo 3 do anexo “Recomendagdes para a conservagdo do
Papagaio-Verdadeiro (A. aestiva)” do PAN de Papagaios (“Caracterizar o padro
filogeogréafico e a estrutura genética do papagaio-verdadeiro em toda a sua area de

distribuicao”).
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3. Material e Métodos

3.1 Amostragem

Para o presente estudo foram utilizadas 133 amostras de sangue, musculo,
figado ou pena, sendo 96 individuos de Amazona aestiva de 21 localidades e 37
individuos de Amazona ochrocephala de 16 localidades (Figura 1 e Tabela 1).
Sequéncias de COIl e ND2 obtidas previamente no nosso laboratério (Ribas et al,,
2007; Caparroz et al., 2009) foram incluidas nas analises. No presente estudo, 49
individuos utilizados nestes trabalhos anteriores tiveram marcadores adicionais
sequenciados. Também foram utilizadas sequéncias de COIl e ND2 de 10 individuos
do estudo de Eberhard & Bermingham (2004). Esses individuos ndo tiveram
marcadores adicionais sequenciados, uma vez que ndo tivemos acesso a essas

amostras.

Tabela 1: Amostras de Amazona ochrocephala (Ao) e de Amazona aestiva (Aa). Os
nameros do codigo (Cod.) se referem as localidades mostradas na Figura 1. MNT:
Museu Nacional do Rio de Janeiro; MPEG: Museu Paraense Emilio Goeldi;
LGEMA: Laboratorio de Genética e Evolucdo Molecular de Aves, IB-USP; UCB:
Universidade Catolica de Brasilia; UFG: Universidade Federal de Goids; *:

Universidad Nacional del Centro de La Provincia de Buenos Aires.

Cdd Localidade Latitude Longitude Amostras
Aol  Caracarai, RR 3.4894 -60.773 MNT 2803
Ao2  Tabatinga, AM -4.3611 -69.7611 MPEG72658
Ao3  Macapi, AP 0.45 -50.9333 LGEMA 5188% 5189,
5195% 5197° 5204
Ao 4  Chaves/llha de Marajd, PA -0.16 -49.9883 LGEMA 5218, 5219%,
5221%, 5222% STRI-
LP1°
Ao5  Salvaterra/llha de Marajo, PA -0.7533 -48.5167 LGEMA 4655, 4658,
4663% 4674
Soure/llha de Marajo, PA -0.7167 -48.5233 LGEMA 4671
Ao 6  Cachoeira do Arari/llha de Marajé, PA  -1.0114 -48.9633 LGEMA 4654, 4668,
4670
Ponta de Pedra/llha de Marajo, PA -1.3903 -48.8711 LGEMA 4669,
Ao 7 Jacareacanga, PA -6.2222 -57.7528 LGEMA 6583
Ao8  Feijo, AC -8.1642 -70.3536 LGEMA 5704
Ao9  Sena Madureira, AC -9.0656 -68.6569 LGEMA 5711
Ao 10 Floresta Nacional Maracud, AC -9.9528 -69.5766 LGEMA 5700% 5701,
5702

Ao 1l  Assis Brasil, AC -10.9414  -69.5669 LGEMA 5708°% 5713
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Continuacdo da Tabela 1

Cdd Localidade Latitude Longitude Amostras
Ao 12 Basiléia, AC -11.0046 -68.7233 LGEMA 5705, 5706%
Xapuri, AC -10.6517 -68.5044 LGEMA 5710% 5712
Cobija (Bolivia) -11.0133  -68.7655 LGEMA 57074, LSU
B9409°
Ao 13 Ramal da Gameleira, AC -10.637 -67.8156 MPEG 64423
Ao 14 Ramal Oco do Mundo, AC -9.83667 -67.172 MPEG 64351
Ao 15 Paranaita, MT -9.56278 -56.7614 MPEG 69240
Ao 16 Vila Bela da Santissima Trindade, MT  -15.0081 -59.9506 UFG 3740, UFG
3747
Aa 16 VilaBela da Santissima Trindade, MT  -15.0081 -59.9506 LGEMA 4951%
4952% 4953?
Aal7 Parque Nacional Serra das Confusbes, -8.4333 -44.5333 LGEMA 9432, 9433,
Pl 9434, 9435
Aa 18 Urugui, PI -7.2478 -44.5563 MPEG T6944
Aa 19 Guadalupe, Pl -6.7916 -43.5705 MPEG T9653
Aa20 Gurupi, TO -11.7292  -49.0686 LGEMA 10785",
10787", 10789°,
10790°, 10791°,
10792°, 10793°,
10794°, 10795°,
10796°, 10797°,
10798°, 10799°
Aa 21 Feirade Santana, BA -12.2667 -38.9667 LGEMA 4374
4375°, 4376°, 4377",
4378°, 4379", 4380°
Aa22 Parque Nacional Grande Sertdo -15.0209 -45.8239 LGEMA 7683",
Veredas, MG 7684%, 76857 7686b,
7687°, 7688°, 7689°
7690°, 7682°
Aa 23  Arinos, MG -15.9167 -46.0667 LGEMA 3842, 3844,
3917, 3920, 3921
Aa24 Estacdo Ecoldgica Aguas Emendadas, -15.5786 -47.6936 LGEMA 10643°,
DF 10645° UCB 11",
143°
Reserva da Aeronautica, DF -15.8930 -47.9236 LGEMA 10646°
Jardim Botanico de Brasilia, DF -15.9328 -47.9675  UCB 02°, 09°, 109°,
115
Corrego Taquara (IBGE), DF -15.9447  -47.8853 UCB 141°, 149
Aa 25 Parque Nacional das Emas, GO -18.1667 -52.75 LGEMA 10734,
10736°, 10739 °,
UCB 152"
Aa 26 Cassilandia, MS -19.1133 -51.7342 UCB 285, 287, 289,
291, 293
Aa 27 Fazenda RPPN Rio Negro, MS -18.4236  -55.7533 LGEMA 10669,
10671, 10676, UCB
120
Aa 28 Fazenda Barranco Alto, MS -19.5765 -56.1504 LGEMA 10674,
10675, UCB 124, 126
Fazenda Reflgio Ecologico Caiman, -19.9538 -56.3044 LGEMA 10649,
MS 10652
Fazenda Novo Horizonte, MS -20.0397  -56.3203 LGEMA 10658,
Fazenda San Francisco, MS -20.0721 -56.6174 LGEMA 10667,
UCB 269, 270
Fazenda Reflgio da Ilha, MS -20.2227  -56.5753 UCB 266, 271
Miranda, MS -21.1333  -56.4667 LGEMA 58122,

5813°, 5814°, 5815
5816, 5818 5820°,
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Continuacdo da Tabela 1

Cdd Localidade Latitude Longitude Amostras
58213 5822° 58242
5825°, 5827°, 5828°
5831°, 5833°
Aa29 Nova Andradina, MS -22.2333 -53.3431 UCB 295, 297, 299,
301, 303
Aa30 Mundo Novo, MS -23.9381 -54.2708 UCB 280, 281, 282,
283
Aa 31 Itapeva, SP -23.9822 -48.8756 UCB 397, 398
Aa 32 llha Comprida, SP -24.7411 -47.54 LGEMA 4785, 4786,
4787
Aa 33 Provincia del Chaco 1/Argentina -25.5764 -61.6733 LGEMA 10679°,
10680°, 10681°,
10684°, 10687°,
10691°, 10692°,
10693°, 10696°,
10699°, 10702°,
10706°
Provincia del Chaco 2/Argentina -25.1973  -62.0192 LGEIVtI)A 10709°,
10718
Provincia del Chaco 3/Argentina -25.56323  -62.0733 LGEMA 10723,
10724
Aa 34 Provincia del Jujuy/Argentina -24.3171 -64.5357 LGEMA 10729°,
10730°, 10731°,
10732", 10733"
Aa 35 Provincia Beni 1/Bolivia -13.82 -64.52 BF-05C-1*, ISLA 2 #2
177%, VACA
MUERTA 102 179%,
MOTACU ISLAND
LH1*, PERCY LH1%*,
BFP 172 1=,
BETANIA PICHON
162*
Aa 36 Provincia Beni 2/ Bolivia -15.2 -64.66 06C BF1 173*, LSU
B25220°
Provincia Beni 3/Bolivia -14.89 -64.75 A04 AR16901%*,
CCVS-PBA I*
Ao 37 Santa Cruz/Bolivia -17.7804 -63.0157 LSU B12973°
Ao 38 Altamira, PA -3.1984  -52.2115 NMNH B06867°,
NMNH B07034°
A0 39 La Macarena/Colémbia 2.2546 -73.9232 ANSP 168178°
A0 40 Caicara/Venezuela 9.8131 -63.6141 AMNH 177109°
Ao 41 Maipures/Venezuela 5.2404 -677988 AMNH 437237°
Ao 42  Carimagua/Colémbia -3.3098  -732474 STRI-x-61°

Sequéncias de COl e ND2 de Ribas et al. (2007).

bSequéncias de COI de Caparroz et al. (2009).
¢Sequéncias de COI e ND2 de Eberhard & Bermingham (2004).

