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Abstract

Many hypotheses have been erected to attempt to explain the origin and maintenance
of the Amazon’s high biodiversity, although few can been tested under a phylogeographic
approach. We evaluated patterns of temporal and spatial genetic diversity of two endemic bird
species in the Brazilian Amazon, which have allopatric populations restricted to different
areas of endemism and limited by the main rivers of the Amazon basin. Sequences of two
mitochondrial genes (ND2 and cytb) and two nuclear (Bf7 and G3PDH intron 11) were
obtained from 30 individuals, throughout the range of the genus Phoenicircus comprising the
two currently-recognised species P. carnifex and P. nigricollis. The use of phylogeographic
tools, in combination with population genetics and molecular dating allowed us to reconstruct
the spatial and temporal context of the diversification of this genus in the Amazon region, as
well as make predictions about its evolutionary history and geographical environment. Our
data revealed the existence of four genetically distinct groups, demonstrating the paraphyletic
status of P. carnifex and reciprocal monophyly between the two allopatric populations of P.
nigricollis. These discoveries necessitate a revision of the current two-species arrangement of
the genus Phoenicircus. The group’s evolutionary history is defined by two types of vicariant
events, initially by the formation of the main rivers of the Amazon during the Plio-
Pleistocene, and more recently as a result of neotectonics activity in the central Amazon,
highlighting the importance of historical processes when modeling the present Amazonian

biota.

Keywords: Amazonia, diversification hypotheses, phylogeography, biogeography, multiloci

data, speciation



Resumo

Muitas hipoteses ja foram propostas na tentativa de explicar a origem e manutencéo da
grande biodiversidade encontrada na Amaz6nia, entretanto poucas sdo passiveis de serem
testadas sob um ponto de vista filogeogréafico. N6s avaliamos padrdes de diversificacdo
temporal e espacial de duas espécies de aves endémicas da regido amazOnica, as quais
apresentam populacOes alopatricas restritas a diferentes areas de endemismo e limitadas pelos
principais rios da bacia Amazonica. Sequéncias de dois genes mitocondriais (ND2 e Cytb) e
dois nucleares (Bf7 e G3PDH intron 11) foram obtidas a partir de 30 individuos, abrangendo a
area de distribuicdo total do género Phoenicircus e incluindo as duas espécies atualmente
validas P. carnifex e P. nigricollis. A utilizacdo de ferramentas da filogeografia, aliadas a
métodos de genética populacional e de datagdo molecular, nos permitiu reconstruir 0s
contextos espacial e temporal do processo de diversificacdo destes taxons na regido
Amazonica, bem como fazer predicdes sobre sua historia geografica e ambiental. Nossos
dados revelaram a existéncia de quatro grupos geneticamente distintos, evidenciando o status
parafilético de P. carnifex e a monofilia reciproca entre as duas populacdes alopatricas de P.
nigricollis, e sugeriram, portanto, alteracbes na taxonomia atualmente aplicada ao género
Phoenicircus. A histéria de evolucao de Phoenicircus parece ter sido delineada por dois tipos
de eventos vicariantes, inicialmente pela formacéo dos principais rios da Amazonia, durante
os periodos Plio-Pleistoceno, e mais recentemente por eventos de captura de drenagem
resultantes da atividade de placas neotectonicas localizadas na regido central amazonica,
destacando a importancia de processos historicos como estes na modelagem da biota

Amazonica atual.

Palavras-Chave: Amaz6nia, hipéteses de diversificacdo, filogeografia, biogeografia, dados
multilocus, especiacéo



INTRODUCAO GERAL

A Filogeografia é uma disciplina concentrada nos principios e processos que regem as
distribuicdes geogréficas de linhagens genéticas, especialmente dentro e entre taxons
intimamente relacionados (Avise, 2000). O termo foi cunhado por Avise et al. (1987),
incorporando uma perspectiva filogenética e de genética populacional na biogeografia (Avise,
1998, 2009; Bermingham & Moritz, 1998).

A maioria dos estudos filogeograficos em animais tém se focado no mtDNA (Moore,
1995; Zink & Barrowclough, 2008), entretanto inferéncias baseadas apenas em arvores deste
locus podem gerar conclusdes erradas quanto a histdria evolutiva de taxons, principalmente
devido a dificuldade em distinguir divergéncia populacional recente, que causa “incomplete
lineage sorting”, de introgressao historica, na qual o material genético de uma espécie pode
entrar no pool génico de outra através da hibridizacdo (Mila et al., 2011). Diante disso,
alguns autores tém combinado marcadores mitocondriais e nucleares em seus estudos para
que indicios mais robustos que corroborem (ou refutem) uma hipétese filogeografica sejam
fornecidos (Peters et al., 2007; Brumfield et al., 2008; Cabanne et al., 2008; Sternkopf et al.,
2010; Flérez-Rodriguez et al., 2011).

Alguns padrdes filogeograficos podem ser categorizados a partir das arvores de genes
de mtDNA ou de outros loci (Avise, 2000). Assim, sdo reconhecidos quatro tipos de
estruturas filogeograficas: | — arvores de haplotipos profundas, geograficamente estruturadas;
Il - arvores profundas que ndo sdo estruturadas; Ill - arvores de haplétipos ndo profundas,
mostrando estrutura geogréfica; e IV - arvores ndo profundas e ndo estruturadas (Avise et al.,
1987). Os grupos de haplotipos geograficamente estruturados (tipos | e I11) sdo tipicos
resultados de isolamento por barreiras ambientais ou ecoldgicas, enquanto que as demais
categorias, Il e 1V, sdo caracterizadas por expansdo populacional recente com auséncia de
barreiras ao isolamento, podendo, portanto, resultar em arvores de haplétipos sem uma boa
estruturacdo; contudo, existindo variacdo suficiente que diagnostique os grupos de haplotipos,
tais arvores ndo estruturadas fornecem um grande indicio de histéria populacional recente
(Zink, 2002).

Em outras palavras, as genealogias de hapldtipos podem apresentar-se reciprocamente
monofiléticas ou ndo (Zink, 2002). Grupos que exibem um padrdo geografico de monofilia
reciproca ndo compartilham mais nenhum dos hapldtipos ancestrais, comportando-se como
linhagens evolutivas distintas (Avise et al., 1987). Contudo, mesmo para as populacfes néo

estruturadas geograficamente, inferéncias sobre histéria populacional recente também podem



ser realizadas a partir de analises filogenéticas de hapl6tipos e de coalescéncia (Crandall &
Templeton, 1996; Posada & Crandall, 2001).

Os primeiros trabalhos envolvendo uma abordagem filogeogréafica para a biogeografia
amazobnica foram realizados por Patton et al. (1994) com o objetivo de testar as predicoes
impostas pela hipotese de diversificacdo dos rios como barreiras a partir de arvores de genes
de algumas espécies de mamiferos (Patton & Silva, 1998; Patton et al., 1994, 1996, 2000;
Silva & Patton, 1998). Contudo, muitas destas pesquisas foram restritas a uma pequena
porcdo da AmazoOnia ocidental brasileira e, apenas recentemente, estudos filogeograficos
englobando maiores extensdes geograficas da Amazo6nia tém sido realizados (Hall & Harvey,
2002; Marks et al., 2002; Symula et al., 2003; Ribas & Miyaki, 2004; Ribas et al., 2005,
2006; Armenta et al., 2005; Cheviron et al., 2005; Ribas et al., 2012).

