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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Diversificacao das aves na Amazonia

A Amazobnia ¢ a maior ¢ mais diversa floresta tropical do mundo, abrangendo mais de
seis milhdes de km? em nove paises da América do Sul (Silva et al. 2005), sendo um bioma
heterogéneo tanto na composicdo floristica (Veloso, 1962; Pires, 1973; Silva et al. 2005)
quanto faunistica (Silva et al. 2005). Suas florestas e rios sdo importantes na regulagdo do
clima, regime hidrolégico regional e nacional, ¢ do estoque de carbono terrestre (Fearnside,
1999).

Nas ultimas décadas, a grande diversidade da Amazonia vem sendo alvo de um grande
numero de estudos e debates sobre os eventos que a originaram. As trés principais hipoteses
de diversificacdo para o bioma Amazonia propostas até hoje e baseadas no principio da
especiacdo geografica ou alopatrica sdo: incursdes marinhas no Mioceno, hipotese dos
refugios e rios como barreira (Antonelli et al. 2010).

De acordo com a hipotese de incursdes marinhas, flutuagdes no nivel do mar que
ocorreram durante o Mioceno tardio ocasionaram tais incursdes em certas partes da
Amazodnia, promovendo inundag¢des nas planicies e formando trés grandes blocos de terra
(“ilhas™): o escudo das guianas, o escudo brasileiro ¢ o sopé dos Andes (Rédsdnen et al. 1995;
Webb, 1995; Bates, 2001). Essas grandes areas mantiveram populagdes isoladas que se
divergiram formando outras espécies (Bates, 2001). As regides onde essas grandes “ilhas” se
formaram, atualmente contém um grande numero de endemismo de aves, o que pode ser
resultado de um alto nivel de especiagdo nestas areas (Nores, 1999).

Segundo a hipotese de refugios, flutuacdes climatico-vegetacionais ocorridas durante

o Pleistoceno e periodos anteriores, causadas pelos ciclos de Milankovitch com



periodicidades de 20.000 a 100.000 anos, levaram a fragmentagdes ciclicas de habitats
florestais e a formagdes de refiigios ecologicos (manchas de floresta separadas por savana;
(Haffer, 1992, 1997, 2001). De acordo com Haffer (1992), populagdes vegetais e animais,
ecologicamente especializadas em ambientes florestais, ficaram isoladas em refligios
florestais durante fases climaticas mais secas, tornando-se alternativamente 1) extintas; 2)
sobrevivendo esses periodos de isolamento sem muita altera¢do; ou 3) diferenciando-se em
subespécies ou espécies antes de entrarem em contato secundario.

Ja para a hipotese de rios como barreira, durante a formagdo da bacia hidrografica
amazonica, os rios foram surgindo e separando populagdes, que foram se divergindo e
formando subespécies e espécies (Cracraft, 1985; Haffer, 1997). Esta hipotese foi descrita
originalmente por Wallace (1852), que, em sua expedigdo a Amazonia, observou que o rio
Amazonas e alguns de seus afluentes mais importantes separavam populacdes bastante
diferenciadas de varias espécies de vertebrados. Com isso, dividiu a Amazonia em quatro
distritos zoogeograficos (o equivalente atual a areas de endemismo): Guiana, Equador, Peru e
Brasil, limitados pelos rios Amazonas, Solimdes, Negro e Madeira.

As éareas de endemismo na Amazonia sdo regides delimitadas pelos grandes
interfluvios em que cada uma possui seu proprio conjunto de linhagens com trajetorias
evolutivas diferenciadas (Cracraft, 1985; Silva et al. 2005). Nesse sentido, areas de
endemismo sdo consideradas as menores unidades para analise biogeografica e sdo a base
para a formulagdo de hipoteses sobre os processos histdricos responsaveis pela formacao da
sua biota regional (Cracraft, 1985). Atualmente, as seguintes oito areas de endemismo sdo
reconhecidas para a Amazodnia principalmente com base em estudos de aves e primatas:
Guiana, Imeri, Napo, Inambari, Rondonia, Tapajos, Xingu e Belém (sensu Silva et al. 2005)

(Figura 1).