3.2 Marcadores Moleculares

Para o presente estudo foram selecionados dois locos mitocondriais (COIl e ND2), um

intron de gene ligado ao cromossomo Z em outras espécies de aves (PLAA) e trés
locos nucleares andnimos (AMZ-02, AMZ-10, AMZ-12; Tabela 2). Os primers para
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os locos nucleares andénimos foram obtidos utilizando o genoma de A. aestiva que
estd sendo montado no Laboratério Nacional de Computacdo Cientifica
(LNCC/UFRJ) como parte da rede Sishiota Aves, do qual nosso laboratdrio faz parte.
Foram desenhados 100 pares de primers utilizando o programa eprimer3. Deste total,
selecionamos 20 pares (dados néo apresentados) para serem testados quanto ao nivel
de polimorfismo em oito individuos, e destes foram selecionados trés marcadores que
foram utilizados no presente trabalho. Adicionalmente, a partir de uma comparagédo
da sequéncia do loco PLAA obtida neste estudo com o genoma do papagaio-
verdadeiro, foi verificado que a nossa sequéncia realmente se encontra no

cromossomo Z (N. C. B. Lima e F. Prosdocimi, comunicacdo pessoal).

Tabela 2: Locos mitocondriais, ligados ao cromossomo Z e nucleares andnimos,

sequéncias dos seus respectivos primers e referéncias.

Referéncia
Palumbi (1996)

Loco Sequéncia dos primers
COl F: 5’- CCTGCAGGAGGAGGAGAYCC-3’
R: 5>-AGTATAAGCGTCTGGGTAGTC-3’

ND2 F: 5°>-GGCCCATACCCCGAAAATGA-3 J. Groth (comunicag&o pessoal)
R: 5’-GAGAAGCTAGGATTTTTCGTG-3*  P. Brito (comunicagdo pessoal)

PLAA F: 5’>-CCTGTATCTCCTCGGCACTT-3’ Backstrom et al. (2010)
R: 5>-GTTCAAACAATCAGACTCCC-3’

AMZ02  F:5-GGCAGGATGATCTGTGTCAA-3’ F. Prosdocimi (comunicacédo
R: 5>-CATAACTGGCATGGCACAAG-3’ pessoal)

AMZ10  F:5-GAACGTATTCCCAGCTCCAA-3’ F. Prosdocimi (comunicagdo
R: 5>-AATGTCAGCACTTCCCAAGC-3’ pessoal)

AMZ12  F:5-CGTGATAGCCATTCCTGGTT-3’ F. Prosdocimi (comunicacdo
R: 5>-TCCACCAGGACACAAGTGAG-3’ pessoal)

3.3 Extracdo de DNA

O DNA total foi extraido de cada amostra seguindo o protocolo modificado de
Bruford et al. (1992), consistindo em digestdo inicial de aproximadamente 2 mm?® do
tecido em tubo de microcentrifuga de 1,5 ml com solucdo contendo 300 pl de TNE
1x (50 mM de Tris, 100 mM de NaCl e 5mM de EDTA,; pH 7,5), 30 pl de Tris-HCI
(pH 7,5), 9 pl de SDS 25% e 25 pl de proteinase K (20 mg/ml), incubado durante a
noite a 55 °C. Apo0s este periodo, foi realizada a purificacdo adicionando um volume
de Fenol: Cloroférmio: Alcool Isoamilico (proporgio 25:24:1) em cada tubo, e ent&o
misturados e centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos. Ent&o, a fase superior foi

transferida para um novo tubo de 1,5 ml e adicionados dois volumes de Etanol 100%
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para a precipitacdo do DNA. Os tubos foram novamente centrifugados a 12.000 rpm
por 10 minutos e depois o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 300 pl de
Etanol 70% em cada tubo que foi submetido a uma nova centrifugagéo a 12.000 rpm
por 10 minutos e entdo foi feito o descarte do sobrenadante. Para a secagem do
precipitado foi realizada centrifugacdo a vacuo por aproximadamente 30 minutos.
Para finalizar, o DNA foi ressuspendido em 70 pl de TE (Tris HCI 10 mM e EDTA
1mM, pH 8,0) e estocado na geladeira.

O DNA extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1% para
verificacdo da sua qualidade e quantificacdo por comparacdo com DNA lambda de
concentracdo conhecida. As amostras que apresentaram boa qualidade foram

aliquotadas e diluidas para concentragdes de 5 a 15 ng/pl para amplificacéo.

3.4 Amplificacdo do DNA

A amplificacdo via PCR (Polymerase Chain Reaction) foi realizada em
volume final de 25 pl, contendo 2,5 pl de tampao 10x (Tris-HCI 10 mM, pH 8,3, KCI
50 mM, MgCl, 2,5 mM; GE Health Care), 1 pl de dNTP (2 mM de cada
nucleotideo), 1 pl de cada primer (10 uM), 0,1 pl de Taq polimerase (5 U/ul; GE
Health Care), 1 ul de DNA para locos andnimos e 2 pl para mtDNA e locos ligados

ao Z, e agua Mili-Q para completar o volume.

As PCRs foram realizadas em termociclador (TC9600 ou Veriti; Applied
Biosystem) com programas conforme o tipo de marcador: a) mtDNA - deshaturacao
inicial a 95 °C por 5 minutos; seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C
por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto; e extensdo final a 72 °C por 10 minutos; b)
ligado ao Z — desnaturacéo inicial a 94 °C por 3 minutos e 30 segundos; seguido de
35 ciclos a 94 °C por 40 segundos, 60 °C por 40 segundos e 72 °C por 1 minuto; e
extensdo final de 72 °C por 9 minutos; ¢) nucleares anénimos — desnaturacdo inicial
a 95 °C por 5 minutos; seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 30
segundos e 72 °C por 40 segundos; e extensao final de 72 °C por 10 minutos.

Cerca de 5 pl do produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de
agarose a 1% para verificar se houve amplificacdo e seu tamanho por meio de
comparacdo com marcador de peso molecular (DNA 100 bp ladder, GE Health Care

ou Sinapse). Os produtos amplificados com tamanho esperado e que néo
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apresentaram fragmentos inespecificos seguiram para a etapa de purificacdo e

seguenciamento.

3.5 Purificagdo e Sequenciamento

A purificacdo dos produtos amplificados foi realizada adicionando 2,5 ul de
EXO-FAP (Exonuclease | + FastAP Alkaline Phosphatase) a cada 10 pl de reacéo e
em seguida incubado no termociclador a 37 °C por 30 minutos e a 80 °C por 15

minutos.

Para a reacao de sequenciamento foi utilizado o kit Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems). Para cada reacdo foram adicionados 1 pl de
solugéo Big Dye, 1pl de um dos primers (10 uM), 1,5 pl de tampdo do kit Big Dye,
1ul de produto de PCR e 5,5 pl de &gua Mili-Q, totalizando 10 pl. A reacdo foi
colocada em termociclador e seguiu 0 seguinte programa: desnaturacdo inicial a 96
°C por 1 minuto; seguido de 30 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 50 °C por 10
segundos e 60 °C por 4 minutos.

Posteriormente, os produtos foram precipitados de acordo com o seguinte
protocolo: adicdo de 80 ul de Isopropanol 75% em cada reac¢do, mistura em um
agitador de tubos e descanso no escuro por 20 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, centrifugacdo durante 40 minutos a 4000 rpm e em seguida descarte do
sobrenadante. Adicdo de 200 pl de Etanol 70%, centrifugacdo a 4000 rpm por 20
minutos e descarte do sobrenadante. Secagem das amostras em estufa a 37 °C por
cerca de 20 a 30 minutos. Depois da precipitacdo, as reacdes foram enviadas para
serem carregados no sequenciador automéatico ABI PRISM 3130 (Applied

Biosystems).

3.6 Sexagem molecular

Para identificar o numero de alelos do loco ligado ao Z por individuo foi
realizada a identificagio molecular do sexo via PCR utilizando os primers P2 (5°-
TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3") e P8 (5-CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3’;
Griffths et al., 1998), que amplificam parte de um intron do gene CHD-1 (presente

nos cromossomos Z e W), sendo o intron do W mais longo do que o do Z.
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As PCRs para sexagem foram realizadas em volume final de 10 ul, contendo
1 pl de tampédo 10x (Tris-HCI 10 mM, pH 8,3, KCI 50 mM, MgCl, 2,5 mM; GE
Health Care), 1 pl de dNTP (2 mM de cada nucleotideo), 1 ul de cada primer (10
pKM), 0,1 ul de Taq polimerase (5 U/ul; GE Health Care), 0,2 pl de MgCly, 1 pl de
DNA e 4,7 pl de agua Mili-Q.

As reacdes foram realizadas em termociclador (TC9600 ou Veriti; Applied
Biosystem) com o seguinte programa: desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 minutos;
seguido de 40 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 48 °C por 30 segundos e 72 °C por 30

segundos; e extensdo final a 72 °C por 7 minutos.

O volume total do produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de

agarose a 4% para separacdo e visualizagdo dos fragmentos.

3.7 Anélise dos dados

O programa Codoncode Aligner v3.7.1 (Codoncode Inc.) foi utilizado para a
edicdo dos eletroferogramas e para a obtengdo da sequéncia consenso de cada
amostra. Posteriormente, essas sequéncias foram alinhadas pelo método Clustal W
(Thompson et al., 1994) implementado no programa MEGAG6 (Tamura et al., 2011) e

inspecionados e corrigidos visualmente.

As fases alélicas dos locos nucleares foram resolvidos pelo algoritmo PHASE,
implementado no programa DnaSP v5.10 (Librado & Rozas, 2009), e foram
utilizadas somente as fases resolvidas com probabilidade maior que 0,7. O teste PHI
implementado no programa SplitsTree v4.13.1 (Bruen et al., 2006; Huson & Bryant,
2006) foi utilizado para verificar sinal de recombinagdo nos locos nucleares. Os
heterozigotos de indel (insercdo-delecdo) encontrados para os locos nucleares
andnimos foram resolvidos no programa Champuru v1.0 (Flot et al., 2006; Flot,
2007).

