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Abstract

The systematics of the polytypic species Dendrocolaptes certhia (Aves:
Dendrocolaptidae) has been studied so far only through morphological characters, which
have been unable to resolve relationships and provide consistent diagnoses for many
described taxa grouped under this species. Molecular characters thus become a potential
tool to provide a higher degree of resolution concerning the evolutionary history of this
polytypic species. We used a multilocus database combining two mitochondrial and three
nuclear genes from different loci, which was analyzed with different approaches
(Bayesian, coalescent, and population genetics), to propose the first phylogeographic
hypothesis for this polytypic species. The molecular data indicate that traditional
taxonomy contrasts strongly with the evolutionary history of Dendrocolaptes certhia,
with the recognition of seven diagnosable independent species rather than a single
polytypic species. These seven species are distributed coincidentally with the main areas
of endemism in the Amazon, and their diversification appears to be strongly correlated
with the formation of the modern Amazonian drainage during Plio-Pleistocene times.

Key-words. Amazonia, historical biogeography, population genetics, hypotheses of
diversification, coal escent approach.
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Resumo

A sstemdatica da espécie politipica Dendrocolaptes certhia (Aves:
Dendrocolaptidae) foi estudada até hoje apenas com base em caracteres morfoldgicos e
até entdo ndo se conseguiu delimitar as relacdes e propor diagnoses consistentes para
todos os taxons / populacdes agrupados na espécie. Caracteres moleculares se tornam
assim uma ferramenta potencial para fornecer um grau maior de resolucéo acerca da
histéria evolutiva desta espécie politipica. Para tal, foi utilizado um banco de dados
multilocus composto de dois genes mitocondriais e trés loci diferentes de genes nucleares,
e a partir de andlises com diferentes abordagens (bayesianas, coalescentes e genético
populacionais) foi entdo proposta a primeira filogeografia para esta espécie. Os dados
moleculares sugerem alteragdes na taxonomia de Dendrocolaptes certhia em relagdo a
arranjos propostos onde propomos um novo tratamento taxondmico que reconhece sete
espécies diagnosticaveis ao invés de uma Unica espécie politipica reunindo todos os
taxons de D. certhia. Estas sete espécies estdo distribuidas de maneira a corroborar com
as principais &eas de endemismo na Amazbnia, e sua diversificagdo parece estar
fortemente correlacionada com a formagdo da drenagem moderna da Amazonia durante

os periodos do Plio-Pleistoceno.

Palavras-Chave: Amazobnia, biogeografia histérica, genética de populagdes, hipoteses de

diversificacéo, abordagem coalescente.



INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui 1832 espécies (CBRO, 2011) e a Amazbnia, como um todo
(incluindo a parte extra-brasileira do bioma), 1800 (Valle et al., 2008). O conhecimento
da diversidade, das filogenias e distribuicdes dos organismos na Amazonia ainda é
insuficiente, como revelado pelo grande nimero de espécies de aves descritas nas Ultimas
décadas para estaregido (Silveira et a., 2005; Whitney et al., 2004). Um grande nimero
de estudos revelou que muitas espécies com ampla distribui¢do na bacia Amazonica sdo
na verdade compostas por um complexo de espécies (Aleixo, 2002, 2004; Zimmer, 2002;
Isler et a., 20073, 2007b; Isler e Whitney, 2011). Desta maneira, novos estudos como o
proposto aqui s80 necessarios para uma estimativa mais acurada da real diversidade da
avifauna Amazonica.

A delimitagdo de espécies € de fundamental importancia, ja que sdo usadas como
unidades basicas em andlises em varias disciplinas da biologia como biogeografia,
ecologia e macroevolucdo (Sites e Marshall, 2004). Portanto, pesquisas sobre a historia
evol utiva de popul agdes agrupadas dentro de uma mesma espécie biol 6gica sdo essenciais
para assegurar que os limites inter-especificos formalmente reconhecidos para a espécie
sejam consistentes com os padrdes fundamentais de evolucéo do grupo (Watson, 2005).

Apesar do progresso nos Ultimos anos, envolvendo as metodologias de
reconstrucdes filogenéticas, muitos desafios criam incertezas com relacdo as verdadeiras
associagoes histéricas dos taxons analisados (Rokas et al., 2003). Desta maneira, em
decorréncia de grandes equivocos possivels inerentes as estimativas de parametros
genéticos inferidos a partir de um dnico locus (Hudson, 1992; Kuhner et a., 1995),
existem boas razbes para se adotar a nova abordagem em filogeografia baseada em
multiplos marcadores (multilocus) e que, portanto, combinam tanto marcadores
mitocondriais como loci nucleares nas inferéncias filogenéticas (Brumfield et al., 2007).

O género Dendrocolaptes (Aves: Dendrocolaptidage) contém cinco espécies: D.
certhia (Boddaert, 1783), D. hoffmanns Hellmayr, 1909, D. picumnus Lichtenstein,
1820, D. platyrostris Spix, 1824 e D. sanctithomae (L afresnaye, 1852).

A espécie bioldgica politipica Dendrocolaptes certhia (Aves. Dendrocol aptidag),
foco deste estudo, pode ser encontrada por toda Bacia Amazonica, com uma popul agéo
isolada no centro de endemismo Pernambuco (estados de Pernambuco e Alagoas) no
bioma da Mata Atlantica, e inclui seis subespécies segundo Marantz e colaboradores
(2003): 1) Dendrocolaptes certhia certhia (Boddaert, 1783), ocorrendo no nordeste da

Amazobnia e escudo guianense, cuja distribuicdo coincide com a &rea de endemismo



Guiana (Silva et a., 2005); 2) Dendrocolaptes certhia radiolatus Sclater & Salvin, 1868
encontrada no noroeste da Amazonia brasileira, sudeste da Colémbia, leste do Equador e
norte do Peru, referente as areas de endemismo Imeri e Napo; 3) Dendrocolaptes certhia
juruanus lhering, 1905 do sudoeste da Amazonia entre o sopé dos Andes e a margem
esquerda do rio Madeirano Brasil, e no norte da Bolivia na &rea de endemismo Inambari;
4) Dendrocolaptes certhia concolor Pelzen, 1868 encontrado no sul e centro da
Amazébnia brasileira, no interflivio Madeira-Tapaj s, na area de endemismo Rondénia;
5) Dendrocolaptes certhia ridgwayi Hellmayr, 1905 que ocorre no sudeste da Amazonia
brasileira, a0 sul do rio Amazonas e a leste do rio Tapag0s nas areas de endemismo
Tapajos e Xingu; 6) Dendrocolaptes certhia polyzonus Todd, 1913 ocorrendo no
sudoeste da Amazbnia, centro da Bolivia, possivelmente se estendendo ao sudeste do
Per(l, compreendendo a regido extra-brasileira deste Bioma; e 7) Dendrocolaptes certhia
medius Todd, 1920, que ocorre na area de endemismo Belém e com uma populacéo
isolada na Mata Atlantica na é&rea de endemismo Pernambuco (nos Estados de Alagoas e
Pernambuco) ( Peters, 1951; Marantz et a., 2003).

A sistematica da espécie politipica Dendrocol aptes certhia (Dendrocol aptidae) foi
estudada até hoje apenas com base em caracteres morfol 6gicos (Zimmer, 1934; Marantz
et a., 2003; Marantz, 1997; Marantz e Patten, 2010), porém nenhum conseguiu delimitar
as relagdes e propor diagnoses consistentes para todos os téaxons / populagbes agrupados
na espécie. Portanto, caracteres moleculares tem o potencial de fornecer um grau maior
de resolucdo acerca da histéria evolutiva da espécie politipica Dendrocolaptes certhia, o
que permitira esclarecer melhor o padréo de diversificagdo do grupo bem como o status
taxondmico de suas diferentes popul acoes.
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1. Introducéo

Estudos moleculares tém proporcionado novas discussdes acerca da origem da
biodiversidade na Amazénia (Aleixo, 2002, 2004; Ribas et a., 2012). Contudo, este
conhecimento, bem como o das filogenias e distribui¢des dos organismos na Amazonia e
regido Neotropical como um todo ainda € insuficiente. Um grande nimero de estudos,
levando em consideragdo caracteres moleculares e bioacUsticos, revelou que muitas
espécies com ampla distribuicéo na bacia Amazonica sdo na verdade compostas por um
complexo de espécies (Bierregaard et a., 1997; Krabbe et a., 1999; Aleixo 2002, 2004,
Zimmer, 2002; Isler et. al., 2007a; Isler et. al., 2007b; Brumfield et al., 2008; Isler e
Whitney, 2011; Ribas et a., 2012), indicando que estudos focados em espécies politipicas
S30 necessarios para uma estimativa mais acurada da real diversidade da avifauna
Amazonica.

