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RESUMO

O Soldadinho-do-araripe — Antilophia bokermanni  (Passeriformes, Pipridae) é
atualmente o membro mais ameacado de extingdo de sua familia, sendo classificado como
“criticamente em perigo”. Com uma populagdo estimada em somente 800 individuos, esta
espécie é endémica de uma pequena &rea (aproximadamente 30 km?) de floresta imida de
encosta da Chapada do Araripe no nordeste do Brasil. A urgente necessidade de
implementagdo de um programa de conservagdo efetivo para o Soldadinho-do-araripe tem
estimulado muitas pesquisas com diversos aspectos de sua biologia. No presente estudo, nés
examinamos variacdes nas sequéncias de segmentos do mtDNA e ncDNA em representantes
de A. bokermanni e A. galeata. As andlises mostraram nenhuma evidéncia para
subestruturamento populacional e também de histéria de expansdo populaciona para A.
bokermanni. Sua variabilidade genética é ligeiramente menor quando comparada com a sua
espécie-irma, mas suas similaridades indicam um recente processo de separacdo, indicado pela
retencdo de polimorfismo ancestral (separacdo incompleta de linhagens) em todos os
marcadores. N6s também ndo encontramos nenhuma associacdo entre variacdo de plumagem e
variagcbes nucleotidicas do gene MCI1R no género Antilophia. Este estudo representa uma
contribuicdo da genética para o Plano de Conservacdo do Soldadinho-do-araripe (Antilophia

boker manni).
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ABSTRACT

The Araripe Manakin Antilophia bokermanni (Passeriformes, Pipridae) is the most
threatened member of this family, and is classified as “critically endangered”. With an
estimated population of only 800 individuals, this species is endemic to a small area
(approximately 30 km?) of forest on the slopes of the Araripe Plateau in northeastern Brazil.
The urgent need for the implementation of an effective conservation program for the Araripe
Manakin has stimulated intensive research into various aspects of its biology. In the present
study, we examined sequence variation in segments of the mtDNA and ncDNA in specimens
of A. bokermanni and A. galeata. The current analysis provides no evidence for population
substructuring nor for a history of population expansion of A. bokermanni. The genetic
variability is dightly reduced in comparison with its sister species, but their similarity
indicates a relatively recent process of separation, indicated by retention of ancestra
polymorphisms (incomplete lineage sorting) al markers. We aso did not detect any
association between plumage variation and nucleotide variation at MC1R in genus Antilophia.
This study represents a contribution of genetics to the Conservation Plan of Araripe Manakin

(Antilophia bokermanni).



INTRODUCAO

Em todas as partes do planeta é cada vez mais evidente que o uso indiscriminado dos
recursos naturais pela acdo humana, direta ou indiretamente, tem provocado grandes
mudancas ambientais. Mesmo com a criacdo de politicas ambientais de &mbito globa para
uma utilizagdo conservacionista e sustentdvel do meio ambiente, ndo se conseguiu impedir que
nas Ultimas décadas houvesse uma acel eracdo no desaparecimento de muitas espécies da fauna
e daflora. Esta continua perda de biodiversidade tem sido chamada de “ sexta extingdo”, uma
vez gque sua magnitude compara-se as outras cinco extin¢des em massa ja ocorridas no planeta
(Leakey & Lewin, 1995). Contudo, o atual processo de perda de biodiversidade difere das
demais por ser provocada quase que exclusivamente pela atividade humana.

Mesmo possuindo um programa de politica ambiental reconhecido mundialmente pelo
seu ato nivel de desenvolvimento e responsabilidade (Dias, 2001), o Brasil tem sempre
encabecado alista das nagdes com o maior niUmero de espécies ameagadas de extingdo (IUCN,
2008). Esta situagéo torna-se mais agravante quando se leva em conta que muitas areas do
territorio brasileiro ainda sdo pouco pesquisadas, aumentando a probabilidade de
desaparecimento de espécies mesmo antes de serem conhecidas pelo meio cientifico.

O caso do péssaro soldadinho-do-araripe (Antilophia bokermanni Coelho & Silva,
1998) € um exemplo tanto do enorme potencial da diversidade encontrada em territério
brasileiro, quanto do perigo que a acdo antropica ndo ordenada pode causar. Esta ave, apesar
de ter sido descoberta h4 pouco mais de uma década, ja se encontra na lista de espécies

ameacadas de extingdo. Sua situacdo é preocupante ndo somente devido a sua restrita



distribuicéo e ao seu reduzido tamanho populacional, mas também pela maneira exploratoria e
nado sustentével nas quais os recursos do seu habitat estdo sendo utilizados.

A tese aqui apresentada refere-se as pesquisas de genética e biologia molecular
envolvendo a espécie Antilophia bokermanni, enfocando aspectos populacionais e da histéria
evolutiva que possam ser aplicados no seu processo de conservagdo. Os resultados obtidos sdo
apresentados em trés capitulos no formato de artigos segundo normas da revista The Auk
(Anexo), seguindo uma ordem dos aspectos abordados e dos marcadores moleculares
utilizados. A Ultima parte da tese é reservada as consideragdes finais e conclusdes da pesquisa.

Nos tépicos abaixo que antecedem os capitulos sdo apresentados aspectos gerais
relacionados a biologia de Antilophia bokermanni, uma breve descri¢do do local onde a ave é
encontrada - Chapada do Araripe - e suas Unidades de Conservagéo, terminando com uma
sintese da utilizac&o da genética como ferramenta para conservacao de espécies ameacadas. As
principais questdes a serem respondidas com a execugdo desta tese séo listadas em forma de

objetivos no final desta segéo.