Uma filogenia Bayesiana com dados do mtDNA foi construida no BEAST
v2.3 (Bouckaert et al. 2014) para verificar se os clados CA, NSA e SA encontrados
nos trabalhos anteriores sdo recuperados apés a inclusdo dos novos individuos. Nesta
analise foram adicionadas as sequéncias dos individuos de A. ochrocephala da

América Central e de A. amazonica, A. farinosa, A. autumnalis e A. barbadensis do
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GenBank (Eberhard & Bermingham, 2004; Urantowka et al. 2014) como grupo
externo. Foram realizadas trés corridas independentes com 400.000.000 geracdes e
frequéncia de amostragem a cada 1.000 e 10% de burn-in, utilizando o processo de
especiacdo Yule e uma arvore inicial de UPGMA. Foi utilizado o modelo Relaxed
clock log normal para estimar os tempos de divergéncia e, como nédo ha registro fossil
adequado disponivel, foi adotada a taxa de 1,05% de mutacdo por linhagem por
milhdo de anos (Weir & Schluter, 2008). O melhor modelo evolutivo para o qual os
dados melhor se ajustam foi determinado usando o programa MrModelTest v2.3
(Nylander, 2004) de acordo com o Critério de Informacdo Akaike (AIC, em inglés).
A qualidade das corridas (ESS>200) foi verificada no programa Tracer v1.5
(Rambaut et al., 2014). As diferentes corridas foram combinadas utilizando o
LogCombiner v2.3 e a melhor arvore foi construida no programa TreeAnnotator v2.3
e plotada e editada utilizando o  programa  FigTree v1.4.0
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/)

O programa Structure v2.3.4 (Pritchard et al., 2000) foi utilizado para analisar
a estrutura populacional baseada nos marcadores nucleares, assumindo o admixture
model. A analise foi realizada variando o valor de K (nimero de grupos) de 1 a 10,
com 20 corridas independentes para cada um, utilizando 2.000.000 de geracdes e
10% de burn-in. A avaliacdo do melhor K foi realizada utilizando o método de
Evanno (Evanno et al., 2005) implementado no Structure Harvester (Earl &
Vanholdt, 2012). As 20 corridas independentes do melhor K foram agrupadas no
programa CLUMPP v1.1.2 (Jakobsson & Rosenberg, 2007) e o gréafico foi plotado no
programa Distruct (Rosenberg, 2004). Adicionalmente, o programa BAPS v.6.0
(Corander & Marttinen, 2006; Corander et al., 2008) foi utilizado para verificar a
estrutura populacional baseada nos marcadores mitocondriais e nucleares.
Inicialmente foram realizadas analises utilizando o modelo mixture para
determinacdo do K mais provavel, especificando valor maximo de K=10. Em seguida
0 arquivo de saida foi utilizado para a andlise admixture model, realizando 10
corridas independentes. Devido a diferenca na ploidia e no modo de heranca, em
ambos os programas foram realizadas analises separadamente para os locos

mitocondriais, nucleares andnimos e ligados ao cromossomo Z.

Redes de haplotipos foram construidas pelo método de Median-joining
utilizando o programa NETWORK v4.6 (Bandelt et al., 1999; www.fluxus-
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engineering.com). Para verificar o nivel de diferenciacdo populacional das linhagens
observados nas analises anteriores foram realizadas analise de variancia molecular
(AMOVA) e Fst no programa Arlequim v3.5 (Excoffier et al., 2005). Para cada
marcador foram calculados a diversidade nucleotidica por sitio (x), 0 nimero de
hapldtipos (H), diversidade haplotipica (Hd), e realizados testes de neutralidade D de
Tajima (Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997) e o teste de expansdo populacional R,
(Ramos-Onsins & Rozas, 2002) utilizando o programa DnaSP v5.10 (Librado &
Rozas, 2009).

As anéalises a seguir utilizam métodos coalescentes que possuem como
premissa a neutralidade das sequéncias a serem utilizadas. Os testes de neutralidade
D de Tajima (Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997) indicaram desvios e significativos
para o loco mitocondrial (ver Resultados). No entanto, esses testes também podem
produzir resultados significativos quando a populacdo sofreu algum evento de
instabilidade demografica. Assim, foi realizado o teste de selecdo MK (McDonald &
Kreitman, 1991) para o mtDNA, implementado no programa DnaSP v5.10 utilizando
como grupo externo sequéncias de COI de A. barbadensis e de ND2 de A. farinosa,
disponiveis no GenBank. Os resultados dos testes ndo foram significativos (P>0,05)

para ambos 0s marcadores, que, assim, foram mantidos nas analises.

Com relagdo ao loco PLAA, a literatura sugere que locos ligados ao
cromossomo Z estariam sob acgdo de selecdo. Do mesmo modo que no presente
trabalho, diversos autores observaram niveis reduzidos de variacdo nesses marcadores
comparados aos autossémicos e apontam a selecdo como uma das possiveis causas
dessa reducdo da diversidade genética (Saetre, et al., 2003; Axelsson et al., 2004;
Sundstrom et al., 2004; Borge et al., 2005; Elgvin et al., 2011). Recentemente,
analises de expressdo génica do cromossomo Z em diversas espécies de aves
sugeriram que a selecdo atuaria como um fator importante no Fast-Z effect, por meio
da exposicdo de mutacbes nas fémeas (Dean et al., 2015). Adicionalmente,
Backstrom et al. (2010) e Elgvin et al. (2011) detectaram desvios significativos da
neutralidade no loco PLAA para outras espécies de aves. No presente estudo, 0s
testes de neutralidade ndo foram significativos para este mesmo loco (ver
Resultados), no entanto, esta analise possui uma estatistica pouco robusta devido ao
baixo nimero de sitios polimorficos. Infelizmente ndo foi possivel realizar um teste

de selecdo mais robusto (e.g. teste de selecdo HKA) para este loco devido a falta de
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sequéncias de um grupo externo. Isso serd realizado no futuro. Assim, esse loco foi
excluido das analises seguintes para evitar violacbes as premissas da analise
coalescente e consequentemente um possivel viés que possa vir a prejudicar o0s

resultados.

Estimativas de flutuacdes no tamanho populacional efetivo ao longo do tempo
para cada linhagem mitocondrial identificada nas analises anteriores foram realizadas
pelo método coalescente Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP; Heled &
Drummond, 2008) implementado no programa BEAST v1.8.0 (Drummond &
Rambaut, 2007). Como citado acima essa analise incluiu dados do mtDNA e
nucleares. Optamos por ndo realizar analises considerando as duas linhagens
sugeridas pelo loco ligado ao Z, pois em muitos exemplos na literatura esse marcador
parece estar sob selecé@o e decidimos ser conservativos, mesmo nédo tendo encontrado
evidéncia de sinal de selecdo nos nossos dados (ver Resultados). Foram realizadas
duas corridas independentes para cada linhagem utilizando arvores iniciais de
UPGMA, 100 a 200 milhdes de geracGes com frequéncia de amostragem a cada
10.000 & 20.000 e 10% de burn-in. Para todos os marcadores foi adotado o modelo
Relaxed clock log normal. Foi utilizada taxa de mutacdo de 1,05% por linhagem por
milhdes de anos para 0 mtDNA (Weir & Schluter, 2008) e as taxas de mutacdo para
os locos nucleares foram estimados pelo programa usando como base a taxa do
mtDNA. Foram utilizados os melhores modelos evolutivos para cada marcador
determinados no programa MrModelTest v.2.3 (Nylander, 2004) de acordo com o
Critério de Informacdo Akaike (AIC). A qualidade das corridas (ESS>200) foi
verificada no programa Tracer v1.5 (Rambaut et al.. 2014). As corridas
independentes foram combinadas no LogCombiner v1.8.0 e os graficos foram
plotados no programa RStudio utilizando o script EBSPlot (R. Campos Junior,

comunicagéo pessoal).
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4. Resultados

No total foram obtidas sequéncias de 189 individuos para o marcador
mitocondrial COI (512 pb) e de 146 para 0 ND2 (524 pb), sendo 108 e 33 sequéncias
de COIl e ND2, respectivamente, do GenBank. Para o loco PLAA (473 pb) foram
sequenciados 132 individuos, e todos estes tiveram seu sexo identificado com sucesso.
Todos os oito individuos heterozigotos foram identificados como machos, o que é
congruente com a possibilidade de este marcador se localizar no cromossomo Z. Para
o0s locos andnimos AMZ-02 (525 pb), AMZ-10 (524 pb) e AMZ-12 (524 pb) foram
sequenciados 132, 133 e 132 individuos, respectivamente. Dentre estes, foram
encontrados respectivamente 4, 7 e 9 individuos heterozigotos de indel, os quais
foram todos resolvidos, com excecdo de um individuo para o loco AMZ-10. Apéds a
analise no PHASE e a exclusdo dos individuos com probabilidade menor que 0,7,
restaram 131, 127, 128 e 130 individuos para os locos PLAA, AMZ-02, AMZ-10 e
AMZ-12, respectivamente. Ndo foi detectada nenhuma evidéncia de recombinacéo

em nenhum dos locos estudados.