Figura 1. Localizacdo das oito areas de endemismo reconhecidas para vertebrados terrestres
na Amazonia. Extraido de Silva et al. (2005).

1.2 Filogeografia

Filogeografia foi um termo criado por Avise (1987) para uma disciplina relativamente
nova, naquela época, focada no estudo dos principios e processos que governam as
distribuicdes geograficas de linhagens genealdgicas, especialmente dentro e entre espécies
proximamente relacionadas (Avise, 2000). A abordagem filogeografica envolve o estudo da
genealogia e filogenia dos organismos, relacionando-a com processos biogeograficos, a fim
de examinar o grau de congruéncia entre a distribuicdo de clados e barreiras ecogeograficas
(Cheviron et al. 2005). Essa abordagem também pode ser utilizada no estudo comparativo de
varias linhagens simpatricas, revelando importantes processos evolutivos que de alguma
forma afetaram toda uma determinada biota (Avise, 2000).

Os dados moleculares, quando adequadamente integrados com biogeografia e estudos
da variagao fenotipica, t€ém grande potencial para testar hipoteses sobre os fatores que geram a
diversidade de espécies em biomas florestais, € como estes mudaram através do tempo

(Moritz et al. 2000). Nos ultimos anos, estudos deste tipo tiveram importantes



desdobramentos, tanto para a taxonomia, quanto para o conhecimento da historia evolutiva de
varias linhagens de aves Neotropicais: Aleixo (2002, 2006), Eberhard e Bermingham (2004),

McGuire et al. (2007), Ribas e Miyaki (2007), Ribas et al. (2007), Ribas et al. (2012).

1.3 Taxonomia

A familia Trochilidae ¢ a segunda maior da classe das aves com 328 espécies
descritas, distribuidas principalmente na regido Neotropical, alimentando-se principalmente
de néctar e pequenos artropodes (Stiles, 1995). Este tipo especifico de forrageio demanda uma
estrutura corporal especializada, com adaptacdes muito particulares quanto a sua morfologia,
fisiologia e comportamento (Brown e Bowers, 1985). A familia dos beija-flores ¢ composta
por duas subfamilias: Phaethornithinae e Trochilinae. Phaethornithinae difere de Trochilinae
basicamente pelo tenddo humeral e a predominancia da coloragdo marrom e cinza, possuindo
bico longo e formando arenas de apresentacao (“leks”) para atrair fémeas, além de ndo serem
territoriais e ocorrerem predominantemente no sub-bosque das florestas Neotropicais (del
Hoyo et al. 1999).

O género Phaethornis foi descrito por Swainson em 1827, para agrupar as espécies
que apresentam coloragdo amarronzada, bico levemente curvado para baixo ou reto,
mandibula laranja, vermelha ou amarela e a 1? retriz mais longa que as demais (Elliot, 1878).
Atualmente, o género ¢ considerado monofilético com 25 espécies descritas (Hinkelmann e
Schuchmann, 1997; del Hoyo, 1999; McGuire, 2007), dentre estas, Phaethornis bourcieri.

Phaethornis bourcieri foi descrita originalmente por Lesson em 1832, como Trochilus
bourcieri, tendo o bico levemente curvado e simplesmente “Brésil” como localidade tipo. Em

1852, Gould transferiu T. bourcieri para o género Phaethornis.



10

Pelzeln (1868) descreveu Ametrornis abnormis, diferenciando esta de P. bourcieri por
conter o bico reto e ndo levemente curvado. Salvin e Elliot (1873) propuseram a sinonimia de
A. abnormis e P. bourcieri, pois descobriram que estas ndo possuiam diferengas morfologicas,
o que foi confirmado posteriormente também por Salvin (1892) e Hartert (1900).