1. ASPECTOS GERAIS DE Antilophia bokermanni
1.1 BREVE HISTORICO DA DESCOBERTA DO SOLDADINHO-DO-ARARIPE

Por se tratar de uma ave t&o distinta em coloragdo e canto, a melhor explicagéo para o
motivo do soldadinho-do-araripe passar despercebido por tanto tempo até a sua descoberta
para 0 meio cientifico é provavelmente, a sua distribuicdo limitada & matas de encosta da
Chapada do Araripe. Diversos pesquisadores e campanhas cientificas relataram a passagem
pela regido do Cariri, onde esta localizada a Chapada do Araripe - CE. Dentre as expedicdes

documentadas destaca-se a Comissdo Cientifica de Exploragdo entre 1859 a 1861, as coletas



realizadas pelo ornitélogo alemédo Emil Kaempfer em 1929, além das campanhas do Museu de
Zoologia da Universidade de S&o Paulo (MZUSP) na década de 1980 (Silva & Régo, 2004).
Dos diversos registros realizados para a regido, chama-se a atencdo também para o feito pelo
ornitélogo Paulo de Tarso Antas que indicou a presenca de Antilophia galeata Lichtenstein,
1823 (Marini, 1992), provavelmente devido a semelhanca do canto ou da morfologia das
fémeas e dos individuos jovens das duas espécies.

Somente em dezembro de 1996, no distrito de Argjara (39° 24' 45" W / 07° 19' 57" S),
Municipio de Barbaha - CE, houve a confirmagéo da presenca de uma espécie nova de ave
pertencente ao género Antilophia naquela regido. Foram os pesquisadores Galileu Coelho e
Weber Silva que, apos observarem um exemplar de macho adulto (Figura 1a), descartaram a
possibilidade de se tratar de alguma espécie ja conhecida, como outros pesguisadores
chegaram a propor. Descrita cientificamente no periodico Arargjuba - Revista Brasileira de
Ornitologia (Coelho & Silva, 1998), a nova espécie € atualmente chamada popularmente por
soldadinho-do-araripe, sendo dado o nome cientifico de Antilophia bokermanni, em
homenagem ao pesquisador Werner Bokermann, por suas contribuicbes a ornitologia
brasileira.

Até o momento de sua descricdo, apenas a localidade-tipo havia sido listada para
confirmac&o de sua presenca. Somente em 2000, Azevedo Jr. e colaboradores publicaram dois
novos registros da distribuicdo de A. bokermanni, localizados nos Municipios de Crato e
Barbalha, também no Estado do Ceara. Atuamente, apos a realizacdo de pesguisas visando a
construcdo do plano de conservagdo desta ave (Silva & Régo, 2004; AQUASIS, 2006),
dezenas de outras localidades tiveram sua presenca confirmada, mas todas incluidas numa

estreita faixa de mata de encosta no Ceara.



Figura 1 - Foto de um exemplar macho adulto de Antilophia bokermanni (a) e de A. galeata

(b), e de um exemplar fémea de A. bokermanni (c) e de umaA. galeata (d).



1.2 MORFOLOGIA E POSICIONAMENTO SISTEMATICO

A. bokermanni é muito similar a sua espécie-irma, Antilophia galeata (Figura la e
1b), onde a principal diferenca entre os machos adultos est& na predominancia da coloragdo
branca presente nas penas do dorso e das asas da nova espécie, uma vez que ambas possuem
um manto vermelho que se estende do dorso até o topete sobre o bico. Ja as fémeas das duas
espécies (Figura 1c e 1d) e osindividuos jovens apresentam todos uma coloracéo verde-oliva,
sendo o adorno do topete praticamente ausente nas fémeas (Coelho & Silva, 1998). Um
exemplar macho do soldadinho-do-araripe pode medir cerca de 16 centimetros de
comprimento e pesar cerca de 20 gramas, sendo a fémea ligeiramente mais pesada, porém,
apresentando um comprimento total menor (AQUASIS, 2006).

A. bokermanni pertence a familia Pipridae, formada por péssaros conhecidos
vulgarmente como tangaras, dancadores ou uirapurus. Os piprideos compdem a superfamilia
Tyrannoidea, juntamente com as familias Cotingidae, Tyrannidae, Phytotomidae e
Oxyruncidae (Traylor, 1977). A maioria dos piprideos apresenta forte dimorfismo sexua na
plumagem, apresentam rituais de corte na época reprodutiva e habitam preferencialmente o
interior de matas e florestas (Sick, 1997).

Anatomicamente destacam-se trés caracteristicas peculiares utilizadas na classificagcéo
desta familia que também estdo presentes no género Antilophia: apresentam sindactilia
(juncdo) na base do terceiro e quarto dedo; a escutelacdo do tarso € do tipo exaspidiano; e a
estrutura da siringe € extremamente variada, sendo esta caracteristica tradicionalmente usada
como principal carater morfoldgico no estudo das relagdes de parentesco entre os piprideos
(Prum, 1990b). Das caracteristicas gerais da biologia descritas para a familia Pipridae, o

género Antilophia difere bastante do ramo filogenético ao qual pertence. As principais



diferencas observadas neste género sdo: 0 acasalamento ndo-promiscuo; a auséncia de ritual
pré-nupcial definido, sendo observado apenas véos de perseguicdes; a igualdade na proporcado
sexual; e o tamanho corporal significativamente maior que nos demais representantes da
familia (AQUASIS, 2006).

Em estudos de classificacdo filogenética realizados com a familia Pipridae usando
dados morfolégicos (Prum, 1990a, 1990b, 1992), o género Antilophia, representado apenas
por A. galeata, apareceu agrupado em todas as andlises com o género Chiroxiphia, estando o
género Manacus mais externo a este clado. Mais recentemente, Régo et al., (2007) e Tello et
al., (2009) realizaram estudos das relaces filogenéticas com representantes de piprideos
através de marcadores moleculares no qual foram incluidas amostras de A. galeata. Em seus
resultados foi confirmada a estrita relacéo entre o género Antilophia e o género Chiroxiphia,
corroborado a relagdo filogenética ja sugerida pelos dados morfoldgicos. O registro de
hibridos entre estes dois géneros na natureza (Pacheco & Parrini, 1995; Vasconcelos et al.,

2005) sdo dados que refor¢cam ainda mais a proxima relagéo existente.