A filogenia Bayesiana mitocondrial baseada em 1036 pb de COIl e ND2
recuperou os clados América Central (CA), norte da América do Sul (NSA), América
do Sul I (SA I) e Ameérica do Sul Il (SA 1I) encontrados em estudos anteriores
(Eberhard & Bermingham, 2004; Ribas et al., 2007; Caparroz et al., 2009;
Urantéwka et al., 2014) com boa probabilidade posterior (>0,95; Figura 3). Do
mesmo modo, as subespécies de A. ochrocephala da América Central mostraram
monofiletismo reciproco. Duas amostras adicionadas no presente trabalho e coletadas
em Caracarai (RO) e Tabatinga (AM) se agruparam ao clado NSA. As demais novas
amostras incluidas na analise se agruparam nos clados SA | e SA I1l. A diversificacdo
das linhagens do complexo A. aestiva/A. ochrocephala foi estimada de ter ocorrido
durante o Pleistoceno (Figura 3). O primeiro evento de diversificacdo teria ocorrido
entre os clados CA+NSA e SA héa aproximadamente 0,65 (0,45 — 0,85) milhdes de
anos (Ma), seguido pela diversificagdo entre CA e NSA ha aproximadamente 0,55
(0,35 -0,72) Ma. As linhagens SA | e SA Il teriam se divergido ha 0,45 (0,29 — 0,6)
Ma e por fim, a divergéncia entre linhagens SA lla e SA Ilb foi estimada em 0,35 (0,2
—0,45) Ma.
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Figura 3. Filogenia Bayesiana baseada em 1036 pb de mtDNA (COIl + ND2) do

complexo Amazona aestiva/A. ochrocephala. Nés com probabilidade posterior acima
representa o tempo em milhdo de anos. As cores das barras verticais correspondem as

cores do grafico gerado pelo BAPS (ver Figura 4). SA Il — clado 2 da América do
Sul; SA | —clado 1 da América do Sul; CA — clado da América Central; NSA — clado

de 0,95 estdo indicados com asterisco. A barra horizontal na porcdo inferior
do norte da América do Sul.
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A analise dos dados mitocondriais no BAPS para o complexo A. aestiva/A.
ochrocephala da América do Sul indicou como melhor K=4 (Figura 4), o que nao era
esperado segundo trabalhos anteriores que indicavam apenas trés linhagens. Os
agrupamentos desta analise coincidem com os clados NSA e SA I, mas indica uma
subdivisdo do clado SA 11, que chamaremos aqui de SA Ila e SA Ilb. Essa subdiviséo
também pode ser observada na arvore bayesiana, porém com baixa probabilidade
posterior para o clado SA I1b (<0,95; Figura 3). Os locos anénimos (K=4) e o PLAA
(K=4) ndo recuperaram a mesma estrutura do mitocondrial, e ndo apresentaram
nenhuma clara estrutura geogréafica (Figuras 5 e 6). Por outro lado, a analise no
STRUCTURE do loco PLAA, indicou a existéncia de duas populacdes, que parecem
ser parcialmente concordantes com a taxonomia, mas ha individuos de A. aestiva
geneticamente mais semelhantes a A. ochrocephala (Figura 7). Na analise para 0s
locos andnimos, apesar de indicar K=3, ndo ha estruturacao aparente (Figura 8). Essa
diferenca dos resultados entre 0 BAPS e 0 STRUCTURE pode ser devido ao fato de
0 primeiro ser um método menos preciso quando a analise se baseia em poucos

marcadores ou quando estes sdo pouco informativos (Rodriguez-Ramilo et al., 2009).
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Figura 4. Resultado da analise no BAPS (K=4) do complexo A. aestiva/A.
ochrocephala baseada em 1036 pb do mtDNA (COIl e ND2). Cada cor representa um
agrupamento (vermelho: NSA; azul: SA I; verde escuro: SA lla; verde claro: SA I1b).

Os numeros correspondem as localidades da Tabela 1.
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Figura 5. Resultado da analise no BAPS (K=4) do complexo A. aestiva/A.
ochrocephala baseada em 1573 pb dos locos anénimos (AMZ-02, AMZ-10 e AMZ-
12). Cores representam 0s quatro agrupamentos e ndo correspondem as cores dos
graficos das andlises com dados mitocondrial ou do PLAA. Os numeros
correspondem as localidades da Tabela 1 e estdo dispostas na mesma ordem do
grafico da figura 4. Note que infelizmente as amostras das localidades analisadas por

Eberhard & Bermingham (2004) ndo estdo incluidas, pois esses marcadores ndo

2 2 2 3 833 2 2y B 2

foram analisados por esses autores.
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Figura 6. Resultado da analise no BAPS (K=4) do complexo A. aestiva/A.
ochrocephala baseada em 473 pb do loco PLAA. Cores representam 0s quatro
agrupamentos e ndo correspondem as cores dos graficos das analises com dados
mitocondrial ou do PLAA. Os nimeros correspondem as localidades da Tabela 1 e
estdo dispostos na mesma ordem dos graficos das figuras 4 e 5. Note que infelizmente
as amostras das localidades analisadas por Eberhard & Bermingham (2004) ndo estédo

incluidas, pois esse marcador ndo foi analisado por esses autores.
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A. ochrocephala A. aestiva
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Figura 7. Resultado da analise no Structure (K=2) do complexo A. aestiva/A.
ochrocephala baseada em 473 pb do loco PLAA. Cores representam 0s dois
agrupamentos. Os numeros correspondem as localidades da Tabela 1. A identificacdo

morfoldgica de cada individuo esta indicada nas barras acima da gréfico.
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Figura 8. Resultado da analise no Structure (K=3) do complexo A. aestiva/A.
ochrocephala baseada em 1573 pb dos locos anénimos (AMZ-02, AMZ-10 e AMZ-
12). Cores representam os trés agrupamentos. Os ndmeros estdo dispostos na mesma

ordem da figura 7 e correspondem as localidades da Tabela 1.

A rede de haplétipos do mtDNA e dos locos andnimos foram coloridos de
acordo com 0s agrupamentos encontrados nas analises anteriores. As redes
mitocondriais (Figura 9 - B e C) mostraram congruéncia com as quatro linhagens
encontradas na anélise no BAPS, que sdo compostas por: NSA - A. ochrocephala do
Amazonas (AM), Roraima (RR), Coldmbia e Venezuela; SA | — A. aestiva da Bahia
(BA), Tocantins (TO), Piaui (PI), Goias (GO), Distrito Federal (DF), Minas Gerais
(MG), Mato Grosso do Sul (MS) e Sado Paulo (SP) e A. ochrocephala da Ilha de
Marajo; SA lla — A. aestiva da Bolivia, MG, MS, Argentina e SP e A. ochrocephala
do Acre (AC), Pard (PA), Bolivia e Mato Grosso (MT); SA Ilb — A. aestiva da
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Bolivia e MT e A. ochrocephala do Amapa (AP), AC e MT. As redes de haplotipos
dos locos nucleares anénimos ndo evidenciaram nenhuma estruturagdo geografica
clara (Figura9 - D, E e F).
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Figura 9. A) DistribuicGes geograficas de A. ochrocephala (amarelo) e A. aestiva
(turquesa). Os circulos indicam localidades de coleta e as cores representam as
linhagens mitocondriais (vermelho: NSA, azul: SA |, verde escuro: SA lla e verde
claro: SA l1lb). B) Rede de haplo6tipos baseados em 512 pb de COIl. C) Rede de
haplotipos baseado em 524 pb de ND2. D) Rede de haplétipo baseado em 525 pb do
loco AMZ-02. E) Rede de hapl6tipo baseado em 524 pb do loco AMZ-10. F) Rede de
haplétipo baseado em 524 pb do loco AMZ-12. Cada circulo das redes representa um
haplétipo e seu tamanho é proporcional a sua frequéncia.

Diferentemente da estrutura observada para 0 mtDNA, a rede de hapl6tipos do
loco PLAA (Figura 10 - B) indica a presenca de duas linhagens semelhantes as
observadas no STRUCTURE (Figura 7): 1) composta em sua maior parte por A.

ochrocephala e 2) composta majoritariamente por A. aestiva.

O calculo de Fst e a anélise de variancia molecular (AMOVA) foram
realizados considerando: 1) as quatro linhagens mitocondriais e 2) as duas linhagens
do PLAA. Foram obtidos valores altos de Fst (Tabela 3; e Fst = 0,92371 entre as
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duas linhagens baseadas no PLAA), indicando grande diferenciacéo entre os pares de
grupos avaliados. O resultado da AMOVA considerando as quatro linhagens
mitocondriais baseado no mtDNA, como esperado, indicou que a maior parte da
variagdo ocorre entre linhagens (82,27%; Tabela 4). No entanto, a AMOVA
considerando essas linhagens, mas baseada nos demais marcadores indicou maior
variacdo dentro de populacdes (Tabela 4). J& considerando os dois agrupamentos
indicados pelo PLAA no STRUCTURE e na rede de haplétipos, a AMOVA baseada
nos dados de PLAA indica maior variacdo entre linhagens (80,46%; Tabela 5) e
maior variacdo entre populacdes dentro de cada linhagem baseado nos dados de
mtDNA e dentro de populacBes quando baseado nos locos autossémicos (Tabela 5).
A maior variacdo dentro de populacdes baseada nos locos anénimos em ambas as
andlises é congruente com a auséncia de estruturagdo observada nas redes de

hapldtipos correspondentes (Figura 7).
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Figura 10. A) Distribuicbes geogréficas de A. ochrocephala (amarelo) e A. aestiva
(turquesa). Os circulos indicam localidades de coleta e suas cores (rosa ou roxo)
representam as duas grandes linhagens de haplotipos baseados na analise do PLAA.
B) Rede de haplétipos baseada em 473 pb do loco PLAA. C) Rede de haplétipos
baseada em 525 pb do loco AMZ-02. D) Rede de haplétipos baseada em 524 pb do
loco AMZ-10. E) Rede de haplotipos baseada em 524 pb do loco AMZ-12. Cada
circulo representa um haplétipo e seu tamanho é proporcional a sua frequéncia.
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Tabela 3. Valores de Fst entre as linhagens com base em 1036 pb de mtDNA do

complexo Amazona aestiva/A. ochrocephala.