Boucard (1891) descreveu Phaethornis whitelyi com distribui¢do no estado de
Roraima ¢ Guiana, diferenciando-se de P. bourcieri apenas pela coloragao mais clara. Porém,
posteriormente, Boucard (1895) considerou P. whitelyi uma mera variedade de P. bourcieri,
sinonimizando-a com o taxon anterior.

Em seu estudo sobre as aves do baixo Amazonas, Griscom e Greenway (1941)
ignoraram a sinonimizagdo de Boucard (1895) e reconheceram duas subespécies em P.
bourcieri: P. b. bourcieri (de colora¢do acinzentada e ocorrendo no Rio Tapajos, Peru,
Equador, Colombia e possivelmente alto Rio Negro) ¢ P. b. whitelyi, com coloragdo marrom-
palida e com distribui¢cdo na Guiana, Suriname e sul da Venezuela.

Hinkelmann (1989), em uma revisdo taxonOmica com base em caracteres
morfologicos (plumagem e morfometria), relatou que a separacdo das duas subespécies P. b.
bourcieri e P. b. whitelyi, apenas por coloragdo, ndo ¢ possivel, confirmando a sinonimizagao
destes taxons proposta por Boucard (1895). Hinkelmann (1989) ainda estudou a variagdo
morfométrica e de plumagem em sete populagdes de P. b. bourcieri, descrevendo uma nova
subespécie: Phaethornis bourcieri major, da regido do baixo Rio Tapajos (localidade tipo
Caxiricatuba).

Atualmente, duas subespécies pertencentes a populacdes alopatricas ainda sdo
consideradas validas em P. bourcieri, tendo o Rio Amazonas como barreira geografica
separando-as: P. b. bourcieri, que ocorre nas areas de endemismo Guiana, Imeri, Napo e
Inambari (sensu, Silva et al. 2005) e P. b. major, restrita a area de endemismo Tapajos (Figura

2).
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Figura 2. Mapa de distribuicdo e taxonomia de Phaethornis bourcieri conforme reconhecido
atualmente. = Baseado  nas  distribuigdes  disponiveis no  site  NatureServe
(http://www.natureserve.org/infonatura) e em espécimes coletados ¢ depositados na Colegao
Ornitologica Fernando C. Novaes do Museu Paraense Emilio Goeldi.

1.4 Filogenia

Hinkelmann e Schuchmann (1997) produziram a primeira estimativa filogenética para
alguns tédxons da sub-familia Phaethornithinae baseada em 96 caracteres morfoldgicos
externos, chegando a conclusdo que a posigdo de Phaethornis bourcieri ¢ incerta.
Phaethornis syrmatophorus apresentou-se como o taxon irmao de P. philippii ¢ P. koepckeae.
Portanto, de acordo com esses autores, o carater compartilhado entre as duas ultimas espécies
e P. bourcieri, o bico reto, ndo curvado, constitui na verdade uma homoplasia (carater que
evoluiu de forma independente).

Posteriormente, McGuire et al. (2007), reconstruiram uma filogenia com base em

caracteres moleculares para 151 taxons de beija-flores, onde Phaethornis bourcieri mostrou-

se como taxon irmdo de P. hispidus, com estas duas espécies formando um grupo
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monofilético com P. augusti, P. koepckeae e P. philippii, resultado distinto daquele

encontrado por Hinkelmann e Schuchmann (1997; Figura 3).

P. subochraceus

_ [ P augusti — Phaethornis augusti
HHI Phaethornis bourcieri
P. pretrej
Phaethornis hispidus
Phaethornis koepckeae

P. eurynome

P. anthophilus Phaethornis philippii

P. hispidu — Phaethornis anthophilus
P. guy Phaethornis atrimentalis
Phaethornis ruber

Phaethornis griseogularis

P. yaruqui

P. bourcled Phaethornis longuemareus

P. longirostris Phaethornis syrmatophorus
Phaethornis guy

— P. malans
*‘ Phaethornis yaruqui

F. superciliosus £ 2 "
Phaethornis malaris

P. syrmatophorus " "
’ & Phaethornis longirostris

P. koepckeae Phaethornis longirostris
P. philippi

Figura 3. Relagdes filogenéticas de Phaethornis bourcieri com base em duas filogenias
distintas: A - Hinkelmann e Schuchmann (1997), quadrados pretos representam
sinapomorfias; quadrados brancos homoplasias; X representa perda secundaria de um carater.
B - McGuire et al. (2007). Na filogenia B todos os nds sdo estatisticamente bem apoiados
com probabilidade posterior > 0.95.