Dentre os grupos biologicos, as aves vém se apresentando como um 6timo objeto de
estudo na compreensdo da historia evolutiva da Amazoénia e de sua complexa biogeografia
(Bates, 2001). Devido a sua localizagdo neotropical, vasta extensdo territorial e uma
fisiografia bastante heterogénea, a bacia amazbnica, além de abrigar a avifauna mais
diversificada do mundo (~1.300 espécies), também ¢é caracterizada por apresentar
comunidades de aves com historias evolutivas completamente distintas (Mittermeier et al.,
2003).

Silva et al. (2005) reconhecem oito grandes areas de endemismo para a Amazonia
(Belém, Tapajos, Xingu, Rondonia, Inambari, Napo, Imeri, Guiana), onde grupos unicos de
espécies e subespécies de animais e plantas sdo encontrados. Mais recentemente, Borges e
Silva (2012) propuseram a existéncia de uma nova area denominada Rio Negro devido a
presenca de uma distinta avifauna no interflivio Negro/Solimdes, totalizando entdo nove
areas de endemismo para a Amazonia. Apesar de diferentes tdxons muitas vezes apresentarem
similaridades quanto as suas distribui¢es e padrdes de ocupacdo de areas de endemismos,
estudos filogenéticos/filogeograficos com espécies endémicas de uma mesma area vém
demonstrando que tais semelhancas compartilnadas nem sempre resultam dos mesmos
processos historicos de diversificagdo e que, em alguns casos, a histéria evolutiva se mostra
bem mais complexa do que imaginada a principio (Cracraft & Prum, 1988; Cracraft, 1988;
Aleixo, 2002, 2006; Marks et al., 2002; Cortés-Ortiz et al., 2003).

O género Phoenicircus (Aves: Cotingidae) constitui um bom modelo para estudos
filogeograficos de organismos amazbnicos, pois seus taxons apresentam populacoes
alopatricas limitadas pelos principais afluentes da bacia amazonica e restritas a diferentes

areas de endemismos da regido (Snow, 1973; Snow, 2004; Infonatura, 2007). Swainson



(1832) designou o género a partir de Lanius carnifex Linnaeus, 1758, por sua vez baseado
numa prancha de Edwards (1743) intitulada “The Red Bird from Surinam”. Na mesma
publicacdo, Swainson (1832) descreveu Phoenicircus nigricollis com base numa outra
prancha constante em Spix (1825), que retrata uma ave entdo referida como Ampelion
carnifex de Barcelos, proximo ao rio Negro, por entender tratar-se de um taxon distinto de
Ampelion carnifex de Linnaeus (1758).

Levando em consideracdo as informacgdes abordadas acima, este trabalho teve como
objetivo principal reconstruir os contextos espacial e temporal do processo de diversificagdo
do género Phoenicircus na Amazonia, utilizando-se para tanto caracteres moleculares de
dados multilocus.

Os resultados deste estudo serdo apresentados na forma de artigo cientifico que sera

submetido a revista “Molecular Phylogenetics and Evolution”.
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1. INTRODUCAO

A floresta tropical tem sido a vegetagcdo marcante na regido da bacia Amazonica desde
antes do processo de soerguimento dos Andes (inicio do Mioceno), contendo uma grande
diversidade de fauna e flora como resultado de uma série complexa de processos, interacdes e
inovacdes evolutivas (Van der Hammen & Hooghiemstra, 2000; Jaramillo et al., 2006; Irion
& Kalliola, 2010). Forcas ambientais de grande impacto tém continuamente modificado
ecossistemas em uma vasta area da Amazonia, sendo estes disturbios consequéncia dos
diversos processos fisiograficos existentes na regido, que, por sua vez, tém forcado a biota a
lidar com mudancas recorrentes e diferentes populacdes e espécies a se adaptarem, migrarem
ou se diferenciarem (Wesselingh & Salo, 2006).

Muitas hipoteses ja foram propostas na tentativa de explicar a origem e manutencédo de
tamanha biodiversidade (ver revisdo em Haffer, 1997), entretanto poucas generalizacbes tém
sido empiricamente suportadas (Aleixo & Rossetti, 2007; Ribas et al., 2012). Embora a
especiacdo alopatrica seja considerada como 0 mecanismo primario responsavel pela origem
da riqueza de espécies e endemismos por grande parte destas hipoteses, poucas podem ser
testadas sob uma perspectiva filogeogréafica. Isto se deve, em parte, ao potencial limitado
destas hipdteses quanto ao esclarecimento de padrGes de diferenciacdo bidtica na regido
amazobnica, ja que sdo historicamente baseadas em dados de distribuicdo de taxons
morfologicamente distintos (Zink, 2004), tornando-se, portanto, problematicas por néo
englobarem os componentes filogenéticos dos mesmos, 0s quais sdo importantes em estudos
evolutivos (Moritz et al., 2000). Além disso, estudos genéticos recentes tém mostrado que
taxons morfologicamente definidos podem subestimar padrdes reais de diversidade em aves
Neotropicais (Marks et al., 2002; Irestedt et al., 2004a, 2004b).

Dentre estas hipoteses suscetiveis a falseacdo por métodos filogenéticos e de genética
populacional, duas podem ser destacadas por suas generalidades ao tratar da diversificacdo de
vertebrados amazoénicos: a hipotese dos rios como barreiras e a dos reflgios do pleistoceno
(Fig. 1; Capparella, 1991; Moritz et al., 2000; Bates, 2001). A primeira atribui aos principais
rios da bacia amazonica a reducdo ou inibicdo do fluxo génico entre as populacdes de taxons
irmdos que habitam margens opostas de um mesmo rio levando, consequentemente, a
diferenciacdo e especiacdo das mesmas (Wallace, 1852). Ja a hipdtese dos refagios propde
que oscilacBes climaticas e consequentes contracbes e expansdes ciclicas ao longo dos

periodos glaciais e interglaciais, respectivamente, foram 0s grandes responsaveis por
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processos alopéatricos de especiacdo em refugios formados a partir da fragmentacao florestal
(Haffer, 1969).

Estas predicGes precisam ser avaliadas em conjunto com a histria ambiental e
paleogeografica da regido Amazdnica para que padrBes de diversificagdo da biota sejam
esclarecidos com precisdo, embora ainda existam muita discussdo e incerteza quanto aos
cenarios que marcaram os periodos do Mioceno até o presente (Hoorn et al., 1995; Latrubesse
et al., 2010).

Dois modelos paleogeogréaficos tém sido propostos para a formacdo da moderna
hidrografia Amazbnica, cada um com grandes consequéncias para 0s padroes de
diversificacdo da sua biota (Ribas et al., 2012). Um deles implica em uma origem mais antiga
da floresta de terra firme no oeste Amazénico, bem como de seu sistema hidrogréafico atual,
ao final do Mioceno (11.0 — 9.0 Ma; Hoorn et al., 2010; Figueiredo et al., 2009; Wesselingh
et al., 2002), enquanto o outro propde uma idade mais recente para o estabelecimento da
estrutura dos rios e fitofisionomia atuais da regido, durante o Plio-Pleistoceno (Rossetti et al.,
2005; Campbell et al., 2006; Latrubesse et al., 2010).