1.3 DISTRIBUICAO E HABITAT

O soldadinho-do-araripe é a Unica ave endémica do Estado do Ceard, ocorrendo
exclusivamente nas matas Umidas proximas as nascentes da encosta cearense da Chapada do
Araripe (Figura 2). Sua distribuico agora é bem conhecida, tendo sido confirmada a sua
presenca apenas nos municipios cearenses do Crato, Barbaha e Missdo Velha (BirdLife
International, 2008). Dados obtidos em estudos da &rea de ocorréncia da ave através da

visualizagdo de exemplares, revelaram que elas sGo encontradas entre a nascente Guaribas



Figura 2 - Foto de um dos pontos de ocorréncia do soldadinho-do-araripe, mostrando uma nascente e a mata tipica de seu habitat.



(39° 28 22"W / 07° 13' 13"S) até a nascente do sitio Valentim (39° 10" 01"W / 07° 24' 24"S)
(Figura 3), totalizando 56 km de extensdo (Silva & Régo, 2004). Levando-se em conta que a
floresta Umida remanescente nas encostas possui uma largura média inferior a 500 metros, a
area de distribuicao total do soldadinho-do-araripe n&o ultrapassa 30 km?.

A vegetacdo encontrada na &rea de ocorréncia de A. bokermanni € classificada como
Floresta Estacional Perenifélia Montana (Veloso et al., 1991) (Figura 4), estando a uma
altitude de 600 a 800 metros acima do nivel do mar. Esta vegetagcdo estende-se por quase 200
km na chapada, compreendendo 294 nascentes que representam 85% das fontes d'agua
existentes na chapada (DNPM, 1996). A estreitarelacdo entre a presenca da ave e as nascentes
da encosta é um fato confirmado, sendo também relatado este tipo de relacdo entre a outra
espécie do género (A. galeata) e corregos presentes nas matas ciliares do bioma Cerrado.
Assim, adistribuicdo de A. bokermanni ndo € uniforme por toda faixa florestal, mas limitada a
algumas nascentes e corregos dentro dos pontos extremos de sua ocorréncia (AQUASIS,
2006).

A porcdo das matas de encosta proxima as nascentes forma uma fitofisionomia de
floresta brejada, sendo este o habitat preferencial da ave. Este segmento de mata concentra
espécies de plantas que se diferenciam daguele presente em matas Umidas sem nascentes, com
destaque para espécies das familias Melastomataceae, Rubiaceae e da divisdo Pteridophyta
(AQUASIS, 2006). Muitas dessas espécies de planta fazem parte da dieta de frutos do
soldadinho-do-araripe, a qual também inclui espécies ruderais (tipicas de areas em

regeneracao) e pequenos artropodes.
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Figura 3 - Imagem mostrando alocalizac&o da distribui¢do do soldadinho-do-araripe na encosta da Chapada do Araripe. As setas em
vermel ho apontam os limites da sua distribuicao.
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Figura 4 - Fotos da Chapada do Araripe ressaltando a vegetacdo encontrada na encosta.
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1.4 TAMANHO POPULACIONAL

Informacgdes a respeito do tamanho populacional, bem como do padréo de estruturacéo
da populacdo do soldadinho-do-araripe ainda séo baseadas em estimativas pouco precisas.
Segundo dados publicados em pela IUCN (Uni&o Internacional para Conservacdo da
Natureza), esta ave € classificada na categoria das espécies com tamanho populacional
estimado de 50 a 250 individuos. Em projetos realizados em 2004 (Silva & Régo) e 2006
(AQUASIS), os quais utilizaram uma metodologia especifica de censo baseada em
caracteristicas particulares do padrdo de distribuicdo e comportamento da A. bokermanni, foi
relatado que o nimero total da populacdo pode ultrapassar 700 individuos. Além da diferenca
na metodol ogia adotada para andlise direcionada para espécie em estudo, o principal fator que
contribui para uma elevagdo da estimativa do tamanho populaciona foi 0 aumento do nimero
de nascentes visitadas e 0 registro de novas nascentes ndo cadastradas pelo Departamento
Nacional de Producéo Mineral (DNPM, 1996).

Considerando que a vegetacdo do ambiente em que ocorre 0 soldadinho-do-araripe
estende-se por quase 200 km sobre a encosta da Chapada do Araripe, e que menos de um
quinto das nascentes foram visitadas ou analisadas de forma mais criteriosa, € possivel que o
nuimero de individuos ainda sgja maior. E provavel que a presenca da ave seja confirmada em
outras localidades ainda ndo analisadas. O relato da ocorréncia de um unico individuo de
plumagem verde em um pequeno fragmento florestal no distrito de Jamacaru, municipio de
Misséo Velha, distante cerca de 9 km do ponto considerado extremo oeste da distribuicdo,
abre precedentes para a hipétese de que esta ave seria capaz de colonizar &reas vizinhas que
apresentem as condicBes propicias para sua sobrevivéncia. Tal localidade ndo foi incluida na

distribuicdo por ndo ter sido encontrado mais nenhum individuo desta espécie em visitas
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posteriores a este local. Outra importante informacdo observada nos trabalhos de campo foi o
registro de oscilagdes na presenca de machos adultos (variando entre zero e trés exemplares)
numa mesma localidade visitada em diferentes anos (AQUASIS, 2006). Desta forma, fica
evidenciada a necessidade de preservacéo de todas as nascentes, mesmo aguelas que nao
apresentam atualmente a ocupacdo pela ave, pois sdo potenciais localidades de expansio

territorial para a espécie.