SA | SAlla SAllb NSA
SA lla 0,86934 -
SAllb 0,73750 0,64290 -
NSA 0,91712 0,93379 0,82974 -

Tabela 4. Analise de variancia molecular (AMOVA) do complexo A. aestiva/A.

ochrocephala, considerando as quatro linhagens mitocondriais.

mtDNA PLAA AMZ02 AMZ10 AMZ12
g.l % g.l % g.l. % g.l. % g.l. %
Entre grupos 2 80,73 2 2681 2 1,14 2 0,39 2 3,65

Fonte de variagao

Entre populactes

25 336 33 3209 24 759 24 1966 24 11,71
dentro de grupos

Dentro de 93 1591 198 41,10 196 91,27 190 79,95 185 84,65
populacbes
Total 120 223 222 216 211

Tabela 5. Analise de variancia molecular (AMOVA) do complexo A. aestiva/A.
ochrocephala, considerando as duas linhagens do PLAA (A. aestiva e A.
ochrocephala)

_— mtDNA PLAA AMZ02 AMZ10 AMZ12
Fonte de variagdo
g.l. % g.l. % g.l % g.l. % g.l. %
Entre grupos 1 6,98 1 9408 1 0,58 1 7,44 1 1,07

Entre populages

23 5582 29 0,0 40 440 44 13773 20 9,65
dentro de grupos

Dentro de 72 3721 134 582 200 9502 212 7883 130 89,28
populacbes
Total 96 164 241 257 151

As estatisticas sumarias foram calculadas para cada marcador considerando as
linhagens identificadas pelo mtDNA, considerando o complexo A. aestiva/A.
ochrocephala como um grupo unico e considerando os 2 grupos indicados pelos
dados de PLAA — aqui denominados PLAA — A. aestiva e PLAA — A. ochrocephala
(Tabela 7). Testes de neutralidade e R, foram significativos apenas para os dados do
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mtDNA para as linhagens SA 1, SA lla, SA b, conjunto total de dados, para PLAA -
A. aestiva e PLAA - A. ochrocephala, o que pode ser indicativo de uma possivel

expanséo populacional.

A anélise EBSP multilocos para as linhagens mitocondriais sdo congruentes
com 0s respectivos testes de neutralidade e R, para o loco mitocondrial indicando
expansdo demografica nas linhagens SA | e SA lla com inicio entre 50 e 100 mil anos
(Figura 11 - B e C) e SA Ilb por volta de 50mil anos (Figura 11 - D). O grafico da
linhagem NSA (Figura 11 - A) mostra estabilidade populacional, contudo o amplo
intervalo de confianca torna esse resultado pouco informativo, possivelmente devido
ao baixo numero de individuos. Todos 0s sinais de expansao observados nos graficos
foram confirmados pelo Tracer que indica a ocorréncia de mudanga no tamanho

populacional.
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Tabela 7. Analise de diversidade genética e testes de neutralidade do complexo A.
aestiva/A. ochrocephala. As cores dos circulos correspondem as cores da Figura 3B.
N=nUmero de sequéncias; S=nimero de sitios polimdrficos; n=diversidade

nucleotidica; H=numero de haplotipos; Hd=diversidade haplotipica.

Linhagem Loco N S n H (Hd) Dde Tajima  FsdeFu R,

mDNA 6 8 000722 5(0933)  02743™  -0905™  01780™

PLAA 2 0 000000 1(0000) - : :
nsa @ AMZO2 4 1 000095  2(0500)  -0.6124™  0,172™  0,4330™
AMZI0 4 4 000413  4(1,000)  -0,0650™  -1741™  0,2234"

AMZ12 2 0 000000 1 (0,000) - . i
MDNA 66 24 000100 20 (0,633) -24991%*  -22,328%*  0,0284**
PLAA 92 3 000104 4(0446)  -02974™  -0479™  0,0858™
a1 @  AMZzO2 118 10 000213 10(0485)  -12037™  -3,896™  0,0485"
AMZ10 124 11 000276 10(0688) -09967™  -2595™  0,0568"
AMZ12 122 8 000302 9(0717)  -05510™  -2143™  0,0710"
MDNA 53 15 000080 14 (0,563) -2,3878%*  -16133**  0,0332**
PLAA 64 4 000097 5(0419)  -09873™  -2039™  0,0698™
sana @ AMZO2 90 9 000227 10(0547) -1,0750™  -4065™  0,0568"
AMZI0 86 10 000311  9(0729)  -0,8157™  -1835™  0,0681"
AMZ12 92 10 000323 11(0712) -0,6852™  -3177™  0,0705"

mDNA 23 17 000256  10(0,838)  -15385%  -2,756™  0,0700**

PLAA 30 2 000067 3(0301) -0,7705"  -0,809™  0,0787"

samb ©  AMZO2 42 6 000186  6(0479)  -1,0635™  -1,789"  0,0710"
AMZ10 42 5 000317 5(0,799)  1,0855™ 1,198™  0,1663™

AMZ12 44 7 000318  7(0,628)  -0,3001™  -0,945™  0,1003™

mtDNA 146 63  0,00535 48 (0,865) -1,7197* -28,765**  0,0383*

PLAA 188 5 0,00118 6 (0,511) -0,6766 ™ -1,698™ 0,0576 ™

Todos AMZ02 254 10 0,00293  11(0,497) -1,1253"™ -4,722"™ 0,0414"™
AMZ10 256 11  0,00315 10(0,732) -0,5291 "™ -1,200"™ 0,0631™

AMZz12 260 12  0,00278  13(0,659) -1,0981"™ -5,223"™ 0,0436 ™

mtDNA 78 33  0,00431 27 (0,796) -1,1099 ™ -10,742**  0,0608 ™
PLAA 116 2 0,00007 3(0,034) -1,3582"™ -4,255"™ 0,0651™

P;’;ﬁ\/_aA' AMZz02 156 10 0,00230 11 (0,512) -1,0079 "™ -4,119™ 0,0516 ™
AMZ10 148 11  0,00238 10 (0,648) -1,1603"™ -3,149™ 0,0477"™
AMZ12 156 9 0,00276 10 (0,684) -0,8191™ -3,112"™ 0,0578 "™
mtDNA 48 47  0,00622 21 (0,926) -1,3818"™ -4,258 "™ 0,0621*
PLAA - A PLAA 72 2 0,00034 3(0,158) -1,0007 ™ -1,598™ 0,0403 ™

ochrocephala AMZz02 88 8 0,00280 9 (0,509) -1,2395™ -4,313™ 0,0502 ™
P AMZ10 94 10 0,00414 9 (0,826) -0,0982 ™ -0,466 ™ 0,0935™
AMZ12 94 9 0,00364  10(0,671) -0,2246 ™ -1,820™ 0,0872"™

* p<0.05 ou 0.02 para Fs de Fu, **p<0.01, ™: ndo significativo
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Figura 11. Resultados do Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP) para as linhagens
mitocondriais de Amazona aestiva/A. ochrocephala baseadas em 1036 pb do mtDNA
(COI+ND?2), 525 pb do AMZ02, 524 pb do AMZ10 e 525 pb do AMZ12. O eixo x
representa o tempo em milhdes de anos e o eixo y 0 tamanho populacional em escala
logaritmica. A linha central indica a estimativa da mediana e as linhas externas
indicam limites de distribuicdo dos 95% HPD (Highest Posterior Density). As figuras
a direita mostram o detalhamento dos ultimos 200 mil anos. A) Linhagem NSA; B)
Linhagem SA I; C) Linhagem SA lla; D) Linhagem SA Ilb.
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5. Discussao

5.1 Estrutura genética e padrdes filogeogréficos do complexo A. aestiva/A.
ochrocephala.

As analises com base no mtDNA (arvore bayesiana, BAPS, redes de
hapldtipos, AMOVA e Fsr; Figuras 3, 4, 9; Tabelas 3, 4) do complexo A. aestiva/A.
ochrocephala da América do Sul indicaram a presenca de quatro linhagens, cada uma
com suporte méximo (excegdo para SA Ilb): NSA, SA I, SA lla e SA lIb (Figuras 3,
4, 9B e 9C; Tabela 3). Essas linhagens sdo concordantes com as encontradas em
estudos prévios (Eberhard & Bermingham, 2004; Ribas et al., 2007; Caparroz et al.,
2009; Urantowka et al., 2014), exceto pelo clado SA Il que no presente estudo
indicou ser composto de dois subgrupos distintos que foram nomeados como SA llae
SA lIb, sendo o primeiro composto em sua maior parte por individuos de A. aestiva
da porcéo sul-oeste da sua distribuicdo e por dois individuos de A. ochrocephala do
Acre e trés do Para, e o segundo formado em grande parte por individuos de A.
ochrocephala do Amapda, Acre, Mato Grosso e Bolivia e por trés individuos de A.
aestiva do Mato Grosso e um da Bolivia.