O género Phoenicircus € composto por dois taxons, P. nigricollis e P. carnifex, os
quais apresentam populacdes alopatricas limitadas pelos principais afluentes da bacia
amazonica e restritas a diferentes areas de endemismos da regiao (Fig. 1b; Snow, 1973; Snow,
2004; Infonatura, 2007). Morfologicamente estas espécies sdo bastante similares,
principalmente as fémeas, mas diagnosticaveis quanto a plumagem dos machos e com base
em caracteres vocais (Peters, 1979; Snow, 2004; Trail & Donahue, 1991). QOutra evidéncia
para tal distincdo estaria em uma area de simpatria ao longo do sul do rio Amazonas, nas
porcdes baixas dos interflivios Madeira-Tapajos e Tapajos-Xingu, onde ambos os taxons
aparentemente mantém suas diagnoses fenotipicas e vocais (Snow, 2004; Kirwan & Green
2012; Aleixo, com. pess.), mas nenhuma informacdo existe quanto a existéncia ou magnitude
de fluxo génico entre as duas espécies.

Ocorrendo hibridizacdo, o material genético de uma das espécies pode ser introduzido
no pool génico da outra, processo este conhecido como introgressdo genetica (Anderson,
1949). Recentemente, este mecanismo tem sido considerado importante para o entendimento
dos processos de origem e de manutencdo da diversidade genética (Rheindt & Edwards,
2011). Além disso, também pode evidenciar o impacto ocasionado por mudangas climaticas,
as quais podem alterar os limites de vegetacdo e gerar novas zonas de contato entre espécies
antes disjuntas, com consequéncias ainda desconhecidas para a integridade genética das
espécies (Mank et al., 2004; Brumfield, 2010).
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Do ponto de vista filogenético, apenas a posicdo do género dentro da familia
Cotingidae ja foi estabelecida, mas com base em material de apenas uma das espécies (P.
nigricollis; Prum et al., 2000; Ohlson et al., 2007).

Neste trabalho, usamos ferramentas da filogeografia para reconstruir os contextos
espacial e temporal do processo de diversificagdo do género Phoenicircus, o que permitiu
fazer predicdes sobre sua histdria evolutiva. Além disso, nossos dados sdo também utilizados
para avaliar hipéteses alternativas de especiacdo alopatrica, incluindo alteracdo de paisagens
por atividades tectbnicas e variagdes climaticas periddicas, bem como evidenciar a

importancia de processos historicos como estes na constituicdo da biota Amaz6nica atual.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostragem

Um total de 30 espécimes do género Phoenicircus distribuidos por toda a area de
distribuicdo destas espécies foi sequenciado (P. carnifex N=19, P. nigricollis N=11) a partir
de amostras de tecido preservadas em alcool absoluto provenientes da cole¢éo ornitologica do
Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG), Para, Brasil (Apéndice A). Todas as amostras de
tecido utilizadas possuem espécimes testemunho depositados na referida cole¢do. De acordo
com a filogenia estimada para a familia Cotingidae, as espécies do género Rupicola estdo
mais proximamente relacionadas com Phoenicircus (Ohlson et al., 2007); assim, foram
utilizadas como grupo externo sequéncias de R. rupicola disponiveis no GenBank com o0s
seguintes numeros de acesso: AY370609.1, DQ470513.1, DQ470537.1 (ND2, cytb e
G3PDH-11, respectivamente) correspondentes ao espécime LSUB7575 e AY489433.1 (Bfib7)
referente a AMNHPEP1962.

2.2. Extracdo, Amplificacdo e Sequenciamento

O DNA total foi extraido para todas as amostras utilizando-se procedimentos padrbes
com a técnica de fenolcloroférmio (Sambrook et al., 1989). Subsequentemente, nods
amplificamos dois genes mitocondriais (cytb e ND2) e dois introns nucleares autossomais
(Bfib7 e G3PDH-11) através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Iniciadores
utilizados para a amplicacdo de cada gene estdo listados na Tabela 1. As concentragdes e

condigdes usadas para a PCR foram padronizadas a partir dos métodos empregados em
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Ohlson et al. (2007) que ja trabalharam com o género Phoenicircus. Uma pequena quantidade
de cada amplificacdo foi checada em gel de agarose a 1% através da eleforese, com o objetivo
de verificar se o tamanho do fragmento de DNA amplificado correspondia a regido alvo e se
apenas um unico produto de amplificacdo foi obtido. Os produtos das amplificacbes foram
primeiramente purificados utilizando PEG 8000 para ent&o serem sequienciados. A reacdo de
seqlienciamento foi obtida através do ABI BigDye Terminator Kit de acordo com as
especificagdes do fabricante e, finalmente, as seqiiéncias de ambas as fitas do DNA (“heavy”
e “light””) foram obtidas a partir do sequenciador automatico ABI 3130.

Tabela 1. Lista de primers utilizados e tamanho (nimero de pares de bases) do fragmento de cada
gene sequenciado.

Locus Primers Fra(gprgt)ento Referéncias
. G3P-13b Fjeldsa et al. (2003)
G3PDH intron 11 329 . .
G3P-14b Fjeldsa et al. (2003)
B fibrinogénio 7 7L Prichitko & Moore (1997)
X 866 S
(BFib7) 17U Prichitko & Moore (1997)
Cytochrome b L14841 1078 Kocher et al. (1989)
(cytb) H16064 Edwards & Wilson (1990)
NADH L5215 Hackett (1996)
Deidrogenase 2 1047
(ND2) H6313 Sorenson et al. (1999)

Todas as sequéncias foram editadas e alinhadas com o auxilio do software BioEdit
7.0.5 (Hall, 1999). No caso dos genes mitocondriais, foram tomadas algumas medidas para
confirmar a origem mitocondrial dos fragmentos amplificados: (1) foram amplificados
fragmentos grandes (cerca de 1000 pb); (2) ambas as fitas foram amplificadas; (3) as
sequéncias foram alinhadas com a sequiéncia completa do DNA mitocondrial da galinha, e
verificadas quanto a presenca de insercdes, deleces e codons de parada, que resultariam em
uma proteina ndo-funcional (Bates et al., 1999). No caso dos marcadores nucleares, sitios
heterozigotos foram identificados visualmente durante a edicdo e alinhamento das seqliéncias
pela presenca de picos duplos de mesmo tamanho no cromatograma (Brumfield et al., 2008).
Os haplotipos foram faseados com o auxilio do programa PHASE (Stephens et al., 2001;
Stephens & Donnelly, 2003), seguindo a metodologia descrita em Carling & Brumfield

(2008), onde somente aqueles alelos com uma probabilidade posterior de no minino 0.95
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foram incluidos nas analises filogenéticas e populacionais. Gaps foram considerados como
um quinto estado de carater (Carling & Brumfield, 2008). A saturacdo de bases de cada banco
de dados foi avaliada plotando as taxas de transicdo e transversdo contra a distancia genética
com o auxilio do aplicativo DAMBE (Xia & Xie, 2001).