1.5 REPRODUCAO

Diferentemente do observado para a maioria dos piprideos, onde um Unico macho pode
acasdlar com varias fémeas no mesmo periodo reprodutivo, o soldadinho-do-araripe
apresentam um sistema de acasalamento ndo promiscuo (Girdo & Souto, 2005), igualmente
observado em A. galeata. Os machos de ambas as espécies apresentam comportamento de
defesa de territdrio neste periodo, garantindo protecéo e fonte alimentar para a fémea e seus
filhotes (Cavalcanti & Marini, 1993; Girdo & Souto, 2005), aumentando assim, as chances de
sucesso reprodutivo.

Apesar de possuir uma plumagem de destaque, como observado nos demais machos de
piprideos, o soldadinho-do-araripe ndo executa corte de dangas, limitando-se apenas a voos de
perseguicdes, como forma de exibicdo para as fémeas. Este comportamento destaca a
capacidade de defesa de territdrio por parte dos machos mais fortes, sendo os demais expul sos
para &reas periféricas, longe das nascentes (AQUASIS, 2006).

A construgdo do ninho € uma atividade exclusiva das fémeas, sendo o local escolhido
sempre proximo a corregos, evidenciando uma provavel dependéncia da postura dos ovos com

um micro-clima adequado. O periodo reprodutivo dura cerca de cinco meses, antecedendo a
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estacdo de chuvas, 0 que permitira uma maior disponibilidade de alimento (Girdo & Souto,
2005). A fémea pde dois ovos por estacdo reprodutiva, desempenhando cuidado parental até o
momento dos filhotes deixarem o ninho (Figura 5). Os filhotes apresentam, independente do
sexo, uma coloracdo verde-oliva semelhante a das fémeas, o que dificulta a visualizagdo por
parte de predadores (Figura 5). Os individuos jovens podem permanecer nos territorios dos
pais por até dois anos, quando adquirem a sua plumagem definitiva e atingem a maturidade

sexual, sendo posteriormente expul sos para outras areas.

1.6 STATUS DE ESPECIE AMEACADA

Classificada como uma ave “Criticamente Ameacada” na Lista Vermelha de Espécies
Ameacadas da IUCN (2008), A. bokermanni também faz parte da Lista Nacional das Espécies
da Fauna Brasileira Ameagadas de Extin¢do publicada pelo MMA (2003), sendo considerada
espécie “Criticamente em Perigo”. Ambas as listas apontam como pontos criticos para sua
conservagcdo o tamanho populacional reduzido e sua distribuicdo restrita, com provavel
declinio devido a problemas de qualidade ambiental e fragmentac&o de habitat. De acordo com
um estudo realizado pela BirdLife Internationa (2000), “séo necessdrias agdes urgentes para
gue a espécie ndo se torne extinta, quase que simultaneamente com a sua descricao” .

A andlise de informagdes provenientes de monitoramentos anuais, realizados por
diversos grupos de pesquisas nas areas de geologia, biologia e antropologia, revelam que o
ambiente onde o soldadinho-do-araripe habita estéa atualmente sofrendo um processo de
descaracterizagdo. Dentre os agentes causadores das mudancas, destacam-se as pressdes de
USO e ocupagado crescente sobre as encostas e nascentes da Chapada do Araripe. A inclusdo de

medidas para um melhor gerenciamento das atividades que fazem uso dos recursos disponiveis
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Figura 5 - Soldadinho-do-araripe fémea sobre o ninho (a), aspecto dos ovos (b), filhotes

recém eclodidos do ovo (c) e filhotes na terceira semana de desenvolvimento (d).
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na area de ocorréncia da ave pela populacdo local devera ter uma posicao de destague no
programa de conservacdo a ser desenvolvido, uma vez que este é o fator de maior impacto
para a perpetuacdo da espécie e de seu habitat.

Dentre as ameacas listadas no Plano de Conservagdo do soldadinho-do-araripe
(AQUASIS, 2006), destacase a questdo do uso racional das nascentes como aspecto
prioritério para a manutencdo da espécie. O micro-clima produzido nas proximidades das
nascentes, no qua se desenvolve a floresta estacional perene das encostas, € um elemento
determinante no ciclo de vida desta ave. Processos de modificacdo envolvendo as nascentes,
como a diminuicdo da vazéo, o encanamento, a perda da mata ciliar e o avango das atividades
antrépicas provocam mudancas no habitat, que podem comprometer de forma dréstica a

manutencao desta espécie.

2. A CHAPADA DO ARARIPE E SUAS UNIDADES DE CONSERVACAO

Situada na fronteira entre os Estados do Ceara, Pernambuco e Piaui, a Chapada do
Araripe (Figura 6) ocupa uma &ea de 6.230 km?, estando sua maior parte na porcdo
meridional do Estado do Ceard. Na chapada é possivel distinguir quatro zonas fisiogréficas
distintas. o topo da chapada; a zona de escarpa; 0 pé daserrae o sertdo. A sua dltitude variade
700 a 950 m, sendo o clima sobre a chapada quente e semi-arido. O periodo chuvoso ocorre na
maioria das vezes entre os meses de dezembro e maio. A agua infiltrada pelo topo da Chapada
corre por baixo do solo, emergindo em sua grande maioria para o norte, em diregdo ao Ceard,
devido a disposicdo das camadas que favorecem a ocorréncia de ressurgéncias na encosta,

popularmente chamadas de nascentes.
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Ameérica do Sul

Regiao Nordeste do Brasil

Figura 6 - Localizagéo da Chapada do Araripe.
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Da combinagdo de umidade com as &guas provenientes das chuvas e das nascentes é
gue se desenvolve e se mantém a mata de encosta da chapada, ambiente este onde é
encontrada a espécie A. bokermanni. Dentro da distribuicdo de ocorréncia desta ave encontra-
se quase 50% das nascentes, apesar de representar uma faixa de menos de 8% de encosta da
chapada. Por outro lado, também é proximo desta regido que se desenvolvem os maiores
Municipios daregiéo do Cariri (Crato, Juazeiro do Norte e Barbalha), que juntos somam quase
um milhdo de habitantes (IBGE, 2008). O crescimento populacional observado nesta regido
foi um dos principais pontos discutido no Plano de Conservacdo do soldadinho-do-araripe
(AQUASIS, 2006), uma vez que esta diretamente ligado ao uso da &gua, desmatamento para
avanco da agricultura e crescimento imobiliério na encosta.