Os modelos de diversificacdo biologica propstos para a Amazdnia se tornam
assim fundamentais para compreensdo da histéria evolutiva de populagdes e de espécies
da regido. Dentre os modelos mais debatidos estédo: a hipdtese dos grandes Rios da
Amazoénia como barreiras biogeograficas (Gascon et a., 2000), e a hipétese dos reflgios
proposta por Haffer (1969). Estas duas principais hipoteses de diversificacdo vém sendo
discutidas e tendo suas diferentes previsdes contrastadas com dados filogeogréficos (e.g.,
Aleixo, 2004; Ribas et a., 2012) na tentativa de compreender qual delas melhor explica
as origens da biodiversidade Amazonica.

A Hipdtese dos Rios explica a origem e distribuicéo de espécies na Amazbnia
levando em consideragdo os rios funcionando como barreiras para a disperséo de espécies
(Haffer 1992, 2001). Segundo Gascon et al. (2000), apds o desenvolvimento da drenagem
atual, muitas populacdes, especiamente as habitantes do interior da floresta, separam-se,
sofrendo especiagdo em margens opostas dos rios.

Haffer (1969) e Vanzolini e Williams (1970) propuseram a chamada Hipotese dos
Refugios do Pleistoceno. Esta hipdtese originalmente postulou que oscilagdes entre
climas secos e Umidos durante o Quaternario e o Terciario permitiram a formagdo de
refugios florestais isolados, desencadeando assim o surgimento de novas espécies devido
a fragmentacdo de populacbes e a especiacdo alopétrica. Haffer (1969, 1974) ainda
detectou unidades biogeogréficas na regido Neotropical baseando-se na distribui¢éo dos
diferentes taxons de aves, 0 que iniciou a delimitacdo das &reas de endemismo e a

geracao de hipoteses de especiacdo para aregido.



A espécie politipica Dendrocolaptes certhia (Aves. Dendrocolaptidae) constitui
um excelente organismo para testar hipoteses de diversificacdo para a regido Neotropical
como um todo e a Amazénia em particular por dois motivos principais: 1) 0s seus taxons
alo-parapatricos (considerados subespécies) tém padrdes de plumagem bastante variavels,
indicando um grau consideravel de diferenciacdo geogréfica potenciamente informativa
para reconstrucdes biogeogréficas na regido; 2) suas subespécies se distribuem por toda a
bacia Amazonica e parte da Mata Atlantica, contemplando todas as Areas de
Endemismos reconhecidos para a Amazonia segundo Silva et al. (2005): Guiana, Imeri,
Napo, Inambari, Rondbnia, Tapajos, Xingu e Belém, tornando-o um modelo bastante
representativo dos processos de diferenciacdo em linhagens associados com florestas
Umidas de toda a regio.

11. Breve revisio da taxonbmica de Dendrocolaptes certhia (Aves:

Dendrocolaptidae)

A espécie politipica D. certhia se distribui por toda bacia Amazénica, com uma
populacdo isolada na Mata Atlantica (Area de Endemismo Pernambuco nos estados de
Alagoas, e Pernambuco), tendo seis subespécies reconhecidas (Marantz et a., 2003): D.
certhia certhia (Boddaert, 1783), D. certhia radiolatus Sclater & Salvin, 1868, D. certhia
concolor Pelzeln, 1868, D. certhia juruanus lhering, 1905, D. certhia polyzonus Todd,
1913 e D. certhia medius Todd, 1920. Historicamente, mais um taxon foi tratado como
subespécie de D. certhia até recentemente (Peters, 1951): D. certhia ridgwayi Hellmayr,
1905. Contudo, a diagnose deste taxon com relacdo a outros considerados subespécies de
D. certhia mostrou-se problematica, resultando na sua sinonimizagdo com um taxon com

prioridade por Marantz e colaboradores (2003).
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Figura 1. Mapa de distribuicio dos téxons agrupados na espécie politipica
Dendrocolaptes certhia segundo Marantz e colaboradores (2003) e Peters (1951). O
téaxon D. certhia ridgwayi, reconhecido por Peters (1951) ndo é tratado por Marantz e
colaboradores (2003) devido a problemas na sua diagnose. Em destaque as Areas de
Endemismo para a Amazbnia (sensu Silva et a., 2005), principais tributarios da

drenagem deste bioma, e pontos de col eta referentes a amostragem utilizada.

A sistematica da espécie politipica Dendrocol aptes certhia (Dendrocol aptidae) foi
estudada até hoje apenas com base em caracteres morfol 6gicos (Zimmer, 1934; Marantz
et a., 2003; Marantz, 1997; Marantz e Patten, 2010), porém nenhum conseguiu delimitar
as relagdes e propor diagnoses consistentes para todos os téxons / popul agdes agrupados
na espécie. Portanto, caracteres moleculares tem o potencia de fornecer um grau maior
de resolucdo acerca da histéria evolutiva da espécie politipica Dendrocolaptes certhia, o
que permitira esclarecer melhor o padréo de diversificagdo do grupo bem como o status
taxondmico de suas diferentes popul acoes.

Neste estudo, foi utilizado um banco de dados multilocus composto de dois genes
mitocondriais e trés genes nucleares para reconstruir pela primeira vez afilogeografia dos

taxons / populagbes da espécie politipica D. certhia. Essa filogeografia foi contrastada



10

com com 0 arranjo taxondmico proposto atuamente para o grupo. Além disso, foram
também redizadas andlises de genética de populagbes para verificar o grau de
estruturagdo e variacao genética dentro da espécie politipicaD. certhia.

2. Material e M étodos

2.1 Amostras dostaxons e selecdo do grupo externo

Este trabalho considerou os seguintes arranjos taxondmicos para selecdo dos
espécimes e taxons a serem sequenciados. Peters (1951), Marantz (1997), Marantz e
colaboradores (2003), e Marantz e Patten (2010). Foram obtidos tecidos congelados ou
fixados em acool absoluto para extracdo de DNA das colegdes ornitol 6gicas do Museu
Paraense Emilio Goeldi - MPEG - Belém (PA); Museu de Zoologia da Universidade de
S&0 Paulo - MZUSP - S8o Paulo (SP); e Field Museum of Natural History — FMNH -
Chicago (EUA). Ao todo, foram amostrados 57 individuos provenientes de 49
localidades, referentes a seis subespécies reconhecidas da espécie politipica
Dendrocolaptes certhia: D. c. certhia, D. c. radiolatus, D. c. juruanus, D. c. concolor, D.
c. ridgwayi, e D. c. medius (Apéndice A). Amostras de tecidos (n=20) de representantes
do téxon D. c. polyzonus foram solicitados com antecedéncia a0 Museu de Ciéncias
Naturais da Louisiana State University (LSUMNS). Contudo, apesar da solicitacdo ter
sido atendida, o tempo de remessa do material ndo foi suficiente paraincluir nas andlises
deste documento. Porém, amostras deste tdxon certamente serdo incluidas na elaboracéo
do artigo. Como grupo externo, foram utilizadas sequéncias de D. sanctithomae,
considerada espécie irma de D. certhia, segundo a filogenia proposta por Derryberry e
colaboradores (2011).

2.2 Genes e Procedimentos Laboratoriais

As sequéncias que compde este banco de dados incluem dois genes mitocondriais
(1016 pb de citocromo b [citb] e 1045 pb de NADH desidrogenase subunidade 2 [ND2])
e trés genes nucleares (563 pb do intron 5 do B-fibrinogénio [[B-f 5], 600 pb do intron 3 do
Receptor muscular especifico de tirosina-kinase [MUSK] e 438 pb do intron 11 do
Gliceraldeido-3-fosfo-dehidrogenase [G3PDH), totalizando um conjunto de dados
multilocus de 3662 pb.
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O DNA total foi isolado usando procedimentos padroes com a técnica de fenol-
cloroformio e com o DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Vaencia, CA). Os fragmentos dos
genes mitocondriais e nucleares de cada amostra foram amplificados via PCR.
Iniciadores para cada gene podem ser visualizados na tabela 1. Os produtos das
amplificagcdes foram purificados com PEG 8000 ou com o Promega Gel Purification Kit,
neste Ultimo caso quando houve presenca de bandas inespecificas. Os produtos
purificados foram sequenciados no sequenciador automatico ABI 3130. As seqliéncias
obtidas foram editadas e alinhadas manualmente utilizando o aplicativo BioEdit 7.0.0
(Hall, 1999). A saturacdo de bases dos bancos de dados de cada gene sequenciado foi
avaliada com o auxilio do aplicativo DAMBE 5.2.57 (http://dambe.bio.uottawa.ca). Sitios
heterozigotos foram confirmados pela presenca de picos duplos em ambas as fitas
complementares de DNA, e estes foram codificados segundo codigo especifico da
IUPAC; gaps foram codificados como (-), e missing data como (?). Todas as sequiéncias

serdo depositadas no GenBank.

