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Introducédo Geral

CompilacGes recentes apontam que a Amazonia é habitada por cerca de 1.300
espécies de aves, dentre as quais 265 sdo endémicas Mittermeier et al. (2003). Apesar
do conhecimento sobre avifauna ser o0 maior dentre 0s grupos biolégicos amazonicos,
varios estudos tém revelado a existéncia de muitas lacunas, evidenciadas pela descricao
continua de novas espécies de aves nas ultimas décadas, varias delas para a Amazonia
(Silveira e Olmos 2007).

Boa parte destes estudos revelaram que muitas espécies com ampla distribuicdo
na bacia Amazonica sdo na verdade compostas por complexos de espécies (Bierregaard
et al. 1997, Krabbe et al. 1999, Zimmer 2002, Aleixo 2002, 2004, Ribas et al. 2011), ou
seja, por populacBes alopéatricas ou parapatricas bastante diferenciadas vocal e
geneticamente, que se comportam como unidades evolutivamente independentes.
Portanto, novos estudos taxondmicos deveréo revelar uma diversidade muito maior do
que aquela conhecida atualmente para a avifauna amazonica.

O conhecimento da diversidade, das filogenias e distribui¢cdo dos organismos na
Amazobnia ainda é insuficiente, sendo que muitas espécies de numerosos grupos
taxondmicos coletados nas Ultimas décadas ainda precisam ser examinados
cuidadosamente (Silva et. al. 2005).

Esta Dissertacdo de mestrado possui dois objetivos gerais: (a) investigar a
filogeografia comparada de trés espécies do complexo Micrastur ruficollis (M.
ruficollis, M. gilvicollis e M. mintoni), que ocorrem na bacia amazbnica, com a
finalidade de identificar os contextos temporal e espacial da diversificacdo do grupo no
bioma; e (b) reavaliar com base em caracteres moleculares o status taxondmico e limites

interespecificos entre os taxons do complexo.



1) Para a melhor apresentacdo da Dissertacdo, 0s objetivo serdo cobertos no artigo

abaixo:

Revisdo sistematica e biogeografia do complexo M. ruficollis (Aves
Falconidae): o complexo de espécies Micrastur ruficollis € de especial interesse
para estudos de filogeografia na bacia amazolnica, pois preenche requisitos
bésicos como a existéncia de espécies politipicas e com ampla distribuicdo na
bacia amazonica. Portanto, tem sido de interesse para aqueles que tentam
entender a histéria de diversificacdo desta regido. Aqui utilizamos analises
filogenéticas, biogeogréficas e estimativas do tempo de diversificagdo deste
grupo para tentar revelar um cendrio especial e temporal de diversificacdo dentro
da Amazonia e fornecer novas evidéncias sobre a importancia destes processos

historicos na formacdo do bioma.
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RESUMO - O debate central em biogeografia Neotropical diz respeito a importancia dos
eventos climéticos e geoldgicos na geracdo de riqueza de espécies atuais. Estudos que
revelam a distribuicéo e relac6es filogenéticas entre taxons proximamente relacionados
podem fornecer informacGes acerca dos eventos biogeograficos responsaveis pelos
processos de diversificacdo na bacia amazo6nica. Além disso, tem sido importantes para
desenvolver e testar hipdteses sobre processos evolutivos histdricos relacionados com a
origem da biodiversidade atual. Desta forma, o presente artigo tem como objetivos
principais: (1) investigar a filogeografia comparada de trés espécies do complexo
Micrastur ruficollis (M. ruficollis, M. gilvicollis e M. mintoni), com a finalidade de
identificar os contextos temporal e espacial da diversificacdo do grupo; e (2) reavaliar
com base em caracteres moleculares o status taxonémico e limites interespecificos entre
os taxons do complexo. As filogenias moleculares foram baseadas em 3.305 pares de
bases dos genes mitocondriais ND2 e cyt b e dos genes nucleares BF5 e MUSK de 41
espécimes, incluindo como grupos externos os taxons M. mirandollei e M.
semitorquatus. As arvores filogenéticas obtidas por ML, IB e Arvore de Espécies
recuperaram uma unica topologia agrupando todos espécimes analisados do complexo
M. ruficollis em um clado fortemente apoiado, embora as relagfes internas mais basais
dentro do mesmo ndo tenham sido bem apoiadas estatisticamente. As datas das arvores
moleculares indicaram que a separa¢do entre as espécies do complexo ocorreram entre 4
e 5 milhGes de anos tendo se iniciado durante 0 Nedgeno (Plioceno) e que resultou na
diversificacdo de 10 linhagens, (sub-clados) em M. ruficollis, M. gilvicollis e M.
Mintoni, principais até os dias de hoje que poderdo ser consideradas espécies cripticas
sob conceitos alternativos de espécie mediante a andlises adicionais com base em

caracteres fenotipicos.

Palavras chaves: revisdo sistematica, filogeografia, biogeografia, complexo Micrastur

ruficollis
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ABSTRACT - The central debate on Neotropical biogeography is related to the
importance of climatical e geological events for the formation of wealth species now
existing. Researches that reveal the distribution and phylogenetic relations between
closely related taxons can provide information about the biogeographic events
responsible for diversification processes in the Amazon Basin. In addition, they have
been important for developing and testing hypotheses about evolutionary and historical
processes related to the origins of biodiversity at present. For that reason, the present
article has as main aims: (1) to investigate the comparative phylogeography of three
species from the Micrastur ruficollis complex (M. ruficollis, M. gilvicollis and M.
mintoni), to the effect of identifying the temporal and spatial context of the group
diversification and (2) reevaluate based on molecular characters the taxonomic status
and interspecific boundaries among taxons of the complex. The molecular phylogenies
were based on 3.305 pairs of bases from mitochondrial genes ND2 and cyt b and from
nuclear genes BF5 and MUSK of 41 specimens, including as external group the taxons
M. mirandollei and M. semitorquatus. The phylogenetic trees obtained by ML, IB and
Tree Species reestablished just one topology gathering all the specimens analized from
the complex M. ruficollis in one cladogram strongly supported, besides the more
internal basic relations in the complex had not been well supported stasticaly. The dates
in the molecular tree indicated that the separation of species from the complex occurred
among 4 to 5 million years which initiated in the Neogene (Pliocene) and results in
diversification of 10 principals lineage until today, sub-cludograms in M. ruficollis, M.
gilvicollis and M. mintoni, which can be considered cryptic species under alternatives

concepts of species by means of additional analysis based on phenotypic characters.