Na Chapada do Araripe encontra-se duas Unidades de Conservacdo de ambito federal:
a Floresta Nacional do Araripe (FLONA do Araripe), criada em 1946 e possuindo uma érea de
38.262 hectares, e a Area de Protegdio Ambiental da Chapada do Araripe (APA do Araripe),
criada em 1997 e possuindo uma area superior aum milh&o de hectares (Figura 7), ambas sob
administragdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA). Como pode ser visto na Figura 7, a &rea de ocorréncia de A. bokermanni esta
totalmente inseridana APA do Araripe e coincide com o comprimento da borda da FLONA.

A APA do Araripe, apesar de ser uma unidade de conservacdo para uso sustentavel,
ndo tem impedido que a utilizagdo dos recursos naturais pela populacéo local tenha provocado
uma degradacdo significativa da vegetagdo nativa. A auséncia de instrumentos de gestdo
(plano de manejo, zoneamento) e o proprio tamanho desta Unidade, que abrange trés Estados
(Ceard, Pernambuco e Piaui) sdo aspectos que tem dificultado no processo de fiscalizag8o. Seu

papel dentro do Plano de Conservagdo do soldadinho-do-araripe torna-se crucial,



P% ,;;{/m? Ceara (a)

Area de Protegdo Ambiental
da Chapada do Araripe

@é%

Pernambuco

Area de Protecdo Ambiental
da Chapada do Araripe

Figura 7 - Unidades de Conservacéo presentes na Chapada do Araripe. () Limite da APA da
Chapada do Araripe e as divisas dos Estados (Piaui, Ceara e Pernambuco), destacando a
FLONA do Araripe no detalhe. (b) Ampliagdo do detalhe, destacando em verde o habitat
remanescente do soldadinho-do-araripe.
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principalmente no que diz respeito ao controle do uso sustentével dos recursos naturais, bem
como no ordenamento do uso daterra préximo a encosta.

Ja a FLONA do Araripe ocupa uma posi¢do-chave na protegdo e manutencdo do habitat
da ave. Ndo coincidentemente, € ao longo da borda do platd da chapada que se encontra a
totalidade da sua area de distribuicdo de A. bokermanni. A FLONA tem preservado e mantido a
mata seca presente no platd, que por sua vez funcionado como area tampao da mata Umida da
encosta, garantido ainfiltracdo das éguas pluviais que alimentam as nascentes (AQUASIS, 2006),

e também evitando o processo de eroséo e desmoronamento das encostas.

3.0 ESTUDO DE ESPECIESAMEACADASE A GENETICA MOLECULAR

O desaparecimento de espécies ou populagdes como resultado de processos naturais € um
fato que tem sido considerado normal durante a evolugdo da vida na Terra. Os registros
fossiliferos encontrados em todos os continentes sdo indicios incontestéaveis de que milhares de
espécies ja se extinguiram e gue as espécies encontradas nos dias de hoje compdem o produto da
evolucdo que melhor adaptaram-se as condi¢bes ambientais. Entretanto, a recente acdo humana
tem feito com que o processo de extingdo atinja niveis preocupantes para a manutencdo da
biodiversidade (Frankham et al., 2002). Para se ter uma dimens&o desta problematica, no século
vinte todas as extingdes conhecidas de espécies de vertebrados foram causadas direta ou
indiretamente pelo ser humano (Primack & Rodrigues, 2001).

A necessidade de um maior conhecimento a respeito da influéncia humana sobre a
manutencdo da diversidade global levou a criacdo do campo de estudo da Biologia da
Conservacdo. Reunindo o conhecimento de diversas areas, este ramo da biologia soma esforcos
para impedir o desaparecimento de espécies, estabelecer &reas de conservacdo da vida natural e

compreender os efeitos da agdo humana sobre 0s ecossistemas para 0 melhor desenvolvimento de
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medidas para 0 uso sustentavel dos recursos naturais (Soulé, 1985). Na grande maioria dos casos,
0s programas de conservagdo sdo principa mente dirigidos a protegdo de espécies cuja populagdo
encontra-se em declinio, restrita a uma pequena extensio de sua area de ocorréncia e, portanto,
ameagada de extingdo caso medidas urgentes ndo sejam tomadas (Primack & Rodrigues, 2001).
Desta forma, uma das fungdes principais dos conservacionistas passou a ser a determinagéo das
condi¢des necessarias para que uma populacdo ameacada seja capaz de chegar a um ponto de
estabilidade que permita a perpetuacdo da espécie, mesmo sofrendo influéncia das condigdes
impostas pela agdo humana. Como regra geral, 0 qué se tem visto nos programas de conservacao
€ atentativa de preservar o maior nimero possivel de exemplares em um local protegido.

O numero de individuos necessarios para garantir a manutencéo de uma espécie passou a
ficar conhecido como Populagdo Minima Viavel — PMV (MacArthur & Wilson, 1967; Shaffer,
1981; Thomas, 1990). Uma PMV seria entdo a menor populacdo que teria uma maior
probabilidade de sobreviver em um determinado intervalo de tempo. Alguns autores chegaram a
sugerir valores de PMV que evitassem perdas genéticas e mantivessem a flexibilidade evolutiva
(Lande & Barrowclough, 1987; Soulé, 1987; Thomas, 1990), onde para vertebrados ficaria em
torno de 500 a 1000 individuos. Entretanto, ficou insustentavel acreditar que um nimero pudesse
ser aplicado a tantas espécies com caracteristicas de vida tdo diferentes, sendo necessario um
estudo em particular para cada caso, baseando-se no maior niUmero de caracteristicas biologicas e
ecoldgicas possivels.