Os individuos de A. ochrocephala de Tabatinga (AM) e Caracarai (RR)
incluidos no presente trabalho, agruparam com individuos da Colémbia e Venezuela
do clado NSA (Figuras 3, 4, 9B e 9C; Eberhard & Bermingham, 2004; Ribas et al.,
2007; Caparroz et al., 2009; Uratowka et al., 2014). Com isso, ampliamos a
distribuicdo desse clado (Figura 9A). Um dado interessante, € que o individuo de
Tabatinga foi identificado morfologicamente como sendo da subespécie A. o.
nattereri (A. Aleixo, com. pessoal), enquanto os individuos de Caracarai, Coldmbia e
Venezuela foram identificados como A. o. ochrocephala sendo o primeiro
identificado baseado na localizacdo geografica e os dois ultimos identificados em
estudo anterior (Eberhard & Bermingham, 2004). A incongruéncia entre a morfologia
e a genetica parece indicar que a quantidade de cor amarela na cabeca possivelmente
ndo seja um bom carater para diferenciar esses taxons ou que esta ocorrendo
hibridacdo nessa regido (A. Aleixo, com. pessoal). Estudos com amostragem maior

de individuos dessa regido sdo necessarios para testar essas hipoteses.
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Do mesmo modo que Caparroz et al. (2009), encontramos grande
concordancia das linhagens que incluem individuos de A. aestiva e a distribuicéo
geogréfica descrita para as subespécies A. a. aestiva (linhagem SA |, por¢do norte-
leste) e A. a. xanthopteryx (linhagem SA lla, porcao sul-oeste; Figura 9A). Essas duas
linhagens ocorrem em simpatria principalmente na regido do Mato Grosso do Sul
(Figura 9A), local que j& era conhecido por abrigar individuos com morfologia
intermediaria dessas subespécies (Darrieu, 1983 apud Caparroz et al. 2009), o que
poderia indicar uma possivel zona de contato secundario nessa regido ou um centro
de origem. Adicionalmente, foi encontrada a presenca em simpatria das linhagens SA
Ila (predominantemente A. aestiva) e SA Ilb (predominantemente A. ochrocephala)
onde aparentemente ocorre sobreposicdo da distribuicdo geogréfica de A. aestiva e A.
ochrocephala, em Mato Grosso e Bolivia e também em locais proximos a essa regido
(Figura 9A). Assim, essa é outra area onde seria interessante investigar se ocorre

hibridizacdo entre esses taxons.

A estrutura geografica mitocondrial encontrada neste trabalho de modo geral
parece ndo corresponder fortemente a barreiras geograficas conhecidas atualmente,
diferentemente do que ocorre, por exemplo, com diversos grupos de aves da
Amazonia em que o rio Amazonas e seus afluentes parecem ter tido um papel
importante na sua diversificacdo (Ribas et al., 2011, Souza-Neves, 2013; Fernandes
et al., 2014a, 2014b). Os estudos anteriores apresentaram algumas hipoteses sobre o
efeito de barreiras geogréaficas atualmente conhecidas sobre os tdxons desse complexo

e estdo discutidas a seguir.

Eberhard & Bermingham (2004) haviam sugerido que o rio Amazonas
poderia atuar como uma barreira geogréafica entre as linhagens NSA e SA. Entretanto,
apesar de todos os individuos do clado NSA terem sido amostrados ao norte dos rios
Solimdes e Amazonas, ha alguns individuos do clado SA (Macapa-AP) amostrados
na mesma margem (Figura 9), observacgéo feita anteriormente por Ribas et al. (2007).
Por outro lado, assim como Ribas et al. (2007), foi observado que individuos de A.
ochrocephala da Ilha do Marajé e do Amapa apesar de estarem geograficamente
proximos, pertencem a clados distintos (Figura 9). Esses autores sugeriram que 0 rio
Amazonas poderia ser uma barreira entre os clados SA I e SA Il nessa regido. No
entanto, o rio ndo parece agir como uma barreira efetiva dentro do clado SA Ilb, pois

como dito anteriormente, existem individuos desse clado localizados em ambos os
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lado do rio (Acre e Amapa). Uma possivel explicacdo para isso seria o fato de que os
individuos seriam capazes de atravessar 0 rio nas regides mais proximas a cabeceira
onde sua largura é mais estreita, mas ndo na regido de desembocadura na ilha. Para
testar essa hipotese, seria necessario realizar estudos com uma amostragem maior de

individuos ao longo de ambas as margens do rio.

A datacdo com base nos marcadores mitocondriais indica que as linhagens da
América do Sul teriam se diversificado durante o Pleistoceno (Figura 3), 0 que ndo
refuta uma possivel influéncia das oscilagbes climéaticas durante esse periodo na
histdria evolutiva dessas linhagens. Também foram detectados sinais de expansédo
populacional para todas as linhagens (exceto NSA) por volta de 50 mil anos atras,
durante o Pleistoceno, que podem estar relacionados aos ciclos climéaticos desse
periodo. Caparroz et al. (2009) sugeriram que a diversificacdo das linhagens de A.
aestiva tenha ocorrido em consequéncia aos ciclos climaticos que ocorreram durante
o0 Pleistoceno. Segundo os autores, as linhagens teriam se divergido como resultado
de expans@es populacionais em dire¢do nordeste e sudoeste a partir de um possivel
centro de origem (Mato Grosso do Sul). Tanto A. aestiva quanto A. ochrocephala
habitam principalmente areas abertas e secas, portanto tal expansao deve ter ocorrido
durante os periodos frios e secos, com a possivel expansdo de savanas e areas abertas
(Pennington, 2000; Behling & Hooghiemstra, 2001). Em contraste, modelagens
paleocliméticas do Cerrado e de florestas sazonalmente secas, indicaram que esses
ambientes teriam expandido sua distribuicdo durante o ultimo periodo interglacial,
seguido de uma retracdo no ultimo maximo glacial, pois o clima estaria frio e seco
demais para suportar amplas distribuicdes desses ambientes (Cerrado e florestas
sazonalmente secas; Werneck et al., 2011, 2012b). Entretanto, nossos dados mostram
que a expansao populacional teria ocorrido apés o periodo do dltimo interglacial
(Figura 11), sendo mais congruente com a expansdo das savanas durante o periodo

glacial, héa pelo menos 60 mil anos (Behling & Hooghiemstra, 2001).

Também podemos observar que as linhagens SA I, SA lla e SA llb sdo
concordantes com a distribui¢cdo dos dominios Amazonia, Cerrado e Chaco (Figura 9).
Embora os dois Gltimos dominios possuam caracteristicas mais semelhantes entre si,
cada um responde de forma diferente as mudancas climaticas e ambientais e devem
ser considerados separadamente em analises biogeograficas (Pennington et al., 2000).

Essa concordancia entre as linhagens e os dominios pode indicar uma possivel
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divergéncia mediada pelo ambiente. Assim, a apesar de ndo ter encontrado sinal de
selecdo (ver Material e Métodos, pg. 22), ndo é possivel descartar que alguma pressao
seletiva tenha levado a fixacdo de alelos diferentes em cada ambiente (Rundle &
Nosil, 2005; Schluter & Conte, 2009). Alternativamente, o processo de divergéncia
poderia ter sido conduzido por selecdo sexual, pela qual a reproducdo poderia ter
ocorrido preferencialmente entre individuos mais semelhantes entre si (Servedio,
2016), uma vez que essas linhagens possuem alguma concordancia com as formas

morfoldgicas de A. ochrocephala, A. a. aestiva e A. a. xanthopteryx.

As redes de haplotipos (Figura 10) e o resultado do STRUCTURE (Figura 7)
com base no loco ligado ao cromossomo Z, PLAA, também mostraram alguma
estruturacdo, embora distinta daquela observada para o0 mtDNA. Essas linhagens
possuem alguma concordancia com a identificacdo taxonémica atual dos individuos
(Figuras 7 e 10). No entanto é possivel observar compartilhamento de haplétipos
entre as espécies, podendo ser resultante de um sorteamento incompleto de linhagens
ou fluxo génico, que parece ser mais intenso no sentido A. ochrocephala = A.
aestiva, uma vez que ha mais individuos A. aestiva com haplétipos da linhagem com
mais individuos de A. ochrocephala. Essa estruturacdo € congruente com a literatura
e outros estudos que tém mostrado que marcadores ligados ao cromossomo Z em
aves apresentam maior diferenciacdo e/ou menor introgressao entre espécies do que
locos autossémicos (Saetre et al., 2003; Coyne & Orr, 2004; Borge et al., 2005;
Carling & Brumfield, 2008, 2009; Carling et al., 2010; Storchova et al., 2010; Elgvin
et al, 2011). Como mencionado na introducdo, uma das possiveis explicacdes para
esse resultado é a Regra de Haldane, que prediz a inviabilidade ou infertilidade do
sexo heterogamético na prole hibrida (Coyne & Orr, 2004). A esterilidade teria como
causa a interacdo de genes recessivos com incompatibilidade alélica desenvolvida em
alopatria, e que ndo poderiam ser “mascarados” por um alelo dominante no sexo
heterogametico caso esses alelos estejam localizados nos cromossomos sexuais
(Coyne & Orr, 2004; Carling & Brumfield, 2009). Além disso, uma presséo seletiva
mais acentuada pode ser esperada nesses genes (Fast-Z effect), uma vez que mutacgoes
recessivas benéficas ou deletérias sendo expostas no sexo heterogamético podem ser
mais facilmente fixadas ou eliminadas, respectivamente (Charlesworth et al., 1987).

Isso pode ter resultado no baixo polimorfismo observado e maior diferenciacédo
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interespecifica do que os encontrados para os demais marcadores nucleares no

presente estudo.

As redes de haplotipos dos locos nucleares andnimos (Figuras 9 e 10) ndo
mostraram evidéncias de estruturacdo geogréfica. Tal resultado pode estar
relacionado com o maior tamanho efetivo populacional de aproximadamente quatro
vezes nos locos nucleares em comparagdo aos mitocondriais, 0 que leva a um maior
tempo de coalescéncia e consequentemente, a um maior efeito do sorteamento

incompleto de linhagens (Zink & Barrowclough, 2008).