Keywords: Systematic review, phylogeography, biogeography, Micrastur ruficollis

complex.
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1. Introducéo

O debate central em biogeografia Neotropical diz respeito a importancia dos
eventos climaticos e geoldgicos na geracdo de riqueza de espécies atuais (Rull 2006).
Evidéncias moleculares apontam para um cenario onde a maioria das divergéncias
observadas e eventos de especiacdo estavam associados a eventos paleogeograficos do
Mioceno tardio (Moritz et al. 2000, Antonelli et al. 2010). No entanto, outros estudos
sugerem um papel mais significativo para os ciclos climaticos do Pleistoceno (Thoisy et
al. 2010). O fato é que até hoje os processos que deram origem a diversidade
Amazonica ainda ndo sdo totalmente conhecidos e varias hipoteses ja foram levantadas
com o objetivo de esclarecer que condi¢des no passado permitiram a evolugdo de um
grau tdo alto de diversificacdo (Ribas & Myiaki 2007).

Estudos que revelam a distribuicdo e relacbes filogenéticas entre taxons
proximamente relacionados podem fornecer informagcbes acerca dos eventos
biogeogréaficos responsaveis pelos processos de diversificacdo na bacia amazoénica. A
utilizacdo desta abordagem foi estabelecida por Avise (2000), denominando-se
filogeografia e que constitui uma abordagem eficaz para elucidar padrées de fluxo
génico, hibridizacdo, fragmentacdo historica de distribuicdo, expansdo e especiacdo
entre muitas linhagens de organismos.

Estudos de filogeografia comparada tem sido importantes para desenvolver e
testar hipdteses sobre processos evolutivos histéricos relacionados com a origem da
biodiversidade atual. A filogeografia comparada tem o potencial de incorporar a
informacgdo dos componentes histéricos e geograficos a niveis intra e interespecificos,
assim tornando mais detalhado o entendimento dos padrdes de variagdo em grupos co-

distribuidos (Hoffman & Baker 2003). Comparar esses padroes inter e intraespecificos a
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partir de espécies co-distribuidas permite avaliar como linhagens independentes
responderam aos mesmos processos historicos numa determinada regido (Avise et al.
1987, Moritz & Faith 1998).

Dentro deste contexto, o género Micrastur € composto por 7 espécies e 8
subespécies (dependendo da autoridade taxondmica), todos os tdxons sdo endémicos da
regido Neotropical, ocorrendo desde o sul do México ao norte da Argentina (Del Hoyo
et al. 1994). Este género tem uma grande diversidade de padrbes de distribuicdo, sendo
algumas espécies endémicas de florestas tropicais e subtropicais e outras amplamente
distribuidas. Esta variedade de padrdes torna o género Micrastur de especial interesse
para uma melhor compreensdo da histéria dos padrdes de diversificacdo na regido
Neotropical.

A espécie Micrastur ruficollis foi descrita por Vieillot (1817), alocada
inicialmente no género Sparvios (Sparvius ruficollis). Posteriormente, Sclater (1858),
revisou parte dos Falconiformes neotropicais e sugeriu a sinonimia dos géneros
Sparvius e Micrastur, realocando S. ruficollis no género Micrastur. Um grupo de
autores reconheu o taxén M. gilvicollis (Vieillot 1817) como uma subespécie de M.
ruficollis com ampla distribuicdo na bacia amazdnica (Sclater 1918, Peters 1931,
Amadon 1964, Brown & Amadon 1968), enquanto outro o tratou como espécie distinta
de M. ruficollis (Hellmayr 1910, 1921, Pinto 1935, 1947, 1964, Hellmayr & Conover
1949, Meyer Schauensee 1966), status esse reconhecido até hoje a partir do trabalho de
Schwartz (1972).

Outros dois taxons do complexo, M. Pelzelni (Ridgway 1875), e M.
Concentricus (Lesson 1830) possuem, respectivamente, validade questionada e status
taxdnomico incerto até o momento. Schwartz (1972) comparou a morfologia e a

vocalizacdo dos taxons do complexo M. ruficollis, principalmente aqueles distribuidos
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na bacia Amazoénica (gilvicollis, concentricus, ruficollis e pelzelni), e constatou que
gilvicollis correspondia aos espécimes que apresentavam asas longas e cauda curta. Ja
0S espécimes correspondentes a concentricus e pelzelni apresentaram asas curtas e
cauda longa, respectivamente, o que levou Schwartz (1972) a propor a sinonimia entre
eles. Desta forma, Schwartz (1972) acabou por validar o taxon gilvicollis como uma
espeécie bioldgica de ampla distribuicdo na bacia amazonica e considerou concentricus
como uma subespécie da outra espécie bioldgica validada por ele (M. ruficollis) e que é
simpatrica e sintopica com M. gilvicollis em algumas regiées da Amazénia. Mais
recentemente, um novo taxon (mintoni) foi descrito como espécie bioldgica criptica
representando as populacbes ao sul do rio Amazonas e leste do rio Madeira e Mata
Atlantica anteriormente agrupadas em M. gilvicollis (Whittaker 2002).

Uma filogenia para o género Micrastur foi proposta utilizando caracteres
moleculares (Fuchs et al. 2011). Essa filogenia recuperou a monofilia das sete espécies
que compdem o género Micrastur, bem como do complexo Micrastur ruficollis, que
além das espécies bioldgicas distribuidas na Amazénia (M. ruficollis, M. gilvicollis e M.
mintoni) também inclui M. plumbeus distribuido a oeste dos Andes na regido do Chocé
(Fuchs et al. 2011). No entanto, as relacbes internas entre as espécies do complexo M.
ruficollis ndo foram bem apoiadas estatisticamente, além de ndo terem sido incluidos
todos os taxons do complexo como, por exemplo, concentricus.

Desta forma, o presente artigo tem como objetivos principais: (1) investigar a
filogeografia comparada de trés espécies do complexo Micrastur ruficollis (M.
ruficollis, M. gilvicollis e M. mintoni), que ocorrem na bacia amazbnica, com a
finalidade de identificar os contextos temporal e espacial da diversificacdo do grupo no
bioma; e (2) reavaliar com base em caracteres moleculares o status taxondmico e limites

interespecificos entre os taxons do complexo.