Além da necessidade da determinacdo da PMV, o aumento do interesse no estudo de
populacbes ameacadas também culminou na determinagdo dos agentes que contribuiriam no
processo de extincdo de uma espécie. Estes agentes seriam: estocasticidade (demogréfica,
ambiental e genética), perda da flexibilidade evolutiva e catastrofes naturais (Shaffer, 1981;

Soulé, 1983; Gilpin & Soulé, 1986). Segundo Fernandez (1997), esses processos teriam em
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comum o fato de que qualquer um deles é tdo mais perigoso quanto mais isoladas e menores
forem as populacfes. Outro fator a ser considerado € que essas forgas nem sempre ocorrem
isoladamente, onde uma populagdo pode inicialmente ser acometida pelos efeitos de um desses
processos, tornando-se mais suscetivel aos outros (Pires, 2000).

Nos Ultimos anos, 0s conservacionistas passaram a aplicar mais o conhecimento gerado
pelas técnicas de genética e biologia molecular nos estudos com populacBes ameacadas
(Frankham et al., 2002). Esse interesse se deve ndo somente ao reconhecimento de que, entre os
principais processos que afetariam populacdes em vias de extingdo, dois seriam genéticos (perda
de variabilidade genética e endogamia), mas também pela gama de informacfes e o nivel de
precisio que as pesquisas genéticas poderiam contribuir no processo de conservacdo e
manutencdo de espécies ameacadas. A Unido Internacional para Conservacdo da Natureza
(TUCN), ja orienta para a necessidade de preservacdo da diversidade genética, como um dos
niveis fundamentais da biodiversidade.

O uso da genética molecular no estudo de populacdes ameacadas € marcado por dois
importantes acontecimentos que mudaram a maneira de obtencéo, interpretacdo e andlise das
informagdes disponiveis. O primeiro foi 0 desenvolvimento de técnicas moleculares ocorrido em
meados da década de 80, que possibilitaram uma avaliacdo mais precisa dos casos. O segundo
fato, jA comentado no item anterior, teve inicio no comeco dos anos 90, com a aceitacéo de que
determinados fatores genéticos teriam que ser melhores compreendidos, uma vez que estes
poderiam contribuir de forma significativa no processo de conservagdo de alguma espécie
(Frankham et al., 2002).

Os avancos na area da genética molecular, impulsionados pelo surgimento da tecnologia
do DNA recombinante e pelo desenvolvimento da amplificacdo de segmentos de DNA via PCR

(reacdo em cadeia da polimerase), provocaram a mudanca da andlise do genétipo a partir do
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fenotipo (“genética mendeliana’), para a andlise direta das variagdes no material genético
(“genética genémica’) (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Técnicas cada vez mais acessiveis e
eficientes passaram a ser constantemente aprimorada, juntamente com métodos estatisticos que
permitem a andlise de informagdes que outras areas ndo teriam como acessar. Dentre as técnicas
moleculares mais utilizadas atualmente no estudo de populagdes, destacam as que se baseiam em:
microssatélites; sequenciamento de regides especificas;, e andlise de AFLP (polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificado).

Baseado nestas técnicas € possivel atualmente acessar informagoes a respeito da historia
evolutiva, de aspectos hioldgicos e ecoldgicos, além do potencial de evolucéo de cada espécie.
Em todos estes aspectos, a diversidade genética tem sido o principal parametro utilizado como
base das andlises. No caso de espécies ameacadas, a diminuicdo da variabilidade tem sido
relatada como a principal causa de diversos problemas populacionais, tais como: aumento de
suscetibilidade as doencas e anomalias (Packer, 1992; Sanjayan et al., 1996); fixacdo de alelos
deletérios (Hedrick et al., 1996); diminuicao nas taxas de crescimento, fecundidade e estabilidade
fenotipica (Madsen et al., 1996). A importancia desta medida também foi ressaltada quando
comparado os niveis de diversidade genética de espécies ameacadas com espécies relacionadas,
mas com grande tamanho populacional, sendo observada uma menor diversidade na maioria das
espécies ameacadas (Haig & Avise, 1996; Frankham et al., 2002).

Desta forma, ter conhecimento do nivel de variabilidade genética de uma espécie
ameacada, bem como entender como diversos fatores podem influenciar seus niveis, direta ou
indiretamente, torno-se um ponto imprescindivel para a conservagdo. A associacdo de tais
informagdes com dados comportamentais e ecologicos tem possibilitado ndo somente a

construcdo de um cenario mais realista do estado atua de uma populacdo, mais também
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permitido o monitoramento futuro dessas comunidades, aumentando suas chances de

sobrevivéncia a médio e longo prazo.

4. OBJETIVO

A atual situacdo da espécie Antilophia bokermanni, considerada criticamente ameacada de
extincdo devido principalmente ao uso exploratério dos recursos naturais de seu habitat, mas
também por conta de seu reduzido tamanho populacional e limitada area de ocorréncia, tem sido
motivo de preocupacao para instituicdes nacionais e internacionais. Os trabahos ja realizados
com esta espécie (Silva & Régo, 2004; AQUASIS, 2006, IUCN, 2008), reforcam a necessidade
da execucéo de agdes urgentes para sua preservacao.