A hipotese filogenética mais resolvida e apoiada até o momento (McGuire et al.
2007), aponta para a monofilia de Phaethornis bourcieri e P. hispidus, porém problemas de
identificacdo de espécimes testemunho (V. Piacentini obs. pess.), onde o espécime
identificado como P. hispidus é na verdade um individuo de P. bourcieri, invalida algumas
conclusoes sobre o posicionamento filogenético de P. bourcieri na referida filogenia.

Atualmente, ndo h4d uma hipdtese filogenética que trate do nivel subespecifico no
género Phaethornis e que inclua P. bourcieri bourcieri ¢ P. bourcieri major, bem como que

determine claramente qual espécie do género Phaethornis é realmente mais proxima destes

taxons, nem se estes sdo monofiléticos. Apesar de serem aceitos hoje, os tdxons reunidos
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como subespécies em Phaethornis bourcieri t€m sua validade, limites interespecificos e
historia evolutiva ainda ndo completamente elucidados, havendo necessidade de uma nova
revisdo utilizando-se, além da taxonomia tradicional, novos métodos de analises

comparativas, como a biologia molecular.
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Abstract. Phylogeography of the Straight-billed Hermit Phaethornis bourcieri (Aves:
Trochilidae): biogeographic and taxonomic implications. The Straight-billed Hermit
Phaethornis bourcieri inhabits the understory of upland terra-firme forest, being distributed
through most of the Amazon. Currently, two allopatric taxa considered valid and, regarded as
subspecies, are included in P. bourcieri: P. b. bourcieri and P. b. major. Nonetheless, these
taxa have their validity, inter-specific limits, and evolutionary history not fully elucidated.
Here, we used morphological and molecular characters to review the taxonomy and propose a
phylogenetic hypothesis for populations and taxa grouped under Phaethornis bourcieri. Our

results showed that P. bourcieri is part of the straight-billed Hermit clade, along with P.
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philippii and P. koepckeae, and that the subspecies major is closer to the latter two species
rather than populations grouped under nominate bourcieri. Our phylogenetic hypotheses
recovered three main reciprocally monophyletic clades under nominate bourcieri separated by
the Negro and Solimdes rivers. These clades (along with the distantly related major) are best
treated as valid phylogenetic and biological species, for which only three valid names are
applicable. The diversification of the straight-billed Hermit clade (P. bourcieri, P. philippii,
and P. koepckeae) is centered in the Amazon and appears to be tightly linked with the

formation of the modern Amazon drainage during the Plio-Pleistocene.

Key Words: Amazonia, cryptic species, diversification, Plio-pleistocene.

Resumo. Phaethornis bourcieri ¢ uma espécie de beija-flor que habita o sub-bosque de
florestas de terra-firme, distribuindo-se por quase toda Amazonia. Atualmente, duas
subespécies alopatricas entre si sdo consideradas validas, em P. bourcieri: P. b. bourcieri, P.
b. major. Apesar de serem aceitos hoje, os taxons tém sua validade, limites interespecificos e
historia evolutiva ainda ndo completamente elucidados. Com isso, foram utilizados caracteres
morfoldgicos e moleculares para rever a taxonomia e propor uma hipdtese filogenética para as
populagdes e taxons agrupados em Phaethornis bourcieri. Nossos resultados mostraram que
P. bourcieri faz parte do clado de Phaethornis de bico reto juntamente com P. philippii e P.
koepckeae e que a subespécie major ¢ mais proxima das ultimas espécies em vez de
populagdes agrupadas como bourcieri. Nossas hipoteses filogenéticas recuperaram trés
principais clados reciprocamente monofiléticos de P. bourcieri da margem norte do rio
Amazonas separados pelos rios Negro e Solimdes. Estes clados (juntamente com major) sao
melhor tratados como espécies biologicas e filogenéticas, para as quais apenas trés nomes