2.3. Analises Filogenéticas

As genealogias foram reconstruidas através de inferéncia Bayesiana individualmente
para cada locus a partir de métodos coalescentes, bem como para uma matriz concatenada que
incluiu sequéncias de todos 0s quatro genes. “Bayes factors” foram utilizados para determinar
0 numero G6timo de particGes a ser aplicado nas analises bayesianas concatenadas (Brandley et
al., 2005). Assim, os caracteres foram particionados por gene (ND2, cytb, Bfib7 e G3PDH-11)
e por posicdo de codon no caso dos mitocondriais, ou seja, em oito particdes, seguindo 0s
resultados obtidos a partir desta metodologia. Os modelos para substituicdes de nucleotideos
foram selecionados para cada gene e particdo individualmente, usando o Akaike Information
Criterion (AIC) através do software MrModelTest 2.2 (Nylander, 2004). As analises
Bayesianas foram realizadas no MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) e
consistiram de duas corridas de quatro cadeias MCMC para 20,000,000 de geracOes
amostradas a cada 20,000 geracdes. O programa TRACER v 1.4.1 (Rambaut & Drummond,
2007) foi usado para avaliar a convergéncia de todos os parametros amostrados pelas analises;

0s primeiros 25% das arvores amostradas foram descartados como burn-in.

2.4. Estimativa Bayesiana da “Species tree”

As distribuicbes posteriores das arvores de genes e da arvore das espécies foram
estimadas a partir da opcdo *BEAST no programa BEAST 1.6.2 (Heled & Drummond, 2010).
Quatro corridas independentes de duas cadeias MCMC foram realizadas para 100 milhGes de
geracbes com uma frequéncia de amostragem dos parametros a cada 10.000 geragdes; um
total de 10% das arvores foi descartado como burn-in. Todos os parametros amostrados nas
analises foram avaliados com Tracer v.1.4.1 para certificar-se de que atingiram valores
satisfatorios quanto aos ESSs (tamanho efetivo da amostragem). Um ESS de 200 ou mais €
recomendado para a reconstrucdo de genealogias (Kuhner, 2009). As estimativas de tempo

geradas para a arvore das espécies foram obtidas utilizando uma taxa de mutagdo de 2,1%
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para o gene cytb (Weir & Schluter, 2008), e estimando, a partir desta calibracéo, as taxas dos

demais loci utilizados na analise.

2.5. Datagéo molecular

Para datar a historia de diversificacdo de Phoenicircus, uma taxa de substituicao
nucleotidica de 2,1% para o cytb (0,0105 substitui¢cbes por sitio e por linhagem por milhdes
de anos) foi utilizada juntamente com a opgdo “relaxed-clock” no BEAST 1.6.2 (Weir &
Schluter, 2008; Drummond & Rambaut, 2007). Para as andlises, foram incluidos quatro
espécimes de Phoenicircus, representativos de cada populacdo, bem como um individuo
referente ao grupo externo R. rupicola. As datas de divergéncia e os intervalos de confianca
foram obtidos a partir de trés analises de 50 milhdes de geracGes cada, as quais foram
combinadas e visualizadas quanto a convergéncia dos parametros através do programa Tracer,

como mencionado para as analises bayesianas.

2.6. Divergéncia e estrutura populacionais

A partir dos dados de mtDNA, foram realizadas as seguintes analises populacionais:
(1) célculos de distancia genética ndo corrigida (distancia-p) dentro e entre os clados
recuperados pela hipétese filogenética (Fig. 1), utilizando MEGA v 5.10; (2) estimativas de
diversidade nucleotidica e haplotipica, bem como testes estatisticos para detectar evidéncias
de crescimento populacional no passado, atraves do DNASP v. 4.10.2 (Rozas, et al., 2003);
(3) Anélise Molecular de Variancia (AMOVA; Excoffier et al., 1992) utilizando Arlequin v.
3.1 (Excoffier et al., 2005) para calcular a diferenca entre as popula¢bes de Phoenicircus
através do valor de Fst.

Redes de haplétipos foram geradas para os loci nucleares utilizando o software

HaploViewer (Salzburger et al., 2011).

3. RESULTADOS

3.1. Filogenia e Biogeografia

As andlises filogenéticas bayesianas foram estimadas com base num total de 3320 bp
(2125pb mtDNA, 866pb BFib7 e 329pb G3PDH) e reconstruiram uma mesma topologia bem
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apoiada estatisticamente (Fig. 1a). A filogenia obtida a partir do programa MrBayes mostrou
suportes maximos de probabilidade posterior de ocorréncia e apoiou a monofilia do complexo
P. carnifex/nigricollis com a existéncia de quatro clados correspondentes as quatro
populacbes do género. A espécie P. carnifex se mostrou parafilética, onde P. carnifex (s —
distribuido ao sul do rio Amazonas) é o tdxon mais basal na filogenia, enquanto P. carnifex (n
- distribuido ao norte do rio Amazonas) é grupo irmdo do clado formado por P. nigricollis (w
- distribuido a oeste do rio Negro na Amazoénia ocidental) e P. nigricollis (e - distribuido a
leste do rio Madeira) que, por sua vez, sdo reciprocamente monofiléticos. O espécime
(JRT2001 — MPEG 70892) indiscutivelmente atribuido a P. carnifex (s) com base em
caracteres vocais e fenotipicos (identificacdo obtida em campo por Alexandre Aleixo) se
agupou no clado de P. nigricollis (e). Este resultado é indicio de que hibridizacdo esteja
ocorrendo entre estas linhagens (Fig. 1a). O individuo hibrido foi coletado na localidade de
Juruti, que esta dentro da regido de simpatria existente entre estas espécies na porc¢ao norte do
interflivio Madeira-Tapajos (Fig. 1b).

No caso das genealogias reconstruidas a partir dos genes nucleares pfib7 ¢ G3PDH-11
(ndo mostradas), a monofilia do género também foi evidenciada, entretanto, com pouca
resolucdo interna e apoios baixos dos nos, provavelmente devido ao processo de “incomplete

lineage sorting” para estes loci.
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Figura 1. (a) Filogenia reconstruida para o género Phoenicircus com base em Inferéncia Bayesiana a partir de
3320 bp de sequéncias dos genes de cytb, ND2, Bf7 ¢ G3PDH-11. O asterisco (*) abaixo dos nds indica um
apoio estatistico maximo (i.e. probabilidade posterior = 1) para os mesmos. (b) Mapa mostrando a distribuicéo
atual de Phoenicircus e as localidades das amostras utilizadas nas analises moleculares. Circulos denotam
localidades de amostras de P. carnifex, enquanto estrelas correspondem a amostras de P. nigricollis. A area
hachurada corresponde a area de simpatria entre P. carnifex e P. nigricollis (Infonatura, 2007; Ridgely e
Tuddor, 1994, 2009).

3.2. Reconstrucdo da arvore das espécies
A arvore de espécies de Phoenicircus (Fig. 2), reconstruida no *BEAST, mostrou-se

congruente com a genealogia obtida da analise filogenética bayesiana concatenada (Fig. 1a).

A reconstrucdo da arvore de espécies foi realizada com base no mesmo banco de dados
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utilizado na andlise gerada pelo MrBayes, exceto pelo individuo coletado em Juruti
(JRT2001) que foi retirado por ter sido diagnosticado como hibrido. Esta estratégia foi
tomada para evitar enviezamentos e nao infligir as premissas da analise promovida pelo
*BEAST. A monofilia do género também foi evidenciada e todos os agrupamentos atingiram

valores de probabilidade posterior superiores a 0.95 (Fig. 2).