Tabela 1. Listade primers utilizados e informagdes gerais sobre cada gene sequenciado.

Gene Sequéncia dos Primers (5’2 3’) Fonte Fragmento Modelo de
(pb)* substituicao®
Cytb H16064: CTT CGA TCT TTG GCT TAC AAG Sorenson et 1016 HKY+I+G
ACC al., 1999
L14990: AAT ATT TCA GCC TGA TGG AA
ND2 H6313: CCT TGA AGC ACT TCT GGG AAT CAG  Hackett, 1996 1045 GTR+I+G
A
L5215: TAT CGG GCC CAT ACC CCG AAA AT
B-f5 S713: CGC CAT ACA GAG TAT ACT GTG ACA  Marini, 563 GTR+I+G
T Hacket, 2002
AS767: GCCATCCTGGCGATCTGA A
G3PDH 13h: TCC ACC TTT GAT GCG GGT GCT GGC Fjeldsa et al, 438 HKY+I+G
AT 2003
14b: AAGTCCACA ACACGGTTGCTGTA
MUSK  13F(F): CTT CCA TGC ACT ACA ATGGGA AA  Clark,  Witt, 600 GTR+I+G
2006

13R(R): CTCTGA ACATTGTGATCCTCA A

Tamanho médio do fragmento; “Modelo selecionado pelo MrModel Test 2.3.
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2.3. Analises Filogenéticas

2.3.1. Faseamento alélico

Para redlizacdo da determinacdo da fase gamética, foi usada metodol ogia descrita
em Stephens, Smith, Donnelly, 2001; e Stephens, Donnelly, 2003, onde foram inferidos
0s hapl 6tipos com o programa PHA SE (Stephens & Scheet, 2005).

2.3.2. Inferéncias Filogenéticas Bayesianas

As filogenias foram estimadas separadamente para cada locus e também com base
em um banco de dados concatenado. Os modelos evolutivos foram obtidos através do
software MrModel Test 2.3 (Nylander et al., 2004). Para a andlise com base no banco de
dados concatenado, foi verificado qual o melhor esquema de particdo através de uma
andlise de Bayes Factors (Brandley et al., 2005; Marshal, 2010). As filogenias foram
estimadas através de andlises Bayesianas no software MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck e
Ronquist, 2001, Ronquist e Huelsenbeck, 2003). Esta andlise foi feita para 5.000.000 de
geragdes, amostrando uma &rvore a cada 1.000 geracdes. O software TRACER 1.4 foi
usado para determinar quando as andlises acancaram convergéncia nos parametros
estimados, e verificar se os valores com Tamanho de Amostra Efetivo - Effective Sample
Sze (ESS) eram ou ndo maior que 200, como recomendado por Drummond et al. (2007).
As arvores amostradas antes das cadeias de Markov convergirem e atingirem a

estabilidade foram descartadas como burn-in.

2.3.3. Reconstrucao da arvore de especies

Foi construida uma érvore de espécies com o uso do aplicativo *BEAST (Heled e
Drummond, 2010), que permite a inferéncia das relagcdes entre espécies mesmo em casos
onde exista discordancia entre arvores de genes. Foi seguida a metodologia descrita em
Liu e colaboradores (2008), onde foram realizadas buscas das arvores de genes. Foi usado
um total de 10.000.000 de geracOes para estimar as arvores de genes, descartando-se
arvores obtidas antes da corrente de Markov atingir valores de verossimilhanca estaveis e
convergentes (aproximadamente 25% do total de arvores selecionadas), segundo
Huel senbeck e Ronquist (2001).
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A estabilidade da distribuicdo posterior foi estimada por inspecéo visua dos
scores no software TRACER 1.4. Todas as avores de genes foram primeiramente
estimadas sem datacdo molecular. Em seguida, foi gerada a arvore de espécies, com
datacdo calibrada segundo ataxa do gene cyt b (Weir e Schluter, 2008), usando a opc¢éao
Yule Process como prior. Foram realizadas seis rodadas independentes de 50.000.000 de

geracOes, combinadas em seguida com o aplicativo LogCombiner.

2.3.4. Datacaéo Molecular

Para estimativa do tempo de divergéncia entre as diferentes linhagens de D.
certhia foram utilizadas sequéncias do gene mitocontrial cyt b, onde foi assumida uma
calibracéo de 2.1% de divergéncia por cada milhdo de ano (Weir e Shlutter, 2008). O
programa BEAST v 1.6.1 (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees) foi utilizado
para a inferéncia das divergéncias de tempo durante a andlise Bayesiana (Drummond et
al., 2007). Utilizou-se a opcdo Relaxed clock: uncorrelated lognormal, a qual assume
taxas independentes de evolucéo molecular nos diferentes ramos de uma filogenia. Cada
parametro teve seu tamanho amostral efetivo (effective sample size - ESS) calculado pelo
aplicativo TRACER 1.4, sendo considerado significativo quando = 200.

2.4. Analises Populacionais

Realizaram-se andlises para avaliar padroes de variacéo em nivel intra-especifico
utilizando-se ferramentas de genética de popul acbes na espécie politipica Dendrocol aptes
certhia. Verificou-se a disténcia genética ndo corrigida (distancia p) dentro e entre as
populagdes reciprocamente monofiléticas de Dendrocolaptes certhia. Esses célculos
foram feitos com base no software MEGA 5.05 e utilizando-se apenas os dados
mitocondriais em fungdo do maior nimero de sitios informativos deste locus em
comparacdo com os loci nucleares. Foi verificado o nUmero de haplétipos, a diversidade
haplotipica e a diversidade nucleotidica usando o programa DnaSP v. 5.10 (Librado e
Rozas, 2009). Foi redizada ainda andise da Variancia Molecular (AMOVA)
implementados no programa ARLEQUIN v. 3.0 (Excoffier e Schneider, 2005) para
verificar a subdivisdo populacional. Essa andlise permite o reconhecimento dos niveis de

diferenciacéo genética dentro e entre populagdes a partir de uma hipétese ja estabelecida
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(Excoffier et al., 1992). A hipotese adotada segue os resultados obtidos nas analises
filogenéticas.

Por fim, foram geradas também redes de hapl6tipos no aplicativo Haploview
(Barrett et al., 2005) para as linhagens mitocondriais — banco concatenado (ND2 e Cytb)
e para cada gene nuclear (Bf5, MUSK e G3PDH). Para estes ultimos loci utilizou-se o

conjunto composto por fases gaméticas separadas.

3. Resultados

3.1 Filogenia

As andlises filogenéticas com o banco de dados multilocus com 3662pb, usando
diferentes métodos de reconstrucéo, apresentaram topologias diferentes. A melhor
particdo escolhida pela andlise de Bayes Factors foi aguela onde o banco de dados estava
dividido em cinco partes (uma particdo para cada gene), que foi utilizada na andise
Bayesiana com o banco de dados concatenado. As topologias obtidas a partir da andlise
Bayesianas (Bay) com dados dos genes independentes de mtDNA e com banco
concatenado de mtDNA e DNA nuclear ndo foram congruentes (Figura 2). As arvores de
genes também recapturaram topologias diferentes para cada marcador (dados néo
apresentados), asssm como a analise da arvore de espécie (ST) (Figura 3), aqual levaem
consideracdo cada gene independentemente. Apesar desta variacdo, todas as topologias
obtidas confirmaram com forte apoio estatistico a monofilia da espécie politipica
Dendrocolaptes certhia, bem como a existéncia de sete unidades evolutivas
independentes associadas as seguintes areas de endemismos reconhecidas para a
Amazébnia (Silva et a., 2005): certhia (Guiana), radiolatus (Negro, Imeri e Napo),
juruanus (Inambari), concolor (Rondbnia), ridgwayi — A (Tapgds), ridgwayi — B
(Xingu) e medius (Belém) (Figuras 2 e 3).

A topologia das andlises Bay, a partir de dados mitocondriais, recapturou sete
unidades evolutivas independentes bem apoiadas em D. certhia, resolvendo as relagdes
entre elas a partir de nés com atas probabilidades posteriores proximas ao limiar de
serem altas, exceto no caso de D. c. concolor da érea de endemismo Rondbnia (Figura
2A). Na érvore mitocondrial concatenada, a populacéo do centro de endemismo Guiana é
a mais basal e irma de um grupo maior composto de taxons / populagbes que se

distribuem desde a margem oeste do Rio Negro, até o extremo leste da Amazonia, com o
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seguinte arranjo (certhia (radiolatus (juruanus (concolor (ridgwayi - A (ridgwayi - B, D.
medius)))))).