validos sdo aplicaveis. A diversifica¢do do clado de Phaethornis de bico reto (P. bourcieri, P.
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philippii, e P. koepckeae) esta centrado na Amazonia e parece estar intimamente ligado com a

formagao da drenagem amazdnica moderna durante o Plio-Pleistoceno.

Palavras chave: Amazonia, diversificagdo, espécies cripticas, Plio-Pleistoceno.
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1. Introducao

A Amazonia é a maior e mais diversa floresta tropical do mundo, abrangendo mais de seis
milhdes de km? em nove paises da América do Sul (Silva et al. 2005), sendo um bioma
heterogéneo tanto na composi¢ao floristica (Veloso, 1962; Pires, 1973; Silva et al. 2005)
quanto faunistica (Silva et al. 2005). Suas florestas ¢ rios sdo importantes na regulagao do
clima, regime hidroldgico regional e nacional, e do estoque de carbono terrestre (Fearnside,
1999). Nas ultimas décadas, a grande biodiversidade da Amazonia vem sendo alvo de um
grande niumero de estudos e debates sobre os eventos que a originaram (Haffer, 1992, 1997,
2001; Rasdnen et al. 1995; Webb, 1995; Bates, 2001; Antonelli et al. 2010; Ribas et al. 2012).
Os dados moleculares, quando adequadamente integrados com biogeografia e estudos da
variagdo fenotipica, t€ém grande potencial para testar hipdteses sobre os fatores que geram a
diversidade de espécies em biomas florestais, € como estes mudaram através do tempo
(Moritz et al. 2000). Nos ultimos anos, estudos deste tipo tiveram importantes
desdobramentos, tanto para a taxonomia, quanto para o conhecimento da historia evolutiva de
varias linhagens de aves Neotropicais: Aleixo (2002, 2006), Eberhard e Bermingham (2004),
McGuire et al. (2007), Ribas e Miyaki (2007), Ribas et al. (2007), Aleixo et al. (2009), Ribas
etal. (2012).

Neste contexto, Phaethornis bourcieri (Aves: Trochilidae) ¢ uma espécie de beija-flor que
habita o sub-bosque de florestas de terra-firme, distribuindo-se por quase toda Amazonia (del
Hoyo, 1999). Atualmente, duas subespécies pertencentes a populacdes alopatricas sao
consideradas validas em P. bourcieri, tendo o Rio Amazonas como barreira geografica
separando-as: P. b. bourcieri, que ocorre nas areas de endemismo Guiana, Imeri, Napo e

Inambari (sensu, Silva et al. 2005) e P. b. major, restrita a area de endemismo Tapajos.
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Hinkelmann e Schuchmann (1997) produziram a primeira estimativa filogenética para alguns
taxons da sub-familia Phaethornithinae baseada em 96 caracteres morfolégicos externos,
chegando a conclusdo que a posi¢do de Phaethornis bourcieri ¢é incerta. Phaethornis
syrmatophorus apresentou-se como o taxon irmao de P. philippii e P. koepckeae. Portanto, de
acordo com esses autores, o carater compartilhado entre as duas ultimas espécies e P.
bourcieri, o bico reto, ndo curvado, constitui na verdade uma homoplasia (carater que evoluiu
de forma independente).

Posteriormente, McGuire et al. (2007), reconstruiram uma filogenia com base em caracteres
moleculares para 151 taxons de beija-flores, onde Phaethornis bourcieri mostrou-se como
taxon irmao de P. hispidus, com estas duas espécies formando um grupo monofilético com P.
augusti, P. koepckeae ¢ P. philippii, resultado distinto daquele encontrado por Hinkelmann e
Schuchmann (1997).