P. carnifex (n)
0.99
———d
— P, nigricollis (w)
0.99
it |

* __ P, nigricollis (e)

P, carnifex (s)

3 2 1 0 Ma

Figura 2. Arvore das espécies de Phoenicircus obtida a partir do aplicativo *Beast e com base em
3320 bp dos loci mtDNA (genes cytb e ND2) e introns Bf7 ¢ G3PDH-11, enraizada a partir de
sequéncias de Rupicola rupicola. As idades médias de coalescéncia encontradas foram 1.68
(intervalo de confianca 2.47 — 1.04), 0.96 (1.36 - 0.58) e 0.15 (0.27 — 0.05) em milhdes de anos
para o primeiro, segundo e terceiro nos da filogenia, respectivamente. Um asterisco (*) abaixo dos
nés indica um apoio estatistico maximo (i.e. probabilidade posterior = 1) para 0S mesmos,

enquanto 0s numeros constituem probabilidades posteriores inferiores ao valor maximo.
3.3. Padrdo temporal de diversificacdo em Phoenicircus
Estimativas de tempos de diversificacdo distintas foram obtidas a partir do banco de

dados baseado exclusivamente no gene cytb e da reconstrugéo da “Species Tree” (Fig. 2 e 3).

De acordo com a datacdo gerada a partir somente das sequéncias de cytb, a divergéncia entre
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0 grupo basal P. carnifex (s) e os demais clados foi estimada para o final do Plioceno, entre
4.0 e 1.4 Ma (Fig. 3, n6 n* 1). O segundo evento de diversificacdo ocorreu entre P. carnifex
(n) e P. nigricollis aproximadamente a 2.0 — 0.7 Ma, no final do Plioceno — médio Pleistoceno
(Fig. 3, n6 n®2). Por fim, a separacdo de P. nigricollis em duas populagdes disjuntas teve
inicio no médio Pleistoceno (Fig. 3, nd n®3). Como esperado, as datacGes geradas pela
abordagem coalescente se mostraram um pouco mais recentes (Fig. 2), provavelmente devido
ao fato de o banco de dados utilizado para esta analise incluir loci nucleares, que em geral,

evoluem mais lentamente quando comparados aos genes mitocondriais.

— F. nigricollis {e)

— F nigricollis (w)

F camifer i)

Fcarifer )

4.0 3.0 20 1.0 oo Ma

Figura 3. Cronograma de diversificacdo do género Phoenicircus obtido por Inferéncia
Bayesiana a partir de sequéncias do gene mitocondrial cyt b e uma taxa de calibracdo 2.1% de
substituicdes nucleotidicas para cada milhdo de anos. As idades médias de divergéncias
estimadas foram 2.6 (intervalo de confianca 4.0 — 1.4), 1.3 (2.0-0.7) e 0.3 (0.54 — 0.07) em

milhdes de anos para o primeiro, segundo e terceiro nos da filogenia, respectivamente.
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3.4. Genética populacional

As distancias genéticas nao corrigidas (distancia-p) foram calculadas dentro e entre 0s
quatro clados distintos recuperados pelas hip6teses filogenéticas geradas a partir das analises
Bayesiana concatenada e de arvore de espécies (Figs. 1 e 2). Os niveis de divergéncia
variaram de 1.0 a 5.0% entre as populacdes e de 0 a 0.4% dentro de cada populagédo (Tabela
2).

Tabela 2 - Distancia genética ndao corrigida (distancia-P) calculadas para os genes do mtDNA

sequenciados (cytb e ND2) dentro e entre os clados reciprocamente monofiléticos revelados por

andlises filogenéticas do género Phoenicircus. Ver a Figura 1 para o significado das diferentes

letras listadas apds os nomes cientificos.

P. carnifex (s) P. carnifex (n)  P. nigricollis (e) P. nigricollis (w)

P. carnifex (s) 0,4%*

P. carnifex (n) 4,1% 0,2%*

P. nigricollis (e) 5% 3% 0,2%*

P. nigricollis (w) 4,7% 3% 1% 0*
R. rupicola** 16% 14% 14,6% 15%

*Distancia-p dentro de cada populagéo; **Grupo Externo

indices de diversidade haplotipica (h) foram altos para todos os clados de
Phoenicircus, com excecdo de P. nigricollis (w; Tabela 3). Em todas as populacdes foram
observados indices baixos de diversidade nucleotidica (), com valores abaixo de 0,5%. Altos
valores de h e baixos de = sdo indicativos de um acumulo de mutacBes apds um evento de
gargalo de garrafa seguido por um rapido crescimento populacional. Os testes de neutralidade
de Fs de Fu e R2 foram significativamente diferentes de zero para os clados P. carnifex (s), P.
carnifex (n) e P. nigricollis (), rejeitando a hipdtese nula de estabilidade demografica nestes
casos. Os valores negativos de Fs de Fu apresentados por estas populac@es indicam expanséao
populacional no passado, sendo, portanto, concordantes com os resultados demonstrados por
h e =, que sugerem cenarios de expansdo demografica ou “bottleneck” populacional (Rand,
1996). No caso de P. nigricollis (w) a hipotese nula de neutralidade e estabilidade

demogréafica ndo pode ser rejeitada. Em se tratando de analises populacionais, o tamanho
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amostral utilizado para a obtencdo de tais resultados é considerado baixo ou até mesmo
insuficiente e, portanto, as inferéncias realizadas a partir dos indices de diversidade e testes de
neutralidade nestes casos devem ser tratadas e consideradas com bastante cautela.

Tabela 3. Diversidade haplotipica (h) e nucleotidica (=), testes de neutralidade Tajima's D, Fu's
Fs e Ramos Onsins e Rozas R2, obtidos a partir do banco de dados de mtDNA para os clados

reciprocamente monofiléticos revelados por analises filogenéticas do género Phoenicircus.

N Ha H 7 (%) Tajima's D Fu's Fs R2
MtDNA (cytb + ND2) obs. P obs. P obs. P
P. carnifex (n) 5 5 1.00040.016 0.140+0.022 -1.16 0.06 -2.37 0.0245* 0.07 0.0006*
P. carnifex (s) 14 9 0.950+0.002 0.194+0.026 -0.97 0.18 -4.318 0.0055* 0.093 0.005*
P. nigricollis (w) 6 2 0.40040.056 0.020+0.012 -0.816 0.27 0.09 0.2 0.4 0.73
P. nigricollis (e) 5 6 1.000+0.096 0.180+0.031 -0.516 0.355 -2.85 0.018* 0.11 0.007*
N: Ndmero de individuos, Ha: NUmero de haplétipos, * valores significativos

Uma analise de variancia molecular (AMOVA), realizada a partir dos dados de
mtDNA, mostrou que a maioria da variancia genética de ambos os tdxons de Phoenicircus foi
particionada geograficamente entre suas populacGes alopatricas, apresentando valores de Fst

significativos (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados da andlise de variancia molecular (AMOVA) para as populacdes

reciprocamente monofiléticas de Phoenicircus nigricollis e P. carnifex.