Em contrapartida, a topologia obtida a partir de dados de mtDNA e DNA nuclear
concatenados foi diferente (Figura 2B). Esta topologia apontou para dois grandes grupos.
um formado pelos taxons distribuidos nas areas Imeri/Napo e Rondonia (radiolatus e
juruanus, respectivamente), e outro grande clado formado por taxons distribuidos nos
Escudos Brasileiro (concolor, ridgwayi e medius); e das Guianas (certhia). Esta
topologia teve baixo apoio estatistico para alguns clados e, principalmente, para a maior
parte dos nés referentes as relagdes entre os clados (Figura 2B).

A topologia da ST também recapturou sete unidades evolutivas, contudo com
arranjo diferente das duas topologias anteriores e alguns nds com baixas probabilidades
posteriores. (certhia (radiolatus (juruanus, concolor) (ridgwayi — A, ridgwayi — B)
medius))) (Figura 3). Esta topologia difere das Bay principalmente pelo arranjo dos
taxons distribuidos na area Inambari e no escudo brasileiro.
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Figura 2. Filogenia inter-especifica de Dendrocolaptes certhia obtidas por Inferéncia
Bayesiana (Bay) a partir de (2A) 2061 pares de base dos genes mitocondriais ND2 e cyt b
e (2B) 3662 pares de base dos genes mitocondriais e os loci nucleares BF 5, G3PDH e

MUSK. Numeros acima dos nés indicam val ores de probabilidade posterior.
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Figura 3. Arvore de espécies estimada para as linhagens da espécie politipica
Dendrocolaptes certhia com o aplicativo *BEAST a partir de 3662 pares de base de
genes mitocondriais (ND2 e cyt b) e trés loci nucleares (B-f 5, G3PDH e MUSK).
NUmeros associados aos nés indicam valores de probabilidade posterior obtidos na
andlise com 300 milhdes de geragdes. O mapa ilustra as distribuicdes das diferentes

linhagens de D. certhia tratadas como espécies na analise.

3.2 Tempos dedivergéncia

Foi possivel cacular o tempo de divergéncia entre as diferentes linhagens de D.
certhia através de datagbes moleculares com base na calibracdo para o gene cyt b de
2.1% para cada milh&o de anos (Weir e Schluter, 2008). Os intervalos de confianca das
estimativas sdo sobrepostos em grande parte, portanto, estas devem ser interpretadas com
cautela.

De acordo com o cronograma obtido pela andlise Bayesiana com base nos genes
mitocondriais (onde obteve-se alto apoio estatistico na maioria dos clados; Figura 4A), o
primeiro evento de diversificagdo ocorreu a cerca de 3.6 milhfes de anos entre a espécie
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politipica D. certhia e 0 seu grupo irméo trans-Andino (D. sanctithomae). Em seguida,
entre cerca de 1.51 e 0.28 Ma, se observa o processo de diversificagdo dentro do
complexo certhia, compreendendo o Quaternério.

O cenario de cladogénese (Figura 4A) obtido a partir da andlise Bay indicou uma
idade de 1.51 (1.82 — 6.17) Ma para o evento de diversificacdo entre certhia (populacéo
da area Guianas) e as demais populacdes da espécie politipica. Em seguida, obteve-se
uma datacéo de 1.2 (0.82 — 3.14) Ma para 0 evento que separa a populacéo radiolatus
(a@reas Imeri e Napo) das populagdes juruanus, concolor, ridgwayi — A, ridgwayi — B, e
medius. O n6 que indica o evento de cladogénese entre a populagdo juruanus (area
Inambari) e o escudo brasileiro é de 0.92 (0.48 — 1.61) Ma. Entre concolor e as
popul acdes distribuidas a Leste do Rio Tapgjos,a datagcdo foi estimada em 0.84 (0.44 -
1.44) Ma. O evento que separa a populacdo ridgwayi — A do clado formado pelas
populagdes ridgwayi — B e medius, foi estimado em 0.48 (0.17 — 0.8) Ma. Por fim, o nd
indicativo do evento de cladogénese, mais recente obtido para esta anadlise, foi 0 que
separa as popul agdes medius de ridgwayi — B, sendo este de 0.28 (0.1 - 0.55) Ma.

Em contraste, o cronograma obtido a partir da andlise de ST tem datagbes bem
mais recentes para 0S mesmos eventos, ainda que com grandes intervalos de confianca
(Figura 4B). Nesta andlise 0 que podemos observar € que 0 primeiro evento, 0 mesmo
reportado na andlise Bay (Figura 4A), ou sgja, a datagdo estimada para 0 evento de
diversificacéo entre D. certhia e D. sanctithomae ocorreu por volta de 1.41 (0.62 — 2.36)
Ma. e a diversificagdo da espécie politipica se deu entre 0.64 e 0.05 Ma. O primeiro
evento de cladogénese que coincide com o obtido na Bay datou 0.64 (0.33 - 0.94) Ma. O
segundo evento cladogenético também congruente com a Bay foi de 0.5 (0.29 — 0.74). Os
proximos eventos de cladogénese tratam das popul agdes distribuidas nas éreas Inambari,
Rondbnia, Tapajds, Xingu e Belém, que nesta andlise (ST) foi possivel observar relactes
diferentes entre as populacbes daquel as obtidas na Bay.

Assim, a data estimada para a diversificagdo entre um clado composto pelas
populagdes concolor e juruanus e um outro clado formado pelas popul agdes distribuidas
a leste do Tapajos foi de 0.39 (0.23 — 0.57) Ma. Para 0 n6 que indica a separacdo entre
medius, e o clado formado pelas populacbes ridgwayi — A eridgwayi — B obteve-se a data
de 0.14 (0.07 — 0.21). Em seguida o clado formado pelas as populagdes ridgwayi — A e
ridgwayi — B datou de 0.08 (0.04 — 0.13). Por fim 0 né que separa as popul agdes concolor
ejuruanus foi datado em 0.05 (0.02 — 0.09).
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Figura 4. Cronogramas de diversificagdo das linhagens da espécie politipica D. certhia
estimados pelo aplicativo BEAST com base em: (A) dados mitocondriais e critério
inferéncia Bayesiana e (B) dados multilocus e abordagem coalescente (ST). Em ambas
estimativas foi utilizada a taxa de calibragdo de 2.1% para cada milhdo de anos para o
gene cyt b (Weir e Schluter, 2008).
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3.3 Variacao e Estruturacao Populacional

3.3.1 DNA mitocondrial (cyt b e ND2, 2061pb)

3.3.1.1 Divergéncia genética

Os niveis de divergéncias ndo corrigidos (distancia-p) obtidos a partir do banco de
dados com genes mitocondriais concatenados (2061pb), dentro e entre os taxons /
populacdes de D. certhia foram realizados seguindo o agrupamento gerado pela hipotese
filogenética obtida a partir de mtDNA (Figura 2A). Estes variaram entre 0.6 e 2.5% entre
as populagdes e 0.03 e 0.4% dentro de cada populacéo (Apéndice B), mostrando um

padréo onde a divergéncia entre as populacbes é maior do que aguela dentro de cada

popul agéo.

3.3.1.2 Diversidade haplotipica, nucleotidica e AMOVA - mtDNA

As 62 sequéncias com 2061 pb obtidas para D. certhia, representando os genes
mitocondriais cyt b e ND2 concatenados apresentaram 37 haplotipos, com 147 sitios
variadveis (107 informativos para parcimdnia e 40 singletons).

Populaces de D. certhia ocorrendo nas areas de endemismo Inambari (juruanus),
Guiana (certhia) e Rondbnia (concolor) tiveram indices de diversidade nucleotidica

maiores do que agquelas distribuidas no Escudo Brasileiro (ridgwayi — Tapajés e Xingu).

Tabela 2. Diversidades haplotidica e nucleotidica para populagdes monofiléticas de D.
certhia a partir de 2061 pb de dois genes mitocondriais (cytb + nd2).