15



Nesse sentido, o complexo de espécies Micrastur ruficollis € de especial
interesse para estudos de filogeografia na bacia amazo6nica, pois preenchem requisitos
importantes como a existéncia de espécies politipicas alopatricas, parapatricas e
simpatricas com ampla distribuicdo na regido e subespécies endémicas a determinados
interflavios. Aqui, utilizamos analises filogenéticas, biogeograficas e estimativas do
tempo de diversificacdo deste grupo para revelar um cendrio espacial e temporal de

diversificacdo dentro da Amazonia.

2. Material e Métodos
2.1 Amostragem

O DNA total de 36 espécimes do complexo M. ruficollis, dentre estes 8
espécimes pertencentes a M. gilvicollis, 14 a M. mintoni, 11 a M. r. ruficollise 3a M. r.
concentricus; além de 5 espécimes correspondentes ao grupo externo, dentre estes 4 M.
semitorquatus e 1 M. mirandollei, foram extraidos de tecidos da musculatura peitoral
usando procedimentos padrdes com a técnica de fenol-cloroférmio (Sambrook et al.
1989; Tabela 1). O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular do

Museu Paraense Emilio Goeldi — (LBM-MPEG).
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Tabela 1. Informacdes Gerais sobre as amostras de tecidos sequenciadas nesse estudo.

Voucher N campo Espécie Subespécie Localidade

MPEG 59314 AMZ 368 Micrastur gilvicollis AM, Rio Cuiuni, margem esquerda, Barcelos (00°47'00"S,63°16'54"W)

MPEG 65728 CN 631 Micrastur gilvicollis PA, Oriximina, ESEC Gréo Para (01°17'N;58°41'W)

MPEG 66167 CN 967 Micrastur gilvicollis AM, Almeirim, REBIO Maicuru (00°49'N;53°55'W)

MPEG 60437 UFAC 196  Micrastur gilvicollis AC, Placido de Castro, Ramal Novo Horizonte, km 09 (10°07'42,2"S, 67°19'42,5"W)
MPEG 60438 UFAC 211  Micrastur gilvicollis AC, Placido de Castro, Ramal Novo Horizonte, km 09 (10°07'42,2"S, 67°19'42,5"W)
MPEG 71370 JRD 010 Micrastur gilvicollis AC, Jordao

MPEG 61156 PUC 283 Micrastur gilvicollis AM, Coari, Base Petrobrés/Urucu, SUC -1

MPEG 62394 JAP 700 Micrastur gilvicollis AM, Marad, Lago Cumapi (01°33'34,5"S;65°52'48,2"W)

MPEG 64592 CN 187 Micrastur ruficollis concentricus PA,FLOTA de Faro, 70 km NW de Faro (01°42'S;57°12'W)

MPEG 64958 CN 298 Micrastur ruficollis concentricus PA, Obidos, Flota do Trombetas (00°57'S;55°31'W)

MPEG 62393 JAP 657 Micrastur ruficollis concentricus AM, Marad, Lago Cumapi (01°33'34,5"S;65°52'48,2"'W)

MPEG 67110 FPR 009 Micrastur ruficollis ruficollis AM, Maués, Flona do Pau Rosa, Comunidade Caiaué (04°01'37,6"S;58°26'05,6"W)
MPEG 56977 PUC 221 Micrastur ruficollis ruficollis AM, Tefé, Base Petrobras/Urucu, Papagaio (04° 51'S, 65° 04'W)

MPEG 61653 PPBIO 212 Micrastur ruficollis ruficollis PA, Portel, FLONA do Caxiuand, Plot PPBIO (01°57'S; 51°36'W)

MPEG 72308 MPDS 0972 Micrastur ruficollis ruficollis Pl; Mun. Guadalupe; Faz. Maharish; Praia dos Indianos

MPEG 63472 UFAC 1358 Micrastur ruficollis ruficollis AC, Porto Acre, AC 010 linha 07, Reserva Humaitéa (09°45'47,8"S;67°36'32,9"W)
MPEG 60436 UFAC 210  Micrastur ruficollis ruficollis AC, Placido de Castro, Ramal Novo Horizonte, km 09 (10°07'42,2"S, 67°19'42,5"W)
MPEG 67238 TLP(B) 127 Micrastur ruficollis ruficollis AC, Paranaita, margem esquerda Rio Paranaita, Fazenda Alianca (9°33'46"S;56°45'40,8"W)
MPEG 60435 UFACS574  Micrastur ruficollis ruficollis AC, Bujari, Floresta Estadual do Antimary, Limoeiro (09°21'09,0"S,68°05'40,2"W)
MPEG 61217 UFAC905 Micrastur ruficollis  ruficollis (Aocg:ag,i'.gzé{fgfgéogg?gg?ff\‘ﬁ;‘a (AC-090) km 70, Ramal Jarinal km 11

MPEG 70649 SLB 122 Micrastur ruficollis ruficollis PA, Carajas, Salobo

MPEG 72308 ARA 074 Micrastur ruficollis ruficollis PA, Santarém, Resex Tapajds Arapiuns

MPEG 54849 ECFPO3 Micrastur mintoni PA, Melgaco, Caxiuand, Estacdo Cientifica Ferreira Penna (1°44'S, 51°27'W)



MPEG 66004
MPEG 58956

MPEG 65180

MPEG 65670
MPEG 69665
MPEG 61655
MPEG 61654
MPEG 61656
MPEG 61657
MPEG 66077
MPEG 69077
MPEG 63858
MNT 1397

MPEG 66391
MPEG 67799
MPEG 60933

MPEG 67798
MPEG 71371

FLJA 048
FRC 079

MPDS 1227

MPDS 1308
PIME 484
PPBIO 092
PPBIO 125
PPBIO 139
PPBIO 302
RT 020
TLP(C) 094
T™ 035
MNT 1397
CN 986
NZT 0224
MPDS 0951

MPDS 1110
JRD 020

Micrastur
Micrastur

Micrastur

Micrastur
Micrastur
Micrastur
Micrastur
Micrastur
Micrastur
Micrastur
Micrastur
Micrastur
Micrastur
Micrastur
Micrastur
Micrastur

Micrastur
Micrastur

mintoni
mintoni

mintoni

mintoni
mintoni
mintoni
mintoni
mintoni
mintoni
mintoni
Mintoni
Mintoni
Mintoni
semitorquatus
semitorquatus
semitorquatus

semitorquatus
mirandollei

semitorquatus
semitorquatus
semitorquatus
semitorquatus

PA, Novo Progresso, margem esquerda Rio Jamanxim

PA, Paragominas, Fazenda Rio Capim, CIKEL (03°43'07.1"S, 48°36'25.3"W)
PA, Jacareacanga, FLONA do Crepori, Rio das Tropas, Cotovelo
(06°31'8,23"S;57°26'40,4"W)