Taxon No. Ind|V|fjuos Centros de endemismo Ar_nong popglatlons Within populations
(populactes) within species (%) (%)
P. nigricollis 14 (w-e) Napo/Rondbnia+ 84.95* 15.05
Tapajés
P. carnifex 17 (n-5s) Rondonia+ TapajostXingu+ Belém 95.16** 4.84

(porgdo norte)/Guianas

*P <0.01; ** P <0.001

As redes de haplotipos construidas para os introns nucleares Bfib7 e G3PDH-11
mostraram que alguns haplotipos destes genes sdo compartilhados entre as duas espécies

reconhecidas de Phoenicircus (Fig. 4), sendo, portanto, concordantes com as arvores
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bayesianas obtidas para estes loci que, por sua vez, ndo mostraram muita resolugéo interna
(ndo mostradas). Para o Bfib7 pode-se observar certa estruturacéo a nivel interespecifico (Fig.
4A), existindo haplétipos compartilhados apenas entre as populacdes dentro de cada espécie
reconhecida. No caso de G3PDH-11, trés das quatro populagdes de Phoenicircus
compartilham um haplétipo central, caracterizado por ampla distribuicdo geogréfica e alta
frequéncia de ocorréncia, do qual partem varios outros conectados a ele por um ou mais

eventos de mutagéo (Fig. 4B).

Figura 4. Redes de haplotipos obtidas a partir do programa Haploviewer, mostrando as relac6es entre
os haplotipos encontrados para as sequéncias dos introns nucleares Bfib7 (A) e G3PDH-11 (B). A
dimenséo dos circulos é proporcional ao nimero de individuos (detalhado dentro de cada circulo) que
compartilham cada haplotipo. Haplotipos conectados apenas por um trago sdo separados por apenas
um mutacdo, enquanto aqueles conectados por um traco e ponto diferem por duas mutaces.
Legenda: P. nigricollis (w): azul; P, nigricollis (e): amarelo; P. carnifex (n): rosa; P. carnifex (s):

musgo.

4. DISCUSSAO

4.1. Relacdes filogenéticas em Phoenicircus

As inferéncias filogenéticas Bayesianas concatenada e coalescente para Phoenicircus

foram estatisticamente bem apoiadas, evidenciando consistentemente o status parafilético de
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P. carnifex (Figs. 1 e 2); P. nigricollis aponta monofilia da espécie, com populacGes a oeste e
leste j& tendo adquirido monofilia reciproca (Figs. 1 e 2). As relacGes filogenéticas dentro do
género foram consistentes com os valores de distancia genética observados entre os clados,
onde a populacdo de P. carnifex (n) apresentou-se geneticamente mais distante de P. carnifex
(s) do que de P. nigricollis (4.1% contra 3%; Tabela 2). Estes resultados atestam a
discrepancia entre os caracteres fenotipicos e genotipicos no género, ja que morfologicamente
ndo existe diagnosabilidade entre as duas populagdes de P. carnifex, separadas pelo Rio
Amazonas (Snow, 2004). Entretanto, dados vocais mostram uma diferenciacdo bem clara
entre as populacdes norte e sul deste taxon (Martins et al., in prep.).

Em conjunto, as analises filogenéticas e populacionais multi-locus apontam para a
existéncia de quatro linhagens reciprocamente monofiléticas no género Phoenicircus,
endémicas de diferentes setores da AmazOnia, preenchendo pré-requisitos para serem
consideradas espécies independentes tanto com base no conceito filogenético quanto no
conceito biolégico de espécie. Altos apoios para a monofilia reciproca entre estas quatro
linhagens na arvore coalescente mostra que a independéncia evolutiva entre elas é
estatisticamente significativa mesmo quando os trés loci independentes sequenciados sao
considerados, revelando um processo de coalescéncia significativo para todos eles, apesar da
introgresséao verificada envolvendo duas destas populacdes que provavelmente ndo sdo irmas
e reforcando seus status como espécies bioldgicas (Brumfield et al., 2008).

A existéncia de introgressdo entre P. carnifex (s) e P. nigricollis (e) foi evidenciada a
priori a partir do posicionamento do espécime JRT2001 de P. carnifex na filogenia gerada a
partir do Mr. Bayes (Fig. 1a). Com base na arvore coalescente e no conjunto de dados multi-
locus, pode-se inferir que, apesar de presente, a introgressdo verificada entre P. carnifex (s) e
P. nigricollis (e) ndo foi de uma tal magnitude a ponto de reverter a monofilia reciproca
existente entre estas duas linhagens ou mesmo para todas as quatro principais linhagens de
Phoenicircus, mostrando que isolamento reprodutivo e monofilia reciproca ndo estdo
necessariamente correlacionados e que a capacidade de hibridizacdo é provavelmente um
carater ancestral retido por linhagens filogeneticamente aparentadas por muito tempo apés a
sua separacao evolutiva significativa (Aleixo, 2007). Com base na monofilia reciproca entre
todas as quatro linhagens e no tempo de coalescéncia bem mais recente estimado para P.
nigricollis (Fig. 2), € possivel inferir que a introgressdo entre P. carnifex (s) e P. nigricollis
(e) é relativamente recente e que a mesma evoluiu a partir do contato secundario destas
linhagens ao sul do Rio Amazonas entre os baixos rio Madeira e Tapajos (Fig. 1),

possivelmente a partir de um processo de dispersao envolvendo pelo menos uma delas.
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4.2. Teste de Hipoteses de diversificagdo

As diferentes estimativas filogenéticas e de datacdo molecular (Figs. la, 2 e 3)
fornecem suporte para a diversificacdo de Phoenicircus ocorrendo, em média, hd 2.6 ou 1.68
Ma, dependendo do método de datacdo considerado. Apesar de os tempos de divergéncia
entre as linhagens terem se mostrado mais recentes de acordo com a arvore coalescente do
gue no cronograma estimado apenas com base no gene cytb, os intervalos de confianca se
sobrepGem em grande parte para cada no, indicando que as dataces de ambas as estimativas
sdo consistentes com um mesmo cenario temporal de evolucdo (Figs. 2 e 3). De todo modo, as
quatro principais linhagens evolutivas de Phoenicircus reveladas neste estudo sdo delimitadas
por dois grandes rios Amazonicos: Amazonas e Negro (Fig. 1). A congruéncia existente entre
as topologias das arvores Bayesiana e coalescente nos permite inferir que esses rios
constituiram barreiras primarias responsaveis pela diferenciagdo das linhagens de
Phoenicircus, sugerindo um importante papel como barreira vicariante. No entanto, 0 mesmo
ndo pode ser dito com relagdo ao Rio Tapajés, que, mesmo na sua por¢cdo mais baixa, ndo
constitui uma barreira para a distribuicdo de populacdes de duas linhagens de Phoenicircus,
que se hibridizam justamente nessa regido: (P. carnifex [s] e P. nigricollis [e]; Fig. 1b),
colocando em duvida a relevancia da hipotese dos rios como barreira nesse contexto em
particular.