Area de endemismo N Ha Diversidade Diversidade Nucleotidica
(t&xon) haplotipica

Guianas (certhia) 9 8 0.97 £ 0.064 35+0.66 X 10°
Inambari (juruanus) 10 9 0.97 £ 0.054 42+1.1 X 10°
Rondénia (concolor) 6 5 0.93+0.12 7.7+3.95 X 10°
Tapajos (ridgwayi A) 7 7 1.0+ 0.076 2.7+043 X 10°
Xingu (ridgwayi B) 5 5 1.0+0.12 1.4+0.32 X 10°
Belém (medius) 2 2 1.0+ 0.50 34+170X 10°

N: nimero de individuos; Ha: nimero de hapl 6tipos
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A AMOVA mostrou que amaior parte da variagcdo genética entre as popul agdes /
téaxons de D. certhia é estruturada em margens opostas de varios dos principais rios
Amazénicos e ndo dentro dos interflivios (Tabela 3). Contudo, esta andlise s obteve
valores significativos para populacfes separadas por dois tributarios testados. Madeira e
Xingu, os quais separam juruanus / concolor (p = 0.00040) e ridgwayi -A / ridgwayi —B
(p = 0.00089), respectivamente, em suas margens opostas (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados da andlise de varidncia molecular (AMOVA) entre populactes

reciprocamente monofiléticas de D. certhia separadas por alguns dos principais rios da

Amazonia
Grupo N Hipotese de Entre populacdes de Dentro das
Barreira(rio) mar gens opostas do populacdes (%)
Rio (%)

certhia/ radiolatus 9/3 Negro 87.4 125
(Guiana-Imeri/Napo)

radiolatus/juruanus 3/10 Solimdes 78.3 21.6
(Imeri/Napo-Inambari)
juruanus/concol or 10/5 Madeira 78.8* 21.1*
(Inambari-Rondbnia)

concolor/ridgwayi-A 57 Tapaj0s 87.5 124
(Rondbnia-Tapa] 0s)

ridgwayi-A / ridgwayi-B 7/5 Xingu 76.6* 23.3*
(Tapa 6s/Xingu)

ridgwayi-B / medius 5/2 Tocantins 67.3 32.7

(Xingu/Belém)

*p < 0.001; N: nimero de individuos nas duas popul agdes situadas em margens opostas

3.3.1.3 Rede de Hapldtipos

A rede de hapldtipos mitocondriais obtida para D. certhia pelo méodo Median
Joining resultou em sete linhagens congruentes com as analises filogenéticas (Figura 5),
confirmando assim a monofilia reciproca e divergéncia significativa entre as sete

linhagens principais da espécie.
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Figura 5. Rede e distribuicéo geografica de hapl6tipos mitocondriais (2061) pb de cyt b
e ND2 obtida para D. certhia pelo método Median Joining mostrando as relacfes e
diferenciac@o entre as principais populagdes de D. certhia. Tamanhos dos circulos séo
proporcionais a frequéncia de ocorréncia dos hapldtipos. Populacdo da é&ea de
endemismo Inambari (juruanus) - Verde, Imeri (radiolatus) - Rosa Pink; Rondbnia
(concolor) - Marrom; Guiana (certhia) - Azul escuro; Tapaos (ridgwayi A) - Verde

Musgo; Xingu (ridgwayi B) - Azul claro; Belém (medius) - Rosa.

3.3.2 Loci nucleares (bf5, G3PDH e MUSK, 1601pb)

3.3.2.1 Diversidades no banco de DNA nuclear

Em (-f 5 foram observados 20 hapl 6tipos com 20 sitios variaveis (16 informativos
para parcimdnia e 4 singletons). Em G3PDH foram observados 34 hapl6tipos com 24
sitios variaveis (8 informativos para parcimdnia e 16 singletons). Por fim, foram
observados 38 haplotipos em MUSK com 25 sitios variaveis (5 informativos para
parcimonia e 20 singletons).

Populagdes de D. certhia ocorrendo nas &reas de endemismo Rondbnia, Belém e
Guianas tiveram indices de diversidade nucleotidica maiores, para pelo menos um dos
marcadores nucleares, em comparacéo com as populacdes distribuidas nas areas Imeri e

Napo (radiolatus), Inambari (juruanus), Tapag 0s (ridgwayi — A) e Xingu (ridgwayi — B),



0 mesmo acontecendo com estas duas Ultimas populagdes quando apenas os dados

mitocdndriais foram considerados.
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Tabela 4. Diversidades haplotidica e nucleotidica para populacbes monofiléticas
deD. certhia a partir de 1601 pb detrés loci nucleares (Bf5, G3PDH, e MUSK).

Areade N Ha Diversidade Diversidade Nucleotidica
endemismo haplotipica
(taxon)/l6cus
Guianas
(certhia)
B-f5 17 5 0.64+0.11 1.3+0.33X 10°
G3PDH 21 14 0.93+0.04 5.8+ 0.87 X 10°
MUSK 16 10 0.82 + 0.09 2.23+0.47 X 107
Imeri e Napo
(radiolatus)
B-f5 <5 - - -
G3PDH 6 4 0.80+ 0.17 3.0+1.0X10°
MUSK 6 5 0.93+0.12 20+ 04X 10°
Inambari(jurua
nus)
B-f5 15 6 0.57+0.14 32+0.92X 10°
G3PDH 18 9 0.83+0.07 39+0.76 X 10°
MUSK 10 7 0.86+ 0.10 3.1+0.80X 10°
Rondénia(conc
olor)
B-f5 11 6 0.83+0.08 4.4+ 055X 10°
G3PDH 18 9 0.83+0.07 39+0.76 X 10°
MUSK 6 4 0.83+0.17 21+0.72X 10°
Tapajos
(ridgwayi A)
B-f5 18 6 0.68+0.10 42+1.80X 10°
G3PDH 21 10 0.82 + 0.06 3.0+ 0.40X 10°
MUSK 12 8 0.93+0.04 3.8+0.70 X 10°
Xingu (ridgwayi
B)
B-f5 11 3 0.47 +0.16 0.9+0.35X 10°
G3PDH 14 7 0.69+0.13 3.3+0.88X 10°
MUSK 9 8 0.97 + 0.06 3.1+0.46 X 10°
Belém (medius)
B-f5 6 4 0.86+0.12 7.1+262X 10°
G3PDH 7 3 0.60+0.12 2.7+0.59X 10°
MUSK 6 2 0.33+0.21 05+ 0.36 X 10°

N: nimero de individuos; Ha: nimero de hapl étipos * Val ores significativos.
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3.3.2.2 Rede de Haplttipos

As redes de haplétipos obtidas com os marcadores nucleares BF5, G3PDH e
MUSK (Figura 6) diferiram bastante entre s e com relagdo aquela com base apenas no
DNA mitocondrial (Figura 5). Essa incongruéncia entre dados mitocondriais e nucleares
observada nas redes de haplétipos é confirmada por topologias discordantes obtidas
separadamente pelo critério de inferéncia Bayesiana para os diferentes genes
sequenciados (dados ndo apresentados). Por isso, diferentemente da rede de hapl6tipos
obtida apenas com MtDNA, as redes dos marcadores nucleares ndo apresentaram
estruturacdo populacional, possivelmente indicando um forte grau de polimorfismo

ancestral atuando nesses marcadores.

Figura 6. Rede e distribuicdo geografica de hapl 6tipos nucleares (3-f 5- A, G3PDH - B,
e MUSK - C) obtida para D. certhia pelo método Median Joining mostrando as relagdes
e diferenciacéo entre as principais populacdes de D. certhia. Tamanhos dos circulos sdo
proporcionais a frequéncia de ocorréncia dos haplétipos. Populacdo da area de
endemismo Inambari (juruanus) - Verde, Imeri (radiolatus) - Rosa Pink; Rondbnia
(concolor) - Marrom; Guiana (certhia) - Azul escuro; Tapajos (ridgwayi A) - Verde

Musgo; Xingu (ridgwayi B) - Azul claro; Belém (medius) - Rosa.



25

4. Discussao

4.1 Implicagdes taxonémicas para a espécie politipica D. certhia

Segundo as Ultimas revisoes feitas a partir da variacao geogréfica de padroes de
plumagem no género Dendrocolaptes, seis subespécies sdo reconhecidas como vélidas
para D. certhia: certhia, radiolatus, polyzonus, juruanus, concolor e medius, sendo uma
sétima subespécie (ridgwayi) considerada como uma linhagem hibrida entre as
subespécies concolor e medius (Marantz, 1997; Marantz & Patten, 2010). Os dados
moleculares apresentados aqui sugerem alteracOes na taxonomia de Dendrocol aptes
certhia em relacéo aos arranjos propostos por Zimmer (1934), Marantz (1997) e Marantz
& Patten (2010) e seguidos até hoje (Remsen et al., 2012).