PA, Jacareacanga, FLONA Crepori, Rio das Tropas, Cotovelo (6°31'823"S; 57°26'40,4"W)
PA, Jacareacanga, Igarapé do Rato (05°24'02,3"S;56°55'04,2"W)

PA, Portel, FLONA do Caxiuang, Plot PPBIO (01°57'S; 51°36'W)

PA, Portel, FLONA do Caxiuang, Plot PPBIO (01°57'S; 51°36'W)

PA, Portel, FLONA do Caxiuang, Plot PPBIO (01°57'S; 51°36'W)

PA, Portel, FLONA do Caxiuang, Plot PPBIO (01°57'S; 51°36'W)

PA, Parauapebas, REBIO do Tapirapé (trilha da lagoa) (5°40'30,6"S;50°18'09,1"W)
MT, Paranaita, Rio Teles Pires, margem direita

PA, Altamira, Floresta Nacional de Altamira (06°09'S;55°02'W)

PA, Serra do Cachimbo

AP, Almeirim, REBIO Maicuru (00°49'N;53°55'W)

PI; Mun. José de Freitas; Eco Resort Nazareth

Pa, Juruti, Projeto Juruti/Alcoa, Acampamento Mutum (02°36'S;56°11'W)

PI; Mun. Guadalupe; Faz. Maharish; Praia dos Indianos
AC; Jorddo
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Os genes mitocondriais NADH dehidrogenase subunidade 2 (ND2) e

Citochromo b (cyt b) e os genes nucleares intron 5 do Beta-fibrinogénio (BF5) e

Receptor muscular especifico de tirosina-kinase intron 3 (MUSK) dos espécimes foram

amplificados via PCR. Foi utilizado aproximadamente 20 ng de DNA gendmico, 10

mM de DNTPs, 50 mM de MgCl,, 1 U de Tag DNA polimerase e 200 ng/microlitros ou

10 pmol de cada um dos iniciadores (Tabela 2). O perfil de amplificacdo para os genes

constituiu dos seguintes passos, podendo ser ajustados: 1 minuto a 95°C; 1 minuto a

58°C, 54°C, 59°C e 50°C para genes ND2, cyt b, BF5 e MUSK respectivamente; e 1

minuto a 72°C, sendo estes precedidos por um passo inicial de 5 minutos a 95°C para a

homogeneizacdo da temperatura do bloco e seguidos por um passo final de 5 minutos, a

72°C, para polimerizacdo de eventuais moléculas, das quais a polimerase tenha se

dissociado antes do final da sintese total do gene.

Tabela 2. Sumaério de primer usados neste estudo

Gene Primer Sequencia 5' - 3' Referéncia
ND2 L5215 TATCGGGCCACTACCCCGAAAT Hackett, (1996)
H6313 TCTTATTTAAGGCTTTGAAGGC Sorenson et al. (1999)
Cytb L14841 GCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATG Kocher et al.(1989)
H16064 CTTCGATCTTTGGCTTACAAGACC Harshman (1996)
BF5 S713 CGCCATACAGAGTATACTGTGACAT Fuchs et al. (2004)
AST767 GCCATCCTGGCGATCTGAA Fuchs et al. (2004)
MUSK 13F CCTCCATGCACTACAATG GGA AA Clark & Witt (2006)
13R CTCTGAACATTGATCCTCAA Clark & Witt (2006)

Os produtos

das amplificacbes apoés

serem purificados

com PEG

(Polietilenoglicol) 8000 foram sequenciados no Aparelno ABI 3130 (Applied

Biosystems) Kit Bigdye Terminator Cycle Sequencing v 3.1 de acordo com as

19



especificacbes do fabricante. As sequéncias nucleotidicas foram editadas utilizando o
aplicativo BioEdit 7.0.5 (Hall 1999).

A presenca de saturacdo de bases foi estabelecida plotando o numero de
transicOes e transversdes versus a divergéncia nucleotidica usando o programa Dambe
versdo 4.2.13 (Xia & Xie 2001). As seguintes medidas foram tomadas para assegurar
que o0s genes mitocondriais fossem realmente de origem mitocondrial e néo
pseudogenes: (1) ambas as fitas de DNA foram sequenciadas e (2) as sequencias foram
analisadas no programa BioEdit (Hall 1999) quanto a presenca de inserc6es, delecdes e
codons de parada que resultaria em proteinas nao funcionais. A composi¢cdo das bases,
as taxas de transversbes e a porcentagem de sitios invariaveis e informativos foram
calculados usando o programa MEGA 3.1 (Kumar et al. 2004). O modelo evolutivo
selecionado pelo programa Mrmodeltest foi baseado no critério de minimun theoretical
Akaike Information Criterion AIC (Akaike 1974), o que minimiza a distancia esperada

entre 0 modelo verdadeiro e o estimado pelo programa.

2.2. Analises Filogenéticas

Hipdteses filogeograficas para as populacfes dos espécimes estudados foram
estimadas utilizando dois critérios distintos: Maxima Verossimilhanca (ML) e Métodos
Bayesianos (IB). O método de maxima verossimilhanca foi realizado no programa
RAXML (Stamatakis 2006, Stamatakis et al. 2008). Foi utilizado o teste “likelihood
ratio” incorporado ao programa Mrmodeltest 2.3 (Nylander 2004) para selecionar o
melhor e mais simples modelo de evolucdo molecular capaz de explicar a variagcdo nas
sequéncias analisadas, o qual foi usado na busca por ML. Foram empregadas 1.000
réplicas ndo paramétricas de bootstrap nas buscas feitas com ML. As filogenias com
base em métodos Bayesianos foram realizadas com o auxilio do programa MrBayes,

versdo 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck 2003) assumindo um modelo de substitui¢éo
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nucleotidica tempo-reversivel, com bases de frequéncias estimadas e taxas de variacao
entre sitios seguindo uma distribuicdo selecionado pelo programa Mrmodeltest 2.3;
executando o modelo durante 10.000.000 de geracdes, com a amostragem de uma
arvore a cada 1.000 geracOes. “Fatores Bayes” foram utilizados para determinar o
numero 6timo de particdes dos dados moleculares a serem utilizadas na IB (Kass &
Raftery 1995). A convergéncia dos parametros foi avaliada por meio da
estacionariedade da cadeia de Markov usando TRACER v. 1.5 (Rambaut & Drummond
2007). O mesmo programa também foi utilizado para assegurar que a amostragem da
distribuicdo posterior tenha alcancado o tamanho efetivo minimo suficiente (ESS> 200)
e para garantir a estimativa significativa dos parametros. Foram seguidas as
recomendacdes de (Huelsenbeck & Hall 2001) para se descartar arvores obtidas antes da
corrente de Markov atingir valores de verossimilhanca estaveis e convergentes atraves
da queima de 25% das arvores obtidas.