Alternativamente, estes padrdes de diversificacdo poderiam ser consistentes com a
hipdtese dos refugios com base em duas evidéncias: 1) duas das datas de divergéncia entre as
diferentes linhagens de Phoenicircus estdo situadas no Pleistoceno tardio, um periodo afetado
por grandes oscilacdes climaticas (Fig. 2 e 3); e 2) os testes populacionais de neutralidade
apoiam a existéncia de efeitos gargalo em trés das quatro linhagens de Phoenicircus (Tabela
3). Entretanto, é importante notar que os cronogramas obtidos por inferéncia Bayesiana tanto
com base exclusivamente no gene cytb como na abordagem coalescente multi-locus
estimaram os eventos de divergéncia relacionados as linhagens de Phoenicircus como
ocorrendo ao longo do Plio-pleistoceno, justamente o periodo de consolidacdo do sistema
hidrografico amazénico atual (Rossetti et al., 2005; Campbell et al., 2006). Ndo menos
importante, o fato de uma das linhagens de Phoenicircus ndo ter exibido sinais de
gargalo populacional recente é também inconsistente com um papel amplo para o0s
refugios Pleistocénicos como formadores de linhagens de aves na regido Amazonica,

conforme verificado para outras linhagens de aves associadas a florestas de terra-firme
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(Aleixo 2004; Ribas et al. 2012; Fernandes et al. No prelo). Além disso, como j& havia sido
esclarecido anteriormente, o baixo nimero amostral utilizado nas analises populacionais deve
ser levado em consideracdo, ndo permitindo, portanto, conclusdes precipitadas quanto a
inferéncia de cenarios de diversificacdo para Phoenicircus. Com base nisso, interpretamos o
padréo espaco-temporal de diversificagdo do grupo como resultante do estabelecimento da
bacia Amaz6nica como uma drenagem transcontinental durante este periodo (Rossetti et al.,
2005; Campbell et al., 2006; Latrubesse et al., 2010), conforme também inferido para o
género co-distribuido Psophia (Ribas et al., 2012).

Assim como verificado para Psophia, o primeiro evento de diversificagdo em
Phoenicircus ocorreu aproximadamente a 2,6 Ma (de acordo com o relégio molecular gerado
apenas com base no gene cytb; Fig. 3), separando o género em duas linhagens ao norte e ao
sul do atual curso do Rio Amazonas (Escudo das Guianas e por¢do noroeste do escudo
Brasileiro, respectivamente; Fig. 3, n0 1). Analisando dados genéticos (Fig. 4A) em conjunto
com evidéncias paleogeograficas, podemos inferir que a distribuicdo ancestral de
Phoenicircus foi possivelmente semelhante a observada para Psophia, sendo restrita
inicialmente a porgéo leste da Amazonia, com uma subsequente expansdo em direcdo a oeste
(Ribas et al., 2012). Estes cenarios corroboram recentes descobertas geoldgicas que
relacionam o surgimento do rio Amazonas ao final do Plioceno / comeco do Pleistoceno
(Latrubesse et al., 2010; Campbell et al., 2006). De modo similar, a regido do baixo Rio
Negro tem sofrido constantes alteracbes de paisagem como resultado de atividades
neotectdnicas (Almeida-Filho & Miranda, 2007), servindo como barreira para as linhagens
P.carnifex (n) e P. nigricollis ha aproximadamente 1.0 Ma (Figs. 2 e 3). Este padrdo é
também consistente com o periodo de formacdo do baixo Rio Negro por volta de 1.0 — 0.7 Ma
estimado a partir dos dados filogeograficos do género Psophia (Ribas et al., 2012).

A alopatria observada em P. nigricollis também pode ter sido gerada como
consequéncia das caracteristicas geomorfoldgicas da regido do baixo Rio Negro, que podem
ter conectado em momentos distintos afluentes correspondentes as atuais bacias do Negro e
Solimbes através de paleo-deltas (Wilkinson et al., 2010), permitindo a colonizacdo e
posterior diferenciacdo de P. nigricollis (e) ao sul do Amazonas — SolimBes, um processo que
se completou bem mais recentemente (i.e., ca. de 0.3 Ma; Fig. 3), sendo tentativamente
correlacionado com eventos neotectbnicos na regido central da Amazonia iniciados a 0.4 Ma
(Soares et al., 2010). A auséncia de qualquer linhagem de Phoenicircus diretamente ao sul do
rio Solimdes e a oeste do rio Madeira na regido conhecida como area de endemismo Inambari

é surpreendente e de dificil explicacdo, sendo talvez, a mais simples, um evento de extin¢do
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das populagdes locais. O mesmo padréo de distribuicdo com uma lacuna de ocorréncia na
mesma area de endemismo foi detectado para pelo menos uma segunda outra linhagem de ave
associada a florestas de terra-firme na Amazonia: o género Hylopezus (Grallariidae; Carneiro
et al.,, 2012). Em razdo dos habitos sedentarios e ndo migratérios de Phoenicircus, que
estabelecem arenas de exibicao fixas ao longo de varios anos num mesmo local (Snow, 2004),
é possivel minimizar bastante a possibilidade de eventos de dispersao de longa distancia ou do
tipo “island hopping” através dos rios pré-existentes para explicar a alopatria atual das duas
populacdes reciprocamente monofiléticas de P. nigricollis.

Com base nesse cenario geral, a hipdtese mais bem apoiada pelos dados do presente
estudo é que P. carnifex (s) e P. nigricollis (e) entraram em contato bem recentemente e,
provavelmente, em funcdo da penetracdo também recente da linhagem ancestral de P.
nigricollis ao sul do rio Amazonas — Solimdes, que teria entrado em contato com populagdes
de P. carnifex (s) estabelecidas na regido dos baixos rios Tapajos e Madeira (Fig. 1).
Conforme destacado anteriormente, o nivel de introgressao entre estas populacdes parece nao
ter comprometido a integridade de suas trajetorias evolutivas diferenciadas, conforme
mostrado pelos padrées de diferenciacdo genética e de plumagem, que claramente as
diagnosticam plenamente como dois grupos, mesmo na area de introgressao (Figs. 1 e 2). Os
espécimes de P. carnifex (s) ARA095 — MPEG72382 e ARA059 — MPEG72383 (coletados
numa mesma localidade; ver Apéndice A), também vieram da mesma zona que o individuo
hibrido (foram coletados no mesmo interflivio, a menos de 50 km de distancia), agrupando-se
geneticamente com os demais individuos do P. carnifex (s), conforme esperado (Fig. 1). E
dificil postular como estas duas linhagens teriam entrado em contato, ainda mais se
considerando seus habitos sedentarios associados ao interior da floresta de terra-firme, mas
uma “quebra” de barreiras riparias pode ser uma possibilidade. E possivel que um mesmo tipo
de evento de captura de drenagem, como o documentado para o rio Negro (Almeida-Filho &
Miranda, 2007), tenha acontecido também na baixa porcdo do rio Tapajos, levando ao contato
entre populacdes de P. carnifex (s) e P. nigricollis (). Embora aparentemente ndo existam
dados geoldgicos apoiando diretamente esta hipotese, um padrdo muito similar foi observado
para o passeriforme Glyphorynchus spirurus (Dendrocolaptidae), onde as populacdes de
ambas as margens do baixo rio Tapajés sdo irmas, com a exclusdo daquelas das por¢des mais
altas da margem oeste do rio, correspondentes ao centro de endemismo Rond6nia (mesma
regido habitada também por P. nigricollis [e] (Fernandes et al., 2012). Conforme discutido
por Fernandes et al. (2012), eventos de captura de drenagem podem obscurecer padrdes de

diferenciacdo correlacionados com rios Amazonicos, mas de modo algum invalidam a
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aplicabilidade da hip6tese dos rios como barreira para explica-los, uma vez que é justamente a
mudanca da barreira que ocasiona a cessa¢ao do seu efeito vicariante, possibilitando o contato
entre as linhagens diferenciadas que podem se hibridizar ou ndo, conforme demonstrado pelo

género Phoenicircus.