5.2 Relacdo entre A. aestiva e A. ochrocephala

Assim como nos trabalhos anteriores, as espécies A. aestiva e A. ochrocephala
atualmente descritas com base na morfologia ndo sédo concordantes com a estrutura
genética recuperada para 0 mtDNA, que mostra uma relacdo parafilética entre eles.
Eberhard & Berminghan (2004) propuseram que A. ochrocephala da América do Sul
deveria ser separado em duas espécies: A. ochrocephala (inclui A. 0. ochrocephala do
Norte da América do Sul, ou seja, o clado NSA) e A. nattereri (composto por A. o.
ochrocephala da Amazdnia e A. o. nattereri e A. 0. xantholaema).  Alternativamente,
todos os individuos da América do Sul seriam reconhecidos como uma Unica espécie,
A. ochrocephala. Esta Gltima proposta ndo foi congruente com os dados de Ribas et
al. (2007), devido ao fato de as linhagens NSA e SA ndo serem 0S mais

proximamente relacionados.

Os nossos dados mitocondriais (Figuras 3, 4, 9), assim como os de trabalhos
anteriores (Ribas et al., 2007; Caparroz et al., 2009) sdo congruentes com a proposta
de que A. ochrocephala da linhagem NSA poderia ser uma espécie distinta.
Entretanto, existe um descompasso entre morfologia e genética nesses individuos.
Segundo a proposta de Eberhard & Bermingham (2004) a espécie A. ochrocephala
(clado NSA) incluiria apenas individuos de A. o. ochrocephala da parte norte da
América do Sul, excluindo os individuos de A. o. ochrocephala da Amazonia.
Adicionalmente, neste estudo um dos individuos da linhagem NSA foi identificado
como A. o. nattereri (A. Aleixo, comunicacdo pessoal). Essa incongruéncia entre
genetica e morfologia pode ser um indicativo de que a quantidade de amarelo na

cabeca ndo seja um bom marcador para diagnosticar as subespécies desta espécie,
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sendo necessaria uma revisao taxonémica dessas subespécies. Surpreendentemente, a
rede de haplétipos do loco PLAA (Figura 10) ndo recuperou a linhagem NSA que se
mostra bastante divergente para 0 mtDNA. Para uma verificagdo mais precisa, seria
necessario analisar mais locos e mais individuos dessa linhagem, uma vez que apenas
dois individuos foram sequenciados para esse loco. Estudos adicionais de morfologia
e vocalizacdo devem ser realizados para verificar se existem caracteres que permitam

distinguir essa linhagem das demais.

Para o restante dos individuos da América do Sul os resultados sdo um pouco
mais complexos. A divisdo das subespécies descritas morfologicamente para A.
ochrocephala nédo sdo concordantes com as linhagens recuperadas nas analises, mas
sdo congruentes com estudos anteriores (Figuras 3, 9; Ribas et al., 2007; Caparroz et
al., 2009) que indicam a necessidade de mais estudos morfoldgicos que permitam
entender melhor o padrdo de plumagem que possa ser utilizado para diagnosticar
esses taxons. Adicionalmente, esses estudos anteriores indicam que A. ochrocephala
e A. aestiva ndo sao reciprocamente monofiléticos, o que foi corroborado pelas nossas
andlises mitocondriais (Figuras 3 e 9). Entretanto, no presente estudo encontramos
uma subdivisdo do grupo SA I1l, sendo que uma das linhagens é composta em sua
maioria por individuos de A. aestiva (SA 1la) e a outra linhagem por individuos de A.
ochrocephala (SA I1b). Dessa forma, nossos dados indicam uma tendéncia um pouco
maior em diferenciar as duas espécies se comparados aos estudos anteriores
(Eberhard & Bermingham, 2004; Ribas et al., 2007; Caparroz et al., 2009;
Urantowka et al., 2014). No entanto, para refletir melhor a taxonomia atual, nossos
dados deveriam agrupar as linhagens SA lla (maioria de A aestiva) e SA | (maioria de
A. aestiva), o que ndo é observado (Figura 3). Outra possivel alternativa seria o
agrupamento da linhagem SA llb com a linhagem SA 1, pois, apesar de esta Ultima
ser composta majoritamente por A. aestiva, devido a possibilidade de ter ocorrido
uma varredura introgressiva entre as duas espécies dentro dessa linhagem (ver
abaixo), ndo podemos inferir inequivocadamente a qual espécie os haplotipos da
linhagem SA | estdo mais relacionados. Assim, estudos adicionais com mais amostras
de A. ochrocephala da América do Sul e mais marcadores precisam ser realizados

para investigar melhor as relac6es entre essas linhagens.

Sorteamento incompleto de linhagens e introgressdo foram sugeridos como

possiveis explicacbes para o compartilhamento de haplotipos entre os taxons
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(Eberhard & Bermingham, 2004; Ribas et al., 2007; Caparroz et al., 2009). Caparroz
et al. (2009) ainda sugere que a introgressdo seria a melhor explicacdo para este caso.
Distinguir entre introgresséo e sorteamento incompleto de linhagens ndo é uma tarefa
simples, uma vez que ambos os processos podem produzir padrbes filogenéticos
semelhantes (Avise et al., 1990; Morando et al., 2004). No entanto, é esperado que
esses processos resultem em padrbes geograficos diferentes: na presenca de
introgressao, espera-se que o compartilhamento de hapl6tipos seja mais frequente nas
regides de contato entre as espécies ou proximas, e ndo distribuidas aleatoriamente,
como no caso de sorteamento incompleto (Masta et al., 2002). Os resultados do
presente estudo parecem ser mais congruentes com um cendrio de introgressdo. 1sso
porque individuos de A. ochrocephala que carregam haplotipos da linhagem SA lla
(composto em sua maior parte por A. aestiva) e individuos de A. aestiva portadores de
hapldtipos da linhagem SA 1lb (composto majoritariamente por A. ochrocephala)
ocorrem principalmente em uma éarea onde supostamente ha sobreposicdo da
distribuicdo dessas espécies (Bolivia e Mato Grosso; Figura 9, localidades 16 e 35).
Essa situacdo também €é observada em uma localidade préximo a essa area (Acre;
Figura 9, localidade 11). Assim, devido a proximidade geografica, é possivel que
individuos da area de contato entre as duas espécies tenham migrado até essa
localidade. Contudo, podemos observar que ha trés individuos de A. ochrocephala
com um haplétipo (o mais frequente) da linhagem SA lla em localidades mais
distantes dessa zona de contato (Figura 9, localidades 9 e 38), o que ndo seria
congruente com um cenario de introgressdo, mesmo que, em geral, os psitacideos
sejam capazes de dispersar longas distancias (Collar, 1997). Assim, seria importante

obter uma amostragem maior nessa regido para permitir investigar essa questéo.

Na rede de haplétipos do loco PLAA (Figura 10) podemos observar, que a
introgressdo detectada ocorre de forma diferente entre as espécies, sendo encontrados
mais individuos de A. aestiva agrupados na linhagem composta majoritariamente por
A. ochrocephala do que individuos de A. ochrocephala agrupados na linhagem
composta predominantemente por A. aestiva. Tal assimetria pode ser devido a
mecanismos genéticos ou epigenéticos restringindo a introgressdo de forma
diferencial nas duas espécies (Saetre, 2003). Carling & Brumfield (2009) também
detectaram introgressao assimétrica de alelos do gene do Z em Passerina cyanea e P.

amoena, e sugerem que a intensidade da selecdo sobre o hibrido seria diferente
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dependendo da composicao do genoma do individuo que recebeu o alelo ligado ao Z.
Aplicando a hipotese de Carling & Brumfield (2009) no nosso estudo, individuos
carregando alelo PLAA de A. aestiva que possuem genoma predominante de A.
ochrocephala sofreriam maior acdo da selegdo do que individuos com alelo PLAA de

A. ochrocephala com genoma predominante de A. aestiva.

Ainda com base nos dados do loco PLAA, todos os individuos (N = 14;
Tabela 1) da llha de Marajé (morfologicamente identificados como A. o.
xantholaema) sdo mais proximos dos demais A. ochrocephala (exceto um alelo de
um individuo; Figura 10), enquanto o mMtDNA mostra o0 agrupamento desses
individuos com A. aestiva da linhagem SA | (Figura 9). Isso é interessante, pois,
como exposto anteriormente, os demais individuos de A. ochrocephala estéo
majoritamente agrupados na linhagem SA Ilb (que é composto em sua maioria de A.
ochrocephala) e a introgressdo do mtDNA parece ocorrer principalmente na regido
de sobreposicdo da distribuicdo das duas espécies (Figura 9), enquanto que todos 0s
individuos da Ilha do Marajo se agruparam com A. aestiva da linhagem SA | (Figura
9). Assim, parece que nessa localidade a introgresséo ocorre de forma mais intensa,
mesmo nado tendo indicacdo de que esses individuos estejam em contato (de acordo
com a distribuicdo conhecida desses taxons). Devido as predicdes da Regra de
Haldane, espera-se que o DNA mitocondrial apresente menor susceptibilidade a
introgressdo do que os locos ligados ao Z e menor ainda do que 0s nucleares em aves
(Carling & Brumfield, 2008; Rheindt & Edwards, 2011). Dessa forma, seria esperado
que a introgressao do mtDNA ocorresse preferencialmente nas areas de hibridizacéo,
sendo pouco provavel que a introgressdo atinja regides muito além dessa area. No
entanto, 0 mtDNA também é considerado o marcador mais suscetivel aos efeitos de
“varredura introgressiva” (introgressive sweep, em inglés; Rheindt & Edwards, 2011).
Esse fendmeno ocorre quando ha diferenga no fitness entre alelos. Assim, quando o
alelo “invasor” possui fitness maior do que o alelo nativo, ele pode substituir o nativo
ao longo de toda sua distribuicdo geografica (Rheindt & Edwards, 2011). Segundo
Rossetti et al. (2006, 2007) a porcdo leste da Ilha de Marajo possui habitat
semelhante ao cerrado (dominio onde A. aestiva do clado SA | ocorre) podendo
indicar a possibilidade de que a introgresséo poderia estar relacionada com alguma
vantagem seletiva ao habitat. Apesar de 0s nossos dados serem congruentes com um

evento de varredura introgressiva, andlises utilizando dados em escala genémica
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precisariam ser realizadas para diagnosticar esse fendmeno de maneira mais

conclusiva (F. Rheindt, comunicacédo pessoal)

Assim, estudos adicionais integrando morfologia, vocalizagdo e genética
ainda sdo necessarios para compreender as relagdes evolutivas desses tdxons de

maneira mais global.