Como uma alternativa para a abordagem tradicional concatenada, IB também foi
utilizada para estimar uma “arvore de espécies” (Edwards et al. 2007) no programa
BEAST v. 1.6.0 (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees; (Drummond &
Rambaut 2007)), utilizando o método de coalescéncia (Heled & Drummond 2010).
Foram utilizados nestas analises apenas os tdxons monofiléticos sustentados por nds
com valores de probabilidade posterior maior ou igual a 95% obtidos nas analises de
ML e IB. Assumimos uma corre¢do do reldgio molecular lognormal para todos os
genes; cada gene teve um modelo de relogio e substituicdo nucleotidica especifica. As
arvores foram estimadas com base no Yule speciation process por 100 milhdes de
geracOes e com 4 cadeias independentes. Usamos o programa TRACER v 1.5 (Rambaut
& Drummond 2007) para assegurar que a amostragem da distribuicdo posterior tenha

alcangado o tamanho efetivo minimo suficiente (ESS> 200) para garantir a estimativa
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significativa dos parametros. A “arvore de espécies” foi sumarizada utilizando o
programa TREEANOTATOR, descartando-se as primeiras 25 milhGes de geracbes
como burnin. Sequéncias de espécimes heterozigotos para os genes nucleares foram
codificadas de acordo com o cadigo de edigdo de bases da IUPAC.

2.3. Relogio Molecular

As estimativas do tempo de diversificacdo foram realizadas com base nas
sequéncias do gene cyt b, utilizando como calibrante a taxa de 2,1% de substituicdes
nucleotidicas por milhdo de anos (Weir & Schluter 2008). O software BEAST v 1.6.1
(Drummond & Rambaut 2007) foi utilizado para a inferéncia de tempo de divergéncia
através de uma abordagem bayesiana objetivando a realiza¢do de uma analise de reldgio
molecular. Foram utilizados para estimar o tempo de divergéncia: 1)
"relégio Relaxado: Lognormal ndo correlacionado”, op¢do que acomoda a possibilidade
de taxas independentes de evolucdo molecular em diferentes ramos (Drummond et al.
2007); e 2) Yule speciation prior. O modelo evolutivo utilizado para esta andlise foi
especificado previamente pelo programa Mrmodeltest 2.3. As analises foram executadas
por 100 milhdes de geracbes amostrando-se uma arvore a cada 10000 geracdes. Usamos
o programa TRACER v 1.5 para assegurar que a amostragem da distribuicdo posterior
tenha alcancado o tamanho efetivo minimo suficiente (ESS> 200) para garantir a
estimativa significativa dos parametros. As médias de idades dos n6s foram calculadas
através de um burnin de 10 milhdes de gerac¢des estimado pelo programa TRACER.

3. Resultados
3.1. Filogenia Molecular

NOs obtivemos 3305 pares de bases (pb) para os seguintes genes: cyt b (1014

pb), ND2 (1041 pb), BF5 (609 pb) e MUSK (641 pb) para 36 espécimes do complexo

M. ruficollis, dentre estes 8 espécimes pertencentes a M. gilvicollis, 14 a M. mintoni, 11
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a M. r. ruficollis e 3 a M. r. concentricus; além de 5 espécimes correspondentes ao
grupo externo, dentre estes 4 M. semitorquatus e 1 M. mirandollei (Tabela 1). Do total
de 3305 pb, 2793 foram invariaveis, sendo o restante variaveis e distribuidos entre 458
pb filogeneticamente informativos e 54 pb ndo informativos. Foram observadas
insercOes e delecdes de 7 bases da posicdo 488 a 495 no gene MUSK e uma insercao e
delecdo na posicéo 143 a 145 do gene BF5; ndo foram observados codons de parada em
quaisquer dos genes sequenciados. O grafico contrastando transicdes e transversdes ndo
indicou saturacdo entre os espécimes sequenciados do grupo interno. O modelo de
evolucdo das sequencias selecionado para o conjunto de dados concatenados e utilizado
nas estimativas de ML foi 0 GTR + | + G, como 0s seguintes parametros: 1) frequéncias
de bases estimadas (A = 0.3122, C = 0.2871 G = 0.1472 T= 0.2536); 2) modelo de
substituicdo seguindo uma matriz AC = 6.3472, AG = 104.4116, AT = 4.3870, CG =
4.0279, CT = 86.7211, GT = 1.0000; 3) proporcdo de sitios invariaveis | = 0.6895; e 4)
taxas para os sitios invariaveis seguindo uma distribuicdo gamma o = 0.9319. Para a IB
com 0s genes particionados, 0s seguintes modelos foram selecionados para 0s conjuntos
de dados: ND2 (GTR+G), cyt b (HKY+G), BF5 (HKY + 1) e MUSK (HKY + ).