5. CONCLUSAO

A histéria de evolucdo de Phoenicircus parece ter sido delineada por dois tipos de
eventos vicariantes, inicialmente pela formagdo dos principais rios da Amazonia e mais
recentemente por eventos de captura de drenagem resultantes da atividade de placas
neotectdnicas localizadas na regido central amazonica. Nosso trabalho corrobora em grande
parte um modelo paleobiogeografico proposto recentemente para Amazénia (Ribas et al.,
2012), onde os principais rios da regido sdo tidos como agentes de diversificagdo primarios
entre diferentes linhagens proximamente relacionadas.

Nossos resultados sdo contrastantes com a taxonomia atual do género Phoenicircus,
baseada apenas na morfologia externa (plumagem), e sugerem que as populacbes de P.
carnifex separadas ao norte e ao sul do rio Amazonas se tratam de espécies distintas. No caso
de P. nigricollis, apesar da divergéncia recente entre suas populacdes alopatricas, estas ja se
apresentam reciprocamente monofiléticas, evidenciando que um tratamento taxondmico

diferencial também deve ser considerado neste caso.
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APENDICE A- Sumaério dos espécimes de Phoenicircus utilizados no presente estudo e suas respectivas localidades de coleta

MPEG Cadigo Téaxon (populagéo) Localidade

65079 CN 334 P. carnifex (n) Brasil, Para, Municipio de Obidos, Flota do Trombetas (00°57'S; 55°31'W)
65518 CN 576 P. carnifex (n) Brasil, Para, Municipio de Alenquer, ESEC Grédo-Para (00°09'S; 55°11'W)
65519 CN 396 P. carnifex (n) Brasil, Para, Municipio de Alenquer, ESEC Gréo-Para (00°09'S; 55°11'W)
65920 CN 779 P. carnifex (n) Brasil, Para, Municipio de Oriximina, ESEC Gréo Para (01°17'S; 58°41'W)
66553 CN 1198 P. carnifex (n) Brasil, Para, Municipio deAlmeirim, FLOTA Paru (00°56'S; 53°14'W)

53937 ET 144 P. carnifex (s) (I?;lrja::gaizg]a&ls\/l(%gl%gpslo éjézoggll\t/\e/;ra, FLONA do Tapajos, Rodovia Santarém-
61928 PPBIO 255 P. carnifex (s) El_j;lrggg:vl\j?ré, Municipio de Portel, FLONA de Caxiuang, Plot PPBIO (01°57'S;
61929 PPBIO 297 P. carnifex (s) 58{3:532:\;?@, Municipio de Portel, FLONA de Caxiuang, Plot PPBIO (01°57'S;
61931 PPBIO 299 P. carnifex (s) SBlrzj:sgié:Vl\D/z;ré, Municipio de Portel, FLONA de Caxiuand, Plot PPBIO (01°57'S;
61932 PPBIO 321 P. carnifex (s) Elrzj;g:vlflz;ré, Municipio de Portel, FLONA de Caxiuand, Plot PPBIO (01°57'S;
67674 PIME 129 P. carnifex (s) Brasil, Para, Municipio de Placas, Assentamento Comunidade Fortaleza

(03°29'S; 54°33'W)



70892

72383

72382

73214

73215

73216

73217

73218

59037

59038

59260

65563

65711

JRT2001

ARA 059

ARA 095

PIME 537

PIME 538

PIME 539

PIME 540

PIME 541

MPDS 792

MPDS 793

BR 163-134

AT 013

MPDS 1283

P. carnifex (s)
P. carnifex (s)
P. carnifex (s)
P. carnifex (s)
P. carnifex (s)
P. carnifex (s)

P. carnifex (s)

o

. carnifex (s)

P. nigricollis (e)
P. nigricollis (e)
P. nigricollis (e)
P. nigricollis (e)

P.nigricollis (e)

36

Brasil, Para, Municipio de Juruti, margem esquerda Tapajos (02°25'S; 55°58'W)
Brasil, Pard, Santarém, Resex Tapajos, Arapiuns (02°47°S; 55° 36°W)

Brasil, Para, Santarém, Resex Tapajos, Arapiuns (02°47°S; 55° 36’W)

Brasil, Para, Municicpio de Belterra, FLONA do Tapaj6s, Rodovia Santarém-
Cuiaba km 83 (03°06'S; 55°00'W)

Brasil, Para, Municicpio de Belterra, FLONA do Tapajds, Rodovia Santarém-
Cuiaba km 83 (03°06'S; 55°00'W)

Brasil, Para, Municicpio de Belterra, FLONA do Tapajds, Rodovia Santarém-
Cuiaba km 83 (03°06'S; 55°00'W)

Brasil, Para, Municicpio de Belterra, FLONA do Tapajds, Rodovia Santarém-
Cuiaba km 83 (03°06'S; 55°00'W)

Brasil, Para, Municicpio de Belterra, FLONA do Tapajds, Rodovia Santarém-
Cuiaba km 83 (03°06'S; 55°00'W)

Brasil, Amazonas, Municipio de Humaita, Territorio Indigena Ipixuna, Aldeia
Canavial, Miriti (06°33'S; 62°03'W)

Brasil, Amazonas, Municipio de Humaita, Territorio Indigena Ipixuna, Aldeia
Canavial, Miriti (06°33'S; 62°03'W)

Brasil, Para, 20 km SW de Novo Progresso (07°11'S; 55°29'W)

Brasil, Para, Municipio de Trairdo, APA Tapajés, margem esquerda Rio Novo
(06°49'S; 56°07'W)

Brasil, Para, Municipio de Jacareacanga, FLONA Rio Pacu, Igarapé Preto
(06°16'S; 57°39'W)



59709

63157

63158

63160

63161

72611

AMZ 051

JAP 570

JAP 376

JAP 158

JAP 157

AMA 191

. nigricollis (w)
. nigricollis (w)
. nigricollis (w)
. nigricollis (w)
. nigricollis (w)

. nigricollis (w)

37

Brasil, Amazonas, Municipio de Novo Airdo, Igarapé-Acu, Estrada
Manacapuru-Novo Airdo km 75 (02°51'S; 60°52'W)

Brasil, Amazonas, Municipio de Japurd, Rio Acanaui (01°56'S; 66°36'W)
Brasil, Amazonas, Municipio de Japurd, Rio Acanaui (01°56'S; 66°36'W)
Brasil, Amazonas, Municipio de Japurd, Rio Mapari (02°02'S; 67°17'W)

Brasil, Amazonas, Municipio de Japura, Rio Mapari (02°02'S; 67°17'W)

Brasil, Amazonas, Municipio de Tabatinga, Assentamento do INCRA
(04°11°14°°S; 69°53°23,4”W)