5.3 ImplicagOes para conservagao

As principais ameagas tanto para A. aestiva quanto para A. ochrocephala séo a
degradacdo e fragmentacdo de habitat e perda de areas potenciais para reproducéo
(Collar & Juniper, 1988; Juniper & Parr, 1998). As principais causas dessa destrui¢cdo
de habitat sdo as atividades humanas, tais como expansdo da agricultura,
desenvolvimento urbano e desmatamento (Juniper & Parr, 1998). Outra principal
ameaca € a grande pressdo de captura de individuos na natureza para 0 comércio
ilegal de animais silvestres. Psitacideos de modo geral, sdo bastante populares como
mascotes, devido a sua coloragdo exuberante e habilidade de imitar a fala humana
(Forshaw, 1989; Juniper & Parr, 1998). Em especial, A. aestiva é considerado um dos
alvos principais desse trafico, e por isso foi incluida no Plano de Acdo Nacional para

a Conservacao de Psitacideos da Mata Atlanticas (Schunck et al., 2011).

Sob o ponto de vista de Unidades de Manejo (Moritz, 1994) e adotando um
cenario conservativo, a estrutura genética encontrada no presente trabalho sugere que
as linhagens mitocondriais (Figuras 3, 4 e 9 - B e C) poderiam ser consideradas como
Unidades de Manejo distintas, apesar das incongruéncias taxondmicas. Além disso,
podemos observar que a linhagem SA |, composta por sua maior parte por A. aestiva,
estd distribuida principalmente no Cerrado, considerado um dos hotspots de
biodiversidade (Myers, 2000). Estima-se que esse dominio possua apenas 20% da sua
cobertura original e apenas 6,2% da extensao total do dominio se encontra em areas
de protegidas (Myers, 2000). Por ser uma espécie popularmente conhecida e
carismatica, A. aestiva pode ser utilizada como espécie bandeira para a preservagdo
desse dominio e de toda sua a biodiversidade, e também no combate ao trafico ilegal
de aves no Brasil (Schunck et al. 2011).
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Conclusoes

1) O complexo A. aestiva/A. ochrocephala da América do Sul abrange quatro
linhagens mitocondriais. Ou seja, no presente trabalho uma subdivisdo adicional foi
identificada, revelando duas linhagens da América do Sul que foram
majoritariamente compostas de individuos de uma das espécies, indicando
diferenciacdo maior entre elas quando comparado a estudos anteriores. Além disso, 0
aumento da amostragem geografica revelou que uma dessas linhagens (norte da
América do Sul) possui maior distribuicdo geografica.

2) Flutuacdes climéticas durante o Pleistoceno e pressdes seletivas divergentes
em diferentes ambientes podem ter influenciado na diversificagdo dessas linhagens.

3) O padrdo filogeografico encontrado para o mtDNA indica que o
compartilhamento de haplétipos entre as espécies ocorre principalmente em zonas de
contato e areas préximas, 0 que sugere que a introgressao seja 0 processo gerador
desse compartilhamento de haplotipos.

4) O loco ligado ao cromossomo Z mostra estruturacdo mais concordante com
a atual identificacdo morfoldgica de espécies. Possivelmente, seguindo a Regra de
Haldane, os alelos sdo menos susceptiveis a introgressao devido a esterilidade e/ou
inviabilidade de hibridos heterogaméticos. Além disso, esses locos supostamente
possuem uma rapida evolucdo adaptativa (Fast-Z) que pode também aumentar a
diferenciacdo entre espécies.

5) Incongruéncias entre a taxonomia baseada na plumagem e na genética
ressaltam a necessidade de mais estudos de diferentes areas do conhecimento (como
por exemplo, vocalizacdo e morfologia) para ajudar a entender melhor as relacdes
entre esses taxons.

6) De forma conservativa, as linhagens mitocondriais podem ser consideradas
como unidades de manejo distintas para 0 manejo e estratégias de conservacao.

7) Os resultados aqui obtidos mostram a importancia da inclusdo de mais
individuos e marcadores em estudos evolutivos. Assim, as novas tecnologias de
analises a nivel gendbmico parecem ser uma boa estratégia para investigar historias
evolutivas de diversos taxons de maneira ainda mais ampla, seu uso pode ser uma
ferramenta atil para investigar o complexo sul americano de Amazona aestiva /

Amazona ochrocephala.
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Resumo

O complexo sul americano de Amazona aestival Amazona ochrocephala possui ampla
distribuicao geografica, compreendendo desde o nordeste brasileiro até o norte da
Argentina ¢ do norte da América do Sul até a Bacia Amazonica, respectivamente.
Estudos de filogenia e filogeografia indicam que esses taxons ndo sio reciprocamente
monofiléticos. Contudo, esses trabalhos foram baseados apenas no DNA
mitocondrial. Assim, o presente estudo teve como objetivo realizar uma andlise de
filogeografia multilocos do complexo A. aestiva/A. ochrocephala da América do Sul.
Foram utilizados os locos mitocondriais COI (512 pb) e ND2 (524 pb) de 189 ¢ 146
individuos, respectivamente; os locos nucleares autossomicos AMZ-02 (525 pb),
AMZ-10 (524 pb) e AMZ-12 (524 pb) de 132, 133 e 132 individuos,
respectivamente; e um intron de um gene ligado ao cromossomo Z (PLAA, 473 pb)
de 132 individuos. A estrutura genética mitocondrial indicou a presenca de quatro
linhagens que, apesar de incluirem individuos das duas espécies, cada linhagem é
majoritariamente composta de individuos de uma das espécies. Ou seja, nossos dados
mostraram maior tendéncia a separar os individuos das duas espécies do que 0s
estudos prévios, mas ainda sem congruéncia total com a taxonomia vigente. Duas
amostras novas se agruparam na linhagem do norte da América do Sul, ampliando
sua distribuicdo e mostrando incongruéncia com a atual classificacdo das subespécies
de A. ochrocephala. A distribuicdo geografica das linhagens possui concordancia
com diferentes dominios, sugerindo que pressdes seletivas dos ambientes podem ter
contribuido para sua diversificagdo. Adicionalmente, os ciclos glaciais durante o
Pleistoceno podem ter alguma relagdo com mudancas no tamanho populacional das
linhagens. A estrutura baseada no loco ligado ao cromossomo Z mostrou boa
congruéncia com a atual taxonomia de espécies. O compartilhamento de haplétipos
principalmente nas &reas de maior proximidade entre A. aestiva e A. ochrocephala
pode ser um indicativo de introgressdo. As incongruéncias entre genética e plumagem
encontrados no presente trabalho ressaltam a necessidade de mais estudos para
melhor entender as relages dentro desse complexo de espécies. Sob o ponto de vista
da conservacao, as linhagens mitocondriais podem ser consideradas como Unidades
de Manejo distintas. De um modo geral, o presente estudo contribuiu com mais
informagdes sobre o complexo sul americano de A. aestiva/A. ochrocephala e mostra

a importancia da utilizacdo de mais amostras e marcadores em estudos evolutivos
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para uma investigacdo de padrdes filogeograficos e histdrias evolutivas de maneira

mais ampla.
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Abstract

The South American Amazona aestiva/Amazona ochrocephala complex has a broad
distribution, ranging from northeast Brazil to the north of Argentina and from the
north of South America to the Amazon Basin, respectively. Phylogenetic and
phylogeographic studies have shown that these taxa are not reciprocally
monophyletic. However, these studies were based only on mitochondrial DNA.
Therefore, in the present study we performed a phylogeographic analysis of South
American A. aestiva/A. ochrocephala using a multilocus approach. Our database
included mitochondrial DNA sequences of COI (512 bp) and ND2 (524 bp) from 189
and 146 individuals, respectively; autosomal nuclear sequences of AMZ-02 (525 bp),
AMZ-10 (524 bp) and AMZ-12 (524 bp) from 132, 133 and 132 individuals,
respectively; and one intron of a Z chromosome-linked gene (PLAA, 473 bp) from
132 individuals. Mitochondrial data recovered four South American lineages. Even
though each lineage groups individuals from both species, the majority of individuals
from each lineage belongs to one of the species. Thus, our data showed a clearer
tendency to separate individuals from each species than previous studies, but still did
not fully agree with current taxonomy. Two new samples clustered in the northern
South America lineage, expanding its distribution and revealing incongruence
between genetic data and current taxonomy of subspecies of A. ochrocephala. The
geographic distribution of lineages matched that of different biomes, suggesting that
selective environmental pressures may have contributed to their diversification.
Additionally, climatic oscillations during the Pleistocene could have influenced
demographic changes of these lineages. The genetic structure based on the Z-linked
locus fairly agrees with species taxonomy. The overlap of different mitochondrial
lineages mostly occured where the geographic distributions of A. aestiva and A.
ochrocephala were closer, suggesting that haplotype sharing could be caused by
introgression. The lack of agreement between genetic and plumage data indicated that
more studies are needed to solve this question. Regarding conservation,
mitochondrial lineages could be considered as distinct Management Units. In sum,
the present study contributed to improve the knowledge about the South American A.
aestiva/A. ochrocephala complex and highlights the importance of using more

samples and markers in evolutionary studies.
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