Todas as arvores filogenéticas obtidas por ML e IB recuperaram uma Unica
topologia agrupando todos os espécimes analisados do complexo M. ruficollis em um
clado fortemente apoiado, embora as relagdes internas mais basais dentro do mesmo
(entre as trés principais linhagens bem apoiadas) ndo tenham sido bem apoiadas

estatisticamente (Figura 1).
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Figura 1. Arvore dos clados do complexo de espécies Micrastur ruficollis, obtida a partir de 3.305 pares
de base dos genes ND2, cyth, BF5 e MUSK e estimada pelos critérios de M&xima Verossimilhanca (ML)
e Inferéncia Bayesiana (IB). Numeros acima da barra indicam apoio estatistico obtidos nas IB e os
nimeros embaixo da barra, indicam valores de ML, ambos obtidos com base em 1.000 pseudo-

replicacBes de bootstrap.
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Dentro do do complexo M. ruficollis, as arvores obtidas recuperaram trés clados
principais reciprocamente monofiléticos (denominados clados gilvicollis, ruficollis e
mintoni) com forte apoio estatistico (Figura 1). Dentro do clado gilvicollis foram
recuperados 3 sub-clados distindos com alto apoio estatistico: (A) populagéo restrita a
area de endemismo Inambari, (B) populacGes das areas de endemismos Imeri e Napo e
(C) populacao ao norte do rio Amazonas, na area de endemismo Guiana (sensu Silva et
al. 2005). No clado ruficollis quatro sub-clados foram recuperados: (D) populacédo da
area de endemismo Inambari; (E) populacdes das areas de endemismos Guiana, Imeri e
Napo correspondentes ao taxon (tratado como subespécie) concentricus; (F) populacbes
das areas de endemismos Ronddnia e Tapajos (sensu Silva et al. 2005) e (G) populacédo
a leste do Rio Xingu. Os sub-clados D e E foram recuperados como grupos irmaos com
alto apoio, mas os apoios unindo os sub-clados F e G aos demais dentro do clado
ruficollis ndo foram estatisticamente bem apoiados (Figura 1). No clado mintoni foram
recuperados trés sub-clados: (1) populacdo do extremo oeste da area de endemismo
Tapajos; (J) populacdo a leste da area de endemismo Tapajés, incluindo localidades
préximas ao Rio Teles Pires e (H) populacdo a leste do Rio Xingu até o oeste do
Maranhdo (Figura 1).

Niveis de divergéncia ndo corrigidos (distancias - “p”) no complexo M. ruficollis
variaram de 0,4 a 1% (entre os taxons / popula¢fes de um mesmo clado do complexo) e
entre 5.7 e 6,7% (entre os clados principais mintoni, gilvicollis e ruficollis; Tabela 3).
Niveis de divergéncias das seqiiéncias entre os taxons do complexo M. ruficollis e o
grupo externo escolhido variaram de 10% em relacdo a M. mirandollei e 12% em

relacdo a M. semitorquatus (Tabela 3).
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Tabela 3. Distancia “P” ndo corrigida para os taxons do complexo M. ruficollis

Distancia “P”

Taxons Interespecifica DM*
M. mintoni M. gilvicollis M. ruficollis
M. mintoni 0.4 %
M. gilvicollis 6.7% 1.0%
M. ruficollis 6.3% 5.7% 1.0%

Grupo externo
M. semitorquatus 12.3% 12.2% 12.5% 0.3%

M. mirandollei 10.7% 10.4% 10.8%

DM* distancia maxima entre os taxons / popula¢fes de um mesmo clado do complexo

A arvore de espécies gerada no progama BEAST teve a topologia idéntica as de
ML e IB (Figura 2), embora com probabilidades posteriores menores em alguns nos.
Consideramos para esta analise apenas os clados e sub-clados recuperados nas analises
de ML e IB com probabilidade posterior maior ou igual a 95% (Figura 1). A arvore de
espécies recuperou a monofilia reciproca e com alto apoio dos trés clados principais do
complexo M. ruficollis (ruficollis, gilvicollis e mintoni), embora as relacGes entre eles
tenham recebido baixas probabilidades posteriores. No clado M. gilvicollis o sub-clado
da Guiana foi o mais basal, sendo os dois sub-clados restantes do oeste da Amazonia
irmaos e mais derivados, embora essa relacdo tenha recebido um baixo apoio estatistico
66% (Figura 2). No clado M. ruficollis, dois sub-clados princiapais foram recuperados,
mas com baixa probabilidade posterior: um sub-clado agrupando as populacdes ao sul
do rio Amazonas e leste do rio Madeira no escudo Brasileiro (com probabilidade
posterior de 77%) e outro agrupando populac6es do escudo das Guianas (atribuidas a
concentricus) e area de endemismo Inambari (com probabilidade posterior de 85%

Figura 2). No clado mintoni, dois dos trés sub-clados se distribuiram na éareas de
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endemismo Tapajés (um a leste, mas basal e outro a oeste) e a leste do rio Xingu,
embora o0 apoio para 0 n6 unindo o clado do oeste da area Tapajos com aquele do leste

do rio Xingu tenha sido baixo (probabilidade poesterior de 44%; Figura 2).

M. semitorquatus

M. mirandollei

M. gilvicollis ()
7
Ji M. gilvicollis (B)

0
|— M. gilvicollis (C)
-[36

M. uficolls (D)

M. ruficolls (E)

[

K}
0,
0,7

M. mintoni (H)
0,4

M. mintoni ()
I— M. mintoni (J)

Figura 2. Arvore de espécie do complexo de espécies Micrastur ruficollis reconstruida com o programa
BEAST partir de 3.305 pares de base dos genes ND2, cytb, BF5 e MUSK. Os nimeros indicam os

valores de probabilidade posterior obtidos na analise com 100.000.000 de gerac6es.

M. ruficollis (F)

M. ruficolls (6)

0,45

20

3.2. Estimativas do tempo de diversificagdo
Os resultados das estimativas do tempo de diversificagdo indicaram que o

primeiro evento de cladogénese dentro do género Micrastur envolveu a separacdo dos
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seus dois clados principais (complexos semitorquatus e ruficollis). O primeiro evento de
diversificacdo dentro do complexo ruficollis ocorreu entre 4 e 5 milhdes de anos e
resultou na diversificacdo das trés espécies bioldgicas reconhecidas atualmente para o
complexo na bacia amazonica (Figura 3A) . No clado gilvicollis, dois eventos de
diversificacdo ocorreram, um ha aproximadamente 1 milhdo de anos (separando as
populacdes do escudo das Guianas daquelas a oeste do rio Negro e sul do rio
Amazonas) e outro, mais recente, a cerca de 700.000 anos e que separou as populactes
da Amazonia ocidental separadas pelo rio Solimdes (Figuras. 3A e 3C). Para o clado
ruficollis, o primeiro evento de cladogénese ocorreu também ha cerca de 1 milhdo de
anos, separando as populagdes ao sul do rio Amazonas e leste do rio Madeira (areas de
endemismos Rond6nia, Tapajés, Xingu e Belém) daquelas situadas ao norte do rio
Amazonas e oeste do rio Madeira (areas de endemismo Inambari, Napo, Imeri e
Guiana). Um segundo evento ocorreu ha aproximadamente 700.000 anos separando
duas populacdes no sudeste da Amazonia (escudo brasileiro) separadas pelo rio Xingu.
Por fim, um terceiro evento de cerca de 600.000 anos separou as populacdes ao norte do
rio Amazonas / Solimdes (nas areas de endemismos Guiana, Imeri e Napo) daquelas ao
sul do rio Solimdes e oeste do Rio Madeira (area de endemismo Inambari; Figuras. 3A e
3B). Para o clado mintoni, dois eventos de cladogénese ocorreram, o primeiro ha cerca
400.000 anos separando as populacdes a leste da area de endemismo Tapajos daquelas a
oeste da area de endemismo Tapajos e a leste do rio Xingu. E o segundo ha 200.000
anos separando em duas populaces uma a leste do rio Xingu daquela a oeste da area de
endemismo Tapajos (Figuras 3A e 3C). Estas populacbes de mintoni apresentam
intervalos de confianca pequenos mostrando que os resultados aqui obtidos sdo