Os dados filogenéticos e de genética populacional confirmam a existéncia de sete
unidades evolutivas independentes em D. certhia, todas j& tendo adquirido monofilia
reciproca apoiadas por atas probabilidades posteriores com base nos dados mitocondriais
e nucleares. Infelizmente, por fata de amostras, o grau de diferenciacdo genética de
polyzonus, taxon do sudeste do Peru e norte da Bolivia tido como valido com base em
caracteres de plumagem (Marantz & Patten, 2010), ndo pode ser averiguado. Uma andlise
guantitativa com base em caracteres de plumagem concluiu que este taxon (conhecido de
apenas poucos espécimes), embora morfologicamente distinto, € mais parecido com
juruanus (Inambari), o que faz sentido geografico pelo fato de ambos terem distribuicéo
contigua e possivelmente entrarem em contato direto e mesmo sofrerem intergradacdo no
sudoeste da Amazonia (Marantz, 1997). De modo similar, a falta de tecidos impediu que
verificadssemos a hipétese, apoiada pelo tratamento taxondmico vigente, de que as
populacdes de D. certhia da Mata Atlantica e aquelas Amazonicas da area de endemismo
Belém, facam parte de um mesmo téxon (medius), implicando pouca ou nenhuma
diferenciacéo genética entre elas (Marantz et al., 2003). Devido a estes fatos, acreditamos
que a eventual inclusdo de amostras de polyzonus e das populagdes de medius da Mata
Atléantica, ndo implicaria em mudancas significativas nas filogenias e no padréo geral de
estruturacéo genética documentados neste trabalho para as popul agdes de D. certhia.

Por outro lado, os dados genéticos multilocus mostraram que o taxon ridgwayi,
tido originalmente como a populagéo habitante dos interflvios Tapaj6s — Xingu e Xingu-
Tocantins (Peters, 1951), ndo se trata de uma forma hibrida oriunda da intergradacéo

entre concolor (Rondénia) e medius (Belém e nordeste Brasileiro), conforme postulado
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por Marantz (1997), Marantz e colaboradores (2003), e Marantz e Patten (2010). Ao
contrério, tanto concolor quanto medius constituem clados reciprocamente monofil éticos
bem apoiados estatisticamente, 0 mesmo acontecendo com ridgwayi, que na verdade
constitui um taxon parafilético de acordo com as estimativas filogenéticas Bayesianas
(Figura 2). Nenhuma evidéncia de fluxo génico foi encontrada entre os dois clados
distintos agrupados sob o nome ridgwayi (ocorrendo, respectivamente, nas areas de
endemismo Tapajos e Xingu) de acordo com a taxonomia atual com base nos dados
mitocondriais (Figuras 2A e 5). De modo similar, a probabilidade posterior apoiando a
separacdo destes clados em linhagens reciprocamente monofiléticas com base na andlise
coalescente multilocus (ST) foi bem proxima do limiar para ser considerada
estatisticamente significativa (0.9; Figura 3). Desse modo, o nome ridgwayi s6 pode ser
aplicado a um destes clados, i.e., aquele referente as populacdes da area de endemismo
Tapaj0s, onde se situa a sua localidade tipo (Santarém; Hellmayr, 1905), deixando o
clado da area de endemismo Xingu sem nome. As diferencas bastante sutis e gradativas
nos padroes de plumagem de concolor, ridgwayi e medius levaram o0s autores que
trabalharam apenas com esse tipo de carater a favorecer uma hipotese de variagdo clinal
entre esses taxons ao invés daquela de populacdes / espécies cripticas isoladas
geneticamente e distinguidas uma das outras apenas por um conjunto sutil e reduzido de
caracteres (Willis, 1992; Marantz, 1997; Marantz et al., 2003; Marantz e Patten, 2010).
Em uma publicacéo separada, com base em um grande nimero de espécimes, mostramos
que concolor, ridgwayi, medius e 0 novo taxon da area de endemismo Xingu (que &
descrito) sdo todos também consistentemente diagnosticados entre si por um pegueno
conjunto de caracteres de plumagem (Batistae Aleixo, in prep.).

Outro téxon associado a espécie politipica D. certhia com um histérico de
tratamentos taxondémicos conflitantes é concolor, que ja foi inclusive tratado como
espécie independente (Peters, 1951), sendo posteriormente reunido a espécie politipica D.
certhia com base uma suposta intergradagdo com ridgwayi e medius (Marantz, 1997,
Marantz et a., 2003; Marantz e Patten, 2010). Contudo, as andlises filogenéticas e
genético-populacionais aqui apresentadas mostraram que o0 taxon concolor de fato
representa uma linhagem evolutivamente independente e que deve ser tratada como
espécie distinta com base em sua monofilia reciproca, assim como outras seis destas
linhagens em D. certhia, que possuem 0 mesmo grau de separagdo evolutiva e distingdo

genética (Figuras 2, 3e5).



27

Em concluséo, propomos com base nos resultados obtidos neste estudo um novo
tratamento taxondmico, que reconhece sete espécies diagnosticaveis por dados
moleculares e caracteres de plumagem ao invés de uma Unica espécie politipica reunindo
todos os taxons de D. certhia (Marantz e Patten, 2010; Batista e Aleixo, in prep):
Dendrocolaptes certhia (area de endemismo Guiana), Dendrocolaptes radiolatus (areas
de endemismo Imeri e Napo), Dendrocolaptes juruanus (area de endemismo Inambari,
incluindo tentativamente o téxon polyzonus), Dendrocolaptes concolor (érea de
endemismo Rondonia), Dendrocolaptes ridgwayi (area de endemismo Tapads), um
taxon ainda sem nome (area de endemismo Xingu) e Dendrocolaptes medius (érea de
endemismo Belém e, tentativamente, Mata Atlantica). O fato dos dados moleculares
terem atestado a monofilia reciproca entre estes taxons / clados com altos valores de
probabilidade posterior, indica que eles podem ser considerados tanto espécies
filogenéticas (Cracraft, 1983), quanto evolutivas (de Queiroz, 1998) ou mesmo bioldgicas
(Mayr, 1982).

4.2 Diversificacdo de D.certhia na Amazonia

O tempo de divergéncia calculado entre as diferentes linhagens de D. certhia
através da andlise de rel6gio molecular, com a calibragcdo para o gene cyt b de 2.1%,
estima que a separacdo em relacdo ao seu grupo irmdo (D. sanctithomae) ocorreu a
aproximadamente 3.69 Ma, enquanto a estimativa baseada numa abordagem coal escente
(ST) estimou para esse mesmo evento uma data mais recente (1.41 Ma). Quando
comparadas com as datas estimadas por Derryberry et a. (2011) para esse mesmo evento
de cladogénese com base numa anadlise Bayesiana de um conjunto de dados multilocus,
observa-se uma congruéncia entre a datacéo estimada pela andlise de rel6gio molecular
realizada no presente trabalho com a estimativa feita por Derrybery et a. (2011) — ver
Informac&o suplementar (Fig S1 — versdo online doi:10.1111/].1558-5646.2011.01374.X).

Linhagens atualmente separadas pelos Andes podem ter historicos bastante
diferentes, existindo dois extremos principais. aquelas que se dispersaram em tempos
relativamente recentes (Pleistoceno tardio) entre essas areas e aquel as que divergiram por
vicariancia desde o Plioceno durante os eventos de soerguimento dos Andes e formagéo
do istmo do Panama (entre 2 e 5 milhdes de anos; Garzione et al., 2008) e/ou méximas
glaciais do Terciario tardio (ca. 2,6 milhdes de anos; Haffer 1997), que podem ter isolado

formagdes florestais nos dois lados dos Andes (Patané et al., 2009). O conjunto de datas
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estimadas independentemente nesse estudo e naguele de Derryberry e colaboradores
(2011) apdiam uma divergéncia Plio-Pleistocéncia entre as linhagens de D. certhia e D.
sanctithomae num contexto de vicariancia por eventos geotectdnicos e/ou climéticos.

Posteriormente, num periodo centrado no Pleistoceno entre c.a 2.0 — 0.3 Ma
(cronograma Bayesiano) ou 0.64 — 0.05 Ma (cronograma coalescente), se observa o
processo de diversificagdo das linhagens de D. certhia na Amazbnia. Uma vez que 0s
limites de distribuicdo de todas as sete principais linhagens de D. certhia identificadas
nesse estudo s&o totalmente coincidentes com o curso do rio Amazonas-Solimdes e seus
principais tributérios, o tempo de separacéo entre as linhagens podem ser inferidos como
0 tempo onde esses rios se formaram ou, minimamente, passaram a atuar como barreiras
vicariantes (ver Ribas et d., 2012).