A hipétese filogenética mais resolvida e apoiada até o momento (McGuire et al. 2007), aponta
para a monofilia de Phaethornis bourcieri e P. hispidus, porém problemas de identifica¢do de
espécimes testemunho (V. Piacentini obs. pess.), onde o espécime identificado como P.
hispidus é na verdade um individuo de P. bourcieri, invalida algumas conclusoes sobre o
posicionamento filogenético de P. bourcieri na referida filogenia, ja que fica a davida de onde
a espécie P. hispidus estaria de fato inserida.

Atualmente, ndo ha uma hipoétese filogenética que trate do nivel subespecifico no género
Phaethornis e que inclua P. bourcieri bourcieri ¢ P. bourcieri major, bem como que
determine claramente qual espécie do género Phaethornis é realmente mais proxima destes
taxons, nem se estes sao monofiléticos. Apesar de serem aceitos hoje, os taxons reunidos
como subespécies em Phaethornis bourcieri tém sua validade, limites interespecificos e

historia evolutiva ainda ndo completamente elucidados, havendo necessidade de uma nova
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revisdo utilizando-se, além da taxonomia tradicional, novos métodos de analises
comparativas, como a biologia molecular.

Desse modo, o presente trabalho teve como objetivos revisar a taxonomia e propor uma
hipotese filogenética para os taxons agrupados em Phaethornis bourcieri. A hipotese
filogenética foi usada para testar a monofilia das populagdes de Phaethornis bourcieri e

reconstruir o contexto espago-temporal da sua diversificagao.

2. Material e Métodos

2.1 Amostras de tecidos e espécimes utilizados

O trabalho foi realizado utilizando amostras de tecido muscular (peito) coletadas em campo e
depositadas na Colecao Ornitologica Fernando C. Novaes, do Museu Paraense Emilio Goeldi
(MPEG), sendo 16 amostras de P. bourcieri bourcieri e 13 de P. bourcieri major (Figura 1A;
Anexo 1). Para a analise morfoldgica, foram examinados 160 espécimes, para toda a
distribui¢do dos taxons, depositados em cole¢des ornitologicas brasileiras e estrangeiras

(Tabela 1), sendo 147 peles de P. b. bourcieri e 13 peles de P. b. major (Figura 1B; Anexo 2).

2.2 Procedimentos laboratoriais

Os tecidos utilizados foram seqiienciados para toda a extensao dos genes mitocondriais
citocromo b (citb) e NADH dehidrogenase 2 (ND2) e para o intron 5 do gene nuclear [3-
fibrinogenio (BFS5; Tabela 2). O DNA total foi extraido utilizando-se procedimentos padrdes

com a técnica de fenol-cloroférmio (Sambrook et al. 1989).
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As regioes gé€nicas foram amplificadas via PCR (“Polymerase Chain Reaction”). O volume
total das reacdes de PCR foi de 25 pl, contendo: tampao 10x (2,5ul), 20ng (1ul) de DNA
genomico, 10 mM (1ul) de ANTPs, 50 mM (1,5ul) de MgCl,, 1U (0,2ul) de Taqg DNA
polimerase e 200 ng/ul (0,5ul) de cada um dos iniciadores (Tabela 2).

O perfil de amplificacdo para os diferentes genes foi: um passo inicial de 5 minutos a 95°C
para a homogeneizacdo da temperatura do bloco; seguido de 35 ciclos com 1 minuto a 95°C;
1 minuto a 54°C (Citb), 55°C e 60° C (ND2) e 58°C (BF5) (temperatura de associa¢do dos
iniciadores); e 1 minuto a 72°C; um passo final de 5 minutos, a 72°C, para polimerizagdo de
eventuais moléculas, das quais a polimerase tenha se dissociado antes do final da sintese total
do fragmento. As amostras amplificadas foram conferidas em eletroforese por meio de gel de
agarose 1% e purificadas seguindo o protocolo de Polietileno Gl