confiaveis.
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Figura 3A. Estimativas do tempo de diversificagdo calculado em milhdes de anos no programa BEAST para os clados das espécies que compdem o complexo de espécies M.
ruficollis utilizando como calibrante a taxa de 2.1%. Figura 3B. Mapa correspondente aos sub-clados da espécie M. ruficollis. Figura 3C. Mapa correspondente aos sub-clados

das espécies M. mintoni e M. gilvicollis.
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3.3. Incongruéncias Taxonémicas

O clado gilvicollis e considerado monotipico, mas nossos resultados mostraram a
existéncia de trés populacdes alopatricas principais reciprocamente monofiléticas e
separadas por distancias genéticas comparaveis aquelas separando sub-clados do
politipico clado ruficollis. Portanto, é possivel que mais espécies cripticas existam
dentro do clado gilvicollis, o que serd investigado por nds em um trabalho em separado.
No clado ruficollis atualmente sdo reconhecidos dois tdxons com distribui¢do na bacia
amazonica: 1) concentricus, que se distribui ao norte do rio Amazonas, sul da
Venezuela e leste da Colombia; e 2) ruficollis nominal, que ocorre ao sul do rio
Amazonas e leste do rio Madeira, adentrando os biomas Cerrado, Mata Atlantica e
Caatinga. Nossos resultados filogenéticos recuperaram a existéncia de uma terceira
populacdo, cuja identidade € ainda incerta (pode tratar-se do taxon pelzeni,
sinonimizado em concentricus por (Schwartz 1972), mas diferenciada geneticamente e
reciprocamente monofilética ao sul do rio Solimdes e oeste do rio Madeira (area de
endemismo Inambari) e que estd mais relacionada a concentricus do que a outras
populagdes do sul da Amazonia. Uma quarta populacdo geneticamente diferenciada e
reciprocamente monofilética, também ndo nomeada, ocorre entre os rios Madeira e
Xingu. Portanto, nossa analises revelaram que a forma nominal de ruficollis € restrita na

Amazonia a regido situada a leste do rio Xingu apenas.

4. Discussao

4.1. Filogenia e limites interespecificos

As analises filogenéticas moleculares obtidas mostraram a existéncia de trés
clados principais reciprocamente monofiléticos e fortemente apoiados no complexo M.

ruficollis na Amazonia e que correspondem as trés espécies bioldgicas reconhecidas
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atualmente (Del Hoyo et al. 1994 & Whittaker 2002). Além de corroborarem o0s
mesmos resultados, Fuchs et al. (2011) mostraram que M. plumbeus, extra-Amazonico,
também esta inserido no complexo ruficollis, embora suas relacoes filogenéticas com os
membros Amazonicos do complexo ndo puderam ser resolvidas com alto apoio
estatistico, excetuando-se a arvore construida apenas com genes nucleares, que o
recuperou como irmdo de M. gilvicollis. Essa suposta relacdo de proximidade entre
plumbeus e gilvicollis apoiada pelos dados nucleares ja havia sido inferida
independentemente com base em caracteres de plumagem (Del Hoyo et al. 1994).
Também como encontrado por Fuchs et al. (2011), as relacbes basais entre as trés
principais linhagens Amazonicas do complexo ruficollis ndo puderam ser resolvidas

com alto apoio estatistico (Figura 1).

Varias revisoes taxondmicas para o complexo M. ruficollis foram propostas com
base em caracteres morfoldgicos, chegando a resultados divergentes quanto a validade
de alguns taxons e espécies (Lesson 1830, Sclater1858, Ridgway 1876, Hellmayr 1910,
1921, Sclater 1918, Peters 1931, Pinto 1935, 1947 & 1964, Hellmayr & Conover 1949,
Amadon 1964, Meyer Schauensee 1966, Brow & Amadon 1968, Schwartz 1972 &
Whittaker 2002). Quando somados com os resultados de Fuchs et al. (2011), os dados
obtidos neste estudo corroboram igualmente a existéncia e limites interespecificos entre
as espécies bioldgicas reconhecidas no complexo M. ruficollis por (Schwartz 1972, Del
Hoyo et al. 1994 & Whittaker 2002). Além disso, pela primeira vez, dados moleculares
apoiam a validade do taxon concentricus (sub-clado E) e, possivelmente, também de
pelzeni, cuja localidade tipo é Sarayacu no Peru, no centro de endemismo Inambari, area
habitada pelo distinto sub-clado D de M. ruficollis. Além disso, nossos dados delimitam
10 linhagens (sub-clados) em M. ruficollis, M. gilvicollis e M. mintoni, que poderéo ser

consideradas espeécies cripticas sob conceitos alternativos de espécie mediante a analises
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adicionais com base em caracteres fenotipicos (plumagem, morfometria e vocalizagdes)
que poderdo corroborar ou ndo a existéncia e limites entre elas dentro do complexo M.

ruficollis.

4.2. Diversificacdo historica do complexo Micrastur ruficollis na Amazonia

Nossos resultados sugerem que a diversificacdo do complexo Micrastur
ruficollis na Amazénia ocorreu ao longo dos Ultimos 4 - 5 milhdes de anos, tendo se
iniciado durante o Nedgeno (Plioceno) e que resultou na diversificacdo de 10 linhagens
principais até os dias de hoje. Esse mesmo tempo de diversificacdo foi inferido por
Fuchs et al. (2011) com base numa filogenia molecular para todo o género Micrastur.