A utilizacdo de técnicas moleculares com o intuito de se melhor conhecer diversidade
genética, a estrutura populacional e a histéria evolutiva desta espécie de ave ameagada tornou-se
imprescindivel para a montagem do plano de conservacdo. Desta forma, esta tese visou
desenvolver estudos moleculares com a populacdo do soldadinho-do-araripe, buscando a

producdo de informagdes aplicaveis em processo de preservacao.

4.1 OBJETIVO GERAL

Andlise da diversidade genética, da estrutura populacional e da histéria evolutiva do
soldadinho-do-araripe (Antilophia bokermanni) através do estudo de sequiéncias de porcdes do
genoma mitocondrial e nuclear, visando elucidar questdes da biologia e ecologia, relevantes para

a conservacdo e manej o desta espécie endémicado Brasil.
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4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estimar a diversidade genética presente na populacdo do soldadinho-do-araripe,
comparando-a com a de sua espécie-irma (A. galeata) através de seqUéncias de DNA
(mitocondrial e nuclear); (Capitulo 1, 2 e 3).

- Verificar a existéncia de sub-estruturacdo populacional (fragmentagdo), avaliando o
nivel de fluxo génico dentro da érea de distribuicéo de A. bokermanni; (Capitulo 1 e 2).

- Avdliar a histéria demografica no que diz respeito a eventos de crescimento ou reducéo
populacional ao longo de sua existéncia (Capitulo 1 e 2);

- Estimar o tamanho efetivo populacional baseado em dados moleculares (Capitulo 2);

- Estimar o nivel de diferenciagdo genética e o tempo de separacdo entre as duas especies
do género Antilophia, associando a eventos biogeogréficos (Capitulo 1, 2 e 3);

- Associar informagdes de sua diversidade genética com aspectos de sua biologia
(Capitulo 1, 2 e 3);

- Listar medidas de conservacéo baseadas em dados genéticos que permitam preservar o

potencial evolutivo desta ave (Capitulo 1, 2 e 3);
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ARsSTRACT.—The Araripe Manakin (Passerifor mes: Pipridae: Ansilophia bokermanni) is the most thr eat ened passeri form species
and is classified az eritically endangered. With an estimated population of only 800 individuals, this speciesis endemic to a small area
{—20 km?) of forest on the slopes of the Araripe Plateau in northeastern Brazil. The ur gent need to implement an etfec tive conservation
program for the Araripe Manakin has stimulated intensive rese arch into various aspects of its biology. We sequenced a segment of the
mtDMA between the genes ND& and 125 rDMA, whichinclude s a pseudo-contrd region. This region was analvzed in 30 specimens of
A bokermanni with the aim of measuring intraspe cific genetic diversit y and population structure. Although the segrment’s positionis
the same asdescribed in other bird species, A. bokersmanni differsin some aspects, such asitslength of 200 base pairs and the absence
of indels or tandem repeats. Chur analysis provides no evidence of population substructuring or a history of population expansion. The
species’ genetic variability is slightly reduced in comparison with its sister species A, galeata, but their similarity ind icates a relatively
recent process of separ ation. Received 17 December 2008, accepted 27 August 2009,

Key words: 4 nttlophia bokermanni, Avaripe Manakin, conservation, population genetics, psendo-control region.
Estudios de Genética Poblacional sobre la Falsa Region de Control en kb Especie Amenazada Antilophia bokermianni

REsuM EN.—Anttlophia bokermawn (Passeriformes: Pipridae) esla especie de paseriforme mas amenazada v estd clasificada como
en peligro aitico. Con una poblacién estimada de sélo 800 individuo s, esta especie es endémica de un drea pequefia (30 km?) de bosque
enlasfaldas delameseta de Araripe en elnoreste de Brasil La necesidad de implementar de for ma urgente un programa de con servacion
efectiva para 4. bokermanni ha estimulado intensas i ivestigaciones sobre varios aspectos desubiolbgia. Secvenciamos un segmento del
ADMmtubicadoentre los genes MDé v 125 ADMr, el cual incluve una falsa regidn de control. Esta regidn fue analizada en 30 especimenes
de A bokersmanni con elobjeto de medir ladiversidad geréticaintraespecificaylaestructura pobladonal. Aunquela posicidn del segrmanto
esla misma que ha sido descrita en otras especies de aves, A bokersmannt difiere en algunos aspectos, como su longitud de 200 pares de
bases v la ausencia de inserciones o deleciones y de repeticiones en tindem. Muestros an dlizsis no brindan evidencia de subestructura
poblacional ni de una historia de expansidn poblacional. La variabilidad genética de la especie es ligeramente reducida en comparacidn
consuespecie hermana 4. galeata, pero susimilitud indica un process deseparacidn relativamentes reciente.

THE ArARIPE MAMAKIN (Passeriformes: Pipridae: Anftlophia  Lichtenstein, 1823), which is found in the gallery forests of the
bokermanm) was described in 1998 by Galilen Coelho and Weber central Brazilian Cerrado biome, the Araripe Manakin ditfers
Silva in what has been cansidered one of the most important or-  principally in its vocal izations and the predominantly whitish col-
nithological finds of the past few decades. Although very similar  oration of the adult males ([ Coelho and Silva 1998). Although most
to its sister species the Helmeted Manakin (A nitlophia galeata  other piprids have kk mating systems, these two species differ in

Prosent address: Laboratirio de Genética ¢ Biologia Molecular, Carmpus Universitiro de Braganca, Universidads Federal do Pard, Braganca-PA,
62a00-000, Brazil
E-mail peridessena@yahoo.com.br

Thoe A s, Wl 127 Mamber 2, pages 3353472, 155 N 600 4-5008, electroni c 155M 193842 54, © 2010 by The Amedcan Omithologiss' Union, Al Irightsreserved. Please direct all
requaests for permi ssion to photocopy or reproduce artid e cortent throughthe University of Cali fomia Press's Rights and Permi ssions website, hitpo www ocpress comals
corn feprintInfo asp, DOL 10,1525 auk. 200809052