A filogeografia da espécie politipica D. certhia € o segundo estudo de caso
conhecido que envolve linhagens distribuidas por todos os centros de endemismo da
Amazbnia, depois do estudo de Ribas e colaboradores (2012), com o qual é contrastado
aqui. Em D. certhia, o primeiro evento de separagdo ocorreu entre linhagens hoje
delimitadas pelo rio Negro (certhia a leste e todas as demais a oeste e sul do Solimdes-
Amazonas), tendo sido datado de 1.51 (0.82 — 3.14) Ma (cronograma Bayesiano) ou 0.64
(0.33 — 0.94) Ma (cronograma coa escente). O intervalo de confianga destas estimativas
se sobrepbe com aquela estimada para o estabelecimento do rio Negro como barreira
vicariante para populagdes do género Amazonico endémico Psophia (0.7 — 1 Ma),
também associado a florestas de terra-firme e com a distribuicdo de suas diferentes
linhagens delimitadas pelos grandes rios da bacia (Ribas et a., 2012). O segundo evento
de cladogénese em D. certhia foi aguele entre populacbes atual mente separadas pelo rio
Solimdes (radiolatus e todas as demais distribuidas ao sul do Solim&es-Amazonas) e
datado de 1.2 (0.67 — 2.5) Ma (cronograma Bayesiano) ou 0.5 (0.29 — 0.74) Ma
(cronograma coalescente). Em Psophia, ndo ha um evento espaciamente andlogo cuja
idade estimada possa ser contrastada, ja que as populacdes nesse género separadas
atualmente pelo rio Solimdes ndo fazem parte do mesmo clado (Ribas et a., 2012), ao
contrario do que ocorre com D. certhia. No entanto, o primeiro evento de separacéo das
populagbes de Psophia distribuidas nos centros de endemismo Napo / Imeri
(compartilhando a mesma distribuicéo de radiolatus) é estimado em 0.87 Ma (0.58 — 1.19
Ma; andise Bayesiana com calibracdo de 2% para cada milhd&o de anos; Ribas et d.,
2012), também sobrepondo-se com os intervalos de confianca da data estimada do

isolamento de radiolatus. O terceiro evento principal de cladogénese envolvendo
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linhagens de D. certhia diferiu um pouco entre as estimativas Bayesiana e coal escente
(Figura 4), j& que o posicionamento filogenético de juruanus (érea de endemismo
Inambari) foi distinto em cada estimativa, refletindo uma baixa probabilidade posterior
para os nos relacionando este tdxon nas arvores Bayesiana mitocondrial e de espécies
(Figuras 2A e 3). No entanto, a estimativa de separacéo Bayesiana (0.92 Ma; intervalo de
confianca entre 0.48 e 1.61 Ma) de juruanus, se sobrepde grandemente com aquela da
separacdo da populagdo de Psophia endémica da &rea de endemismo Inambari
(leucoptera; 1.62 Ma; intervalo de confianca entre 1.14 e 2.11 Ma; Ribas et a. 2012). O
mesmo acontece (considerando-se a estimativa Bayesiana com calibragcéo de 2% para
cada milhd&o de anos; Ribas et a. 2012) com todos os demais eventos de cladogénese
envolvendo, respectivamente, as linhagens de D. certhia e Psophia separadas pelos
grandes tributarios do escudo brasileiro: Tapagjos ( 0.44 — 1.44 contra 0.58 — 1.24), Xingu
(0.17-0.8 contra0.16 — 0.58) e Tocantins (0.1 — 0.55 contra 0.25 — 0.80).

N&o é possivel, portanto, falsificar a hipdtese de que os eventos vicariantes pela
separacdo entre as linhagens de D. certhia e Psophia na Amazonia foram 0S mesmos,
tanto espaciamente, quanto temporalmente. Embora ndo hagja uma congruéncia total
entre as filogeografias de D. certhia e Psophia no que tange as relagbes entre as
populacbes das diferentes &reas de endemismo, a impossibilidade de falsificar a
ocorréncia de sete eventos de cladogénese simulténeos envolvendo estas duas linhagens
filogeneticamente distantes e co-distribuidas é um forte indicio de resposta a eventos
vicariantes comuns. Uma explicacdo provavel para essas incongruéncias topoldgicas
envolvendo populacBes de diferentes areas de endemismo em diferentes linhagens pode
estar relacionada a estimativas inconsistentes de topologias de nés curtos, relacionados a
eventos de cladogénese relativamente rapidos e sucessivos (McCormack et al., 2010),
como parece ser 0 caso tanto de D. certhia quanto Psophia. Corroborando essa idéia, um
mesmo conjunto de dados para uma unica linhagem pode embasar arvores filogenéticas
com topologias bem distintas, dependendo dos genes e méodos de inferéncia
filogenéticos, como € o caso de D. certhia (Figuras 2, 3 e 4).

Um exemplo bem claro envolve as linhagens separadas pelo rio Xingu (ridgwayi
— A e ridgwayi — B), que na filogeografia Bayesiana mitocondrial aparecem como
parafiléticas com um ato apoio estatistico (Figura 2A), enquanto a filogeografia
coalescente (ST) as coloca como linhagens irmas e reciprocamente monofiléticas com
uma alta probabilidade posterior muito proxima da significancia (0.9). Em tese, arvores

coal escentes levam em consideracéo a estocasticidade no processo de coa escéncia, neste
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sentido um mesmo historico populacional pode gerar diferentes padroes geneal 6gicos em
loci diferentes. Isto pdde ser constatado nas diferentes arvores de gene geradas (dados
ndo apresentados) para a espécie politipica D. certhia. De forma aternativa, segundo
Spellman e Klicka (2006) uma unica arvore de gene pode ser consistente com muitos
histéricos populacionais. Entretanto, todas as arvores de gene compartilham alguma
dependéncia através de uma arvore de espécie comum (Liu e Pearl 2007), tornando este
tipo de &vore (&rvores de espécies) mais confiavel. Desta maneira cada vez mais tem se
utilizado a abordagem coaescente para a compreensdo de questdes biogeogréficas
(Brumfield et al., 2008), e o aumento do uso de arvores de espécies pode elucidar este
tipo de questdes na Amazonia, resolvendo aparentes conflitos.