A maioria dos taxons que compdem o complexo M. ruficollis sdo limitados pelos
principais afluentes do rio Amazonas, sugerindo que a evolucdo da drenagem destes rios
foi o principal impulsionador da diversificacdo dos taxons que correspondem o
complexo M. ruficollis, principalmente durante o Pleistoceno. Esta conclusdo €
reforcada pelo fato de que os membros do complexo M. ruficollis sdo associados
predominantemente ao sub-bosque de florestas de terra firme, sendo, portanto,
aparentemente bastante sensiveis ao efeito de insularizacdo provocado pelos grandes
rios Amazonicos e florestas inundaveis associadas. Portanto, o padrdo espago-temporal
de diversificacdo documentado aqui para o complexo M. ruficollis concorda com aquele
inferido para outras linhagens de aves e vertebrados associados a florestas de terra-firme
na Amazoénia (Aleixo & Rossetti 2007, Antonelli et al. 2010, Ribas et al. 2011).

As populagdes do clado ruficollis tem ampla distribuicdo na bacia Amazonica,
ocorrendo em simpatria com aquelas do clado gilvicollis ao norte do rio Amazonas e
oeste do rio Madeira e com as populagdes do clado mintoni a leste do rio Madeira no
escudo brasileiro e sudeste da Amazoénia. Por outro lado, os clados gilvicollis e mintoni
se excluem geograficamente ao longo dos rios Madeira e Amazonas. Infelizmente,
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como também verificado por Fuchs et al. (2011), as relagdes basais entre os clados
ruficollis, gilvicollis e mintoni dentro do complexo M. ruficollis ndo estdo bem
resolvidas, ndo permitindo uma conclusdo com relacdo a maior proximidade
filogenética entre estes clados. Uma suposta relacdo de maior proximidade entre
gilvicollis e mintoni, conforme postulada por Whittaker (2002) com base em caracteres
morfoldgicos e vocais, ndo pode ser confirmada, por isso nao é possivel invocar os rios
Amazonas e Madeira como as barreiras vicariantes responsaveis pela formacdo destas
duas espécies. No entanto, dentro de cada clado do complexo M. ruficollis, a maioria
parte dos eventos de vicariancia coincidiram com a distribuicdo atual de grandes

afluentes do rio Amazonas.

No clado gilvicollis, o primeiro evento de separacdo ocorreu a cerca de 1 milhdo de
anos, tendo envolvido populacdes separadas pelo atual curso do rio Negro (Figuras. 1,
2, 3A e 3C). Ainda nesse clado, o segundo evento de cladogénese ocorreu a cerca de
700.000 anos e envolveu populacdes separadas pelo curso atual do rio Solim@es. No
clado ruficollis, o primeiro evento de diversificacdo também data de cerca de 1 milhdo
de anos, separando populacfes através dos rios Amazonas e Madeira (Figuras. 1, 2, 3A
e 3B). Nesse mesmo clado, o segundo evento envolveu populagdes separadas pelo rio
Xingu (datado de cerca de 700.000 anos) e o terceiro aquelas localizadas em lados
opostos do rio Solimdes (datado de aproximadamente 500.000 anos; Figuras. 1, 2, 3A e
3B). No clado mintoni, embora existam trés sub-clados principais fortemente apoiados
estatisticamente, estes ndo sao completamente estruturados filogeograficamente, com
fluxo génico entre eles. Por exemplo, espécimes de uma mesma localidade no centro de
endemismo Tapajos (Jacareacanga) ocorrem nos trés clados principais (Figura 1). De

todo modo, os dois eventos principais de cladogénese em mintoni tendem a ser mais
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recentes do que os seus analogos nos clados gilvicollis e ruficollis (Figuras. 1, 2, 3A e

30).

Portanto, ndo ha uma concordancia espacial entre os principais eventos de
diversificacdo mais recentes dentro dos clados do complexo M. ruficollis, tendo
diferentes rios aparentemente envolvidos com diferentes eventos de cladogénese nas
diferentes linhagens, apesar delas sobreporem suas distribui¢cbes em varios pontos da
bacia. No entanto, houve uma certa concordancia temporal nos primeiros e segundos
eventos de cladogénese nos clados gilvicollis e ruficollis, com os primeiros datando de
aproximadamente 1 milhdo de anos e os segundos em cerca de 700.000 de anos em
ambas as linhagens. Em apenas um caso, uma mesma barreira atuou (rio Solimdes),
coincidiu com os limites entre populacGes reciprocamente monofiléticas em dois clados
do complexo M. ruficollis (gilvicollis e ruficollis), com os tempos estimados de
separacao de 700.000 anos na primeira e cerca de 420.000 anos na segunda (Figuras 3A,
3B e 3C). Contudo, os intervalos de confianca destas duas estimativas se sobrepdes
grandemente, ndo podendo ser descartada a hipdtese que eles tenham ocorrido ao

mesmo tempo e, portanto, sido causados pelo mesmo evento vicariante (Figura. 3A).

No caso do clado mintoni, o padrdo de diversificacdo é completamente
concordante com o curso dos modernos rios Amazonicos. Indicando que apesar de
existir certa estrutura filogeogréfica, os sub-clados principais ainda ndo adquiriram
monofilia reciproca, ao contrario do que foi verificado para os clados gilvicollis e
ruficollis. Isso pode ser um indicativo tanto de tempos mais recentes de separacao,
como tambem de processo diferentes, como a dispersdo a partir de um refagio
hipotético no centro de endemismo Tapajos (que abriga populagdes geneticamente mais
divergentes da espécie) para leste, habitado por individuos geneticamente menos

divergentes agrupados no clado H (Figura 1). Infelizmente, ndo foram obtidas amostras

34



do clado mintoni da area de endemismo Rond6nia que permitissem avaliar essa hipotese
de colonizacdo e dispersdo de oeste para leste com maior probidade, mas ela permanece
valida, na medida que a datacdo dos eventos de diversificacdo nesse clado se situam
totalmente no Pleistoceno, quando boa parte da Amazo6nia oriental parece ter sido
afetada por climas bem mais secos, consistentes com a formacao de refugios (Haffer &

Prance 2002).

Em suma, o padrdo espaco-temporal de diversificacdo no complexo M. ruficollis
na Amazonia aponta para um processo continuo desde o Plioceno e com um pico no
Pleistoceno e cuja causa parece estar ligada principalmente a formacédo do rio Amazonas
e seus principais tributarios, ndo podendo ser descartada alteracGes climatico-

vegetacionais particularmente na Amazonia oriental.
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