No que diz respeito a hipbtese dos refligios, esta assume que mudancas climaticas
reduziram as florestas tropicais Umidas em “reflgios” isolados e que este isolamento
promoveu a especiacdo. Muitos destes eventos séo discutidos como ocorrendo nos ciclos
climéticos do Pleistoceno. Contudo é indiscutivel que o desenvolvimento e mudancgas na
drenagem dos rios na Amazonia influenciaram de maneira decisiva a diversificagdo da
flora e fauna nesta regido. E esta influéncia pode ser verificada com padrbes de
distribuicdo pertinentes nas areas de endemismos para a Amazonia, como observado na
espécie politipica D. certhia. Assim combinando esta hip6tese com a resposta dos rios
como barreira ao fluxo génico se torna mais consistente do que aquelas que levam em
consideracdo apenas 0s eventos de cladogénese que ocorreram no Pleistoceno,
particularmente porque, ao contrario dos rios, a hipotese dos refugios ndo vem com
qualquer previsdo de distribuicdo espacia a ser testada, contudo ndo devem deixar de ser
levadas em consideragéo.
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N Subespécie/ Populacdes GE* Origema Tombo no. Localidade
1 certhia MPEG 56524 Brasil, RR: Mun. Alto Alegre - Faz. Paraense (02°41’N; 61°16°W)
2 certhia MPEG 66456 Brasil, PA: Almeirim, FLOTA do Paru (00°56°S; 53°14’W)
3 certhia MPEG 66460 Brasil, PA: Almeirim, FLOTA do Paru (00°56°S; 53°14’W)
4 certhia MPEG 66637 Brasil, PA: Obidos, ESEC Gréo-Para (00°37°50”°N; 55°43’4”°W)
5 certhia MPEG 65027 Brasil, PA: Obidos, Flotado Trombetas (c.a. 00°57°S; 55°31°W)
6 certhia MPEG 65836 Brasil, PA: Oriximing, ESEC Grao Para (01°17°N; 58°41°'W)
7 certhia MPEG 66216 Brasil, PA: Almeirim, REBIO Maicuru (00°49’N; 53°55’W)
8 certhia MPEG 66899 Brasil, AM: Urucarg, linhdo Tucurui-Manaus (02°23°41,8’’S; 57°38°04,2""W)
9 certhia MPEG 69820 Brasil, AM: Itacoatiara, Urucara, Lago Marajatuba (02°23°14,5’S; 57°38°26,7°"W)
10 certhia MzUSP 82412 Brasil, AP; Comunidade Vila Nova, Macapa (00°02°21’°N; 51°03°58"'W )
11 concolor MPEG 61624 Brasil, PA: Juruti, ALCOA, Platd Capiranga, trilha 196 (03°40°59°’S; 56°34°0.12""W)
Brasil, RO: Machadinho D'Oeste, margem direita Rio Jiparana (08°54°32,9"’S;
12 concolor MPEG 71168 62°00°0,03"'W)
Brasil, RO:Machadinho D'Oeste, margem direita Rio Jiparana (08°54°32,9°’S;
13 concolor MPEG 71169 62°00°0,03"’W)
14 concolor MZUSP 84685 Brasil, PA:50 km Oeste de Jacareacanga (06°13°19°’S; 57°45°10"°W)
15 concolor MzUSP 86795 Brasil, Rio Parauari, margem direita, 4km abaixo da cachoeira do Tambor
16 juruanus MPEG 58869 Brasil, AC: ESEC Rio Acre, Acampamento 2 (11°00°53.4°°S, 70°13°02.7""W)
Brasil, AC:Humaitd, margem esquerda Rio Madeira, Ipixuna (07°29°48,38’S;
17 juruanus MPEG 71170 63°23°41,49°°W)
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N Subespécie/ Populacdes GE* Origema Tombo no. L ocalidade
Brasil, AC: Porto Walter, Igarapé Cruzeiro do Vale, Col6nia Dois Portos (08°20°35,7°’S;
18 juruanus MPEG 62043 72°36°19,7°W)
Brasil, AC: Porto Walter, Igarapé Cruzeiro do Vale, Col6nia Dois Portos (08°20°35,7"’S;
19 juruanus MPEG 62042 72°36°19,7°W)
Brasil, AC: Porto Walter, Igarapé Cruzeiro do Vale, Col6nia Dois Portos (08°20°35,7"’S;
20 juruanus MPEG 62044 72°36°19,7°W)
Brasil, AC: Senador Guiomard, Br 364 km 80, Ramal Oco do Mundo km 16
21 juruanus MPEG 64373 (09°50°12,2°’S; 67°10°18,5""W)
Brasil, AC: Capixaba, Br 317 km 164, Ramal da Gameleira km 04 (10°38°12,6"’S;
22 juruanus MPEG 64501 67°48°55,8"°W)
Brasil, AC: Tarauaca, Floresta Estadual do Mogno, Br 364 km 6 Rio Tauari
23 juruanus MPEG 60586 (05°56°38,4’’S, 71°32°07,9"°W)
24 juruanus MPEG 60150 Brasil, RO: RDS Cujubim, ca 390 km SW Jutai (05°13’11"’S; 68°19°00"°W)
25 juruanus MPEG 57056 Brasil, AM: Tefé, Base Petrobras/Urucu, Igarapé Lontra (04°52°S; 65°07°W)
26 juruanus MPEG 57057 Brasil, AM: Tefé, Base Petrobras/Urucu, |garapé Onga (04°52’S; 65°18°W)
27 juruanus MzUSP 86200 Brasil, AM: BR 319, 50 km ao Sul de Humaita
28 medius MPEG 70139 Brasil, PA: Tomé-Acu, margem direita Rio Tocantins (02°30°52,1°’S; 47°59°22,4’"W)
29 medius MPEG A07881 Brasil, PA: Municipio de Barcarena, Reserva do hotel Samalma
30 medius MPEG A07882 Brasil, PA: Municipio de Barcarena, Reserva do hotel Samalma
31 radiolatus MPEG 59394 Brasil, AM: Rio Cuiuni, margem direita, Barcelos (00°47°43"’S, 63°09°53""W)
32 radiolatus MPEG 59393 Brasil, AM: Rio Araca, Barcelos (00°25°12"’S, 62°56°13""W)
Brasil, AM: Tabatinga, margem norte Rio Solimdes, Teresina (04°21°39,8’’S;
33 radiolatus MPEG 72661 69°45739,5""W)
Brasil, AM: Tabatinga, margem norte Rio Solimdes, Teresina (04°21°39,8’’S;
34 radiolatus MPEG 72662 69°45739,5""W)
Brasil, AM: Tabatinga, margem norte Rio Solimdes, Teresina (04°21°39,8’’S;
35 radiolatus MPEG 72695 69°45°39,5°W)
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N Subespécie/ Populacdes GE* Origema Tombo no. ) L ocalidade
Brasil, PA: Trairdo, APA Tapaj6s, Area Sul, Rio Novo, margem esquerda (area
36 ridgwayi MPEG 65554 3)(6049'59,4" S;56007'49,3"W)
37 ridgwayi MPEG 65288 Brasil, PA: Rio Xingu, margem direita, Localidade do Caracol
38 ridgwayi MPEG 65968 Brasil, PA: Cargjas, FLONA Tapirapé-Aquiri
39 ridgwayi MPEG 70097 Brasil, PA: Marabd, Flona Tapirapé-Aquiri
40 ridgwayi MPEG 69964 Brasil, PA: Maraba
41 ridgwayi MPEG 69963 Brasil, PA: Maraba
42 ridgwayi MPEG 70868 Brasil, PA: Itaituba, Miritituba (04°17°S; 55°55’W)
43 ridgwayi MPEG 71346 Brasil, PA: Melgaco, FLONA Caxiuana (01°44’S; 51°27°"W)
44 ridgwayi MPEG 67664 Brasil, PA: Placas, Assentamento Comunidade Fortaleza (03°28°33’’S; 54°33°55""W)
45 ridgwayi MPEG 68979 Brasil, PA: Jacareacanga, Transamazonica km 276, Rabelo (05°34°16°’S; 57°18°23,1"’W)
46 ridgwayi MPEG 69029 Brasil, PA: Altamira, RESEX Riosinho do Anfrisio
47 ridgwayi MPEG 70633 Brasil, PA: Serrados Cargjas, Areade Controle (05°46°12,5’S; 50°29°54,9”"W)
48 ridgwayi MPEG 70641 Brasil, PA: Serrados Cargjas, Barragem Rejeitos (05°46°12,5°S; 50°29°54,9"°W)
49 ridgwayi MPEG 67348 Brasil, PA: Paranaita, Rio Teles Pires (09°25°3107'S;56°33°753""W)
50 ridgwayi MPEG 69381 Brasil, PA: Paranaita, Rio Teles Pires, margem esguerda (09°24°51,4”’S; 56°33°39,7”"W)
51 ridgwayi MPEG 69380 Brasil, PA: Paranaita, margem direita Rio Paranaita, Fazenda Paranaita*
Brasil, PA: Paranaita, margem direita Rio Teles Pires, Sete Quedas (09°18°15,5°’S;
52 ridgwayi MPEG 67347 56°35’31,7""W)
53 ridgwayi MzUSP 82177 Brasil, PA: Fazenda Fartura, Santanado Araguaia
54 ridgwayi MZUSP 87650 Brasil, PA: Linha J, margem direitado Rio Teles Pires, Jacareacanga
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N Subespécie/ Populacdes GE* Origem Tombo no. Localidade
55 ridgwayi MzUSP 88755 Brasil, PA: Terra Preta, Porto de Moz
56 ridgwayi MZUSP 88858 Brasil, PA: Pontes e Lacerda
57 Dendrocol aptes sanctithomae* FIELD 393867 México, Sierra de Santa Martha- Vera Cruz
Abreviagbes dos Museus: MPEG — Museu Paraense Emilio Goeldi; MZUSP — Museu de Zoologia da Universidade de S50 Paulo; FIELD - Field

Museum of Natural History; * Grupo Externo.
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Apéndice B — Divergéncia genética (distancia-p) entre e dentro das populagdes que compde a espécie politipica D. certhia a partir

de 2061 pb de dois genes mitocondriais (cytb + nd2).

certhia medius radiolatus  juruanus concolor ridgwayi ridgwayi | DP*

certhia (Guianas) A : 0.3%
medius (Belém) 2.5% 0.3%
radiolatus (Imeri e Napo) 2.3% 1.9% 0.03%
juruanus (Inambari) 2.5% 1.6% 1.6% 0.4%
concolor (Rondonia) 2.7% 1.7% 1.9% 1.7% 0.1%
ridgwayi - A(T apaj 6s) 23%  0.7% 1.9% 1.7% 1.8% 0.2%
ridgwayi - B (Xingu) 25%  0.6% 2.1% 1.7% 1.7% 0.9% 0.1%
**GE (D. sanctithomae) 5.5% 5.9% 5.5% 5.4% 5.8% 5.8% 5.9%

*DP: Distancia-p dentro de cada populacéo. ** GE: Grupo Externo