—335 —



31

136 — RECO ET AL, — AUk, VoL, 127
. 1 i P I.R .! =
..:"-"\- g 'A' F E
— ) | As J Chapada do Araripe H
ey
zﬂwﬂn?‘%«%
£ a0ran
A it {#r'bﬁp_f__/} c
J
] 1 f“{“ll‘ﬂrﬂ Study area
I.
1
,j I 920 Y oagw o

fici. 1. (&) Colleding localities for Antilo phiz bolemannfirectangle) and A geleata (stars). (B Distribution of A bolermannd on the Araripe Plavaa (Cha-
pada do Araripe), Brazil. (C) Location of the collacting sites for A, bokermanni (numbers) andthe lacuna (dotted circ k) within its gaographic ranga.

having a socially monogamous mating systam thatlacks elaborate
courtship rituals (Prum 1990, 1992),

The Araripe M anakin, which is endemic to the Brazilianstate
of Ceard, has been classified as being in critical danger of extine-
tion byboth Brazilian and international organi zations (Ministério
do Meio Ambiente 2003, Hirschfdd 2008) becauseof its restricted
distribution, the reduced size of its population, and habitat loss.
The mestrecentstudy of the species indicated thatits current geo-
graphic distribution covers no more than 30 kne® of the forests
on the slopes of the Araripe Plateau (Hirschfeld 2008). This area,
which contains the best-conserved tracts of habitat, consists of a
narrow strip of forest <500 mwide that stretches <50 km between
the extremes of the species’ range on the plateau’s northeastern
slope (Ag. 1A) The Araripe Manakinisfound onlvinthe platean's
humid for ests, including the less well-preserved area s, which indi-
cates a degree of tolerance of anthropogenic habitat distur bance.
Thepresence of running water from mountainsprings and the mi-
croclimate of the slope have been dentified as the primary factors
that influence habitat selection.

Field datafrom 2001 through 2004 ind icate that thespeciesis
absent from the center of its distribution (dotted circlein Fig. 1C),
which means that the populationis divided into a western subpop-
ulation and an eastern subpopulation. Preliminary survevs indi-
cated a population of 50 to 250 individuals (BirdLife International
20000, More recently, population size was assessed more system-
atically by determining the number of adult males per spring and
extrapolating this value according to the number and quality of
springswithin the known distribution. This resulted in a probably
move realistic estimation of total population size (including adults
and juveniles) of =800 individual s, which is still low enough to be
of considarable concern for conservation (Hirschield 2008).

Studies of the viability of endangered species have increas-
ingly included the application of genetic tools to aid in dentify-
ing and understanding the factors that influence their survival
{Frankham et al. 2002). Phenomena such as loss of genetic vari-
ability, inbreeding, and subpopulation structuring areproblematic
for species with highly reduced ranges or population size (Saccheri
et al. 1998, Westemeier et al. 1998, Primack and Rodrigues 2001).
Mitochondrial DMNA (mtDMA) has beenwidelv used as a molecu-
lar marker because of its usefulness in analvring genetic diversity
population structure, and demographic history (Avise 20000, In
the present study, we sequenced the segment of mtDNA between
the genes ND6 and 125 rfRMA in 20 specimens of 4. bokermanm.In
manvspecies of birds, this segment is knownasthe pseudo-control
region (YOI Mindell et al, 1998, Haring et al. 1999 Bensdh and
Hirlid 2000). For comparison, we also analyzed samples from the
sister species, A galeata, which is distributed in the Cerrado and
Pantanal of Brazil, northeastern Paraguay, and northeastern Bo-
liviaidel Hovo etal. 20041 Although both species occurin the Cer-
rado biome, there is no evidence of sympatry or contact between
the species. Aspartofa basdine effort to develop effective con ser-
vation strategies, we usaed our genetic data to evaluate the demo-
graphic history of 4. bokermanni and to evaluate the hypothesis
that the eastern andwestern subpopulations di ffer geneticallv

METHOD S

Sampling—Sampks were collected between NMay 2002 and Feb-
ruary 2004 in the northeastern portion of the Araripe Platean
(Chapada do Araripe) inthe Brazilian state of Ceara (397128°0875,
701818 W ). The locations of collecting sites were determined by
confirming the presence of the species through observations ar
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records of vocalizations ( Ag. 1), Our analvsis did not includ e sex-
ing of samples, but the sex ratio for A. bokersuanni appears to be
1:1 (P 5. Régo unpubl. data). The specimens were captured in mist
nets set up adjacent to the springs, and samples of blood or feather
bults were collected and stored in 70% ethancl. Once each bird
was processed, a wing feathar was clipped in a unique manner to
preventresampling. Tissue samples of A, galeata from 5Sio Carlos
in the Brazilian state of 530 Paulo (227%00°5175, 4775328 ) and
from Brasilia (15°46'36" 5, 47°5541"W) (seestars in Fig. 1A) were
provided by researchers from the Federal University of Sa0 Carlos
and the University of Brasilia, respectively.

Extracion, amplification, and sequencing of DNA.—The
samples were registered according to the regulations of the Ge-
netics and Molecular Biology Labaratory of the Federal Univer-
sity of Pard and were stored in freezers until analysis. DNA was
extracted by ribonuclease digestionfor 1 boat 375, and then pro-
teinase K wasadded for 2—4 h {or overnight) at 55°C. The product
was washed liberally in phenal-chloroform and precipitated with
isopropanal (Sambrooket al. 1989},

Polymerase chain reaction { PCR jwas used to amplify the con-
tral region (D-loop) of the mitochondrial genome, includ ing the
flanking segments of the genes D& and 125 rRNA. The primers
usad in the present study were those described by Sorenson etal.
(1999 NDWG L-16525 (5'-ACA AAC ACC ACT AAC ATT CCA
CC—23")and 25 rRNA H-1258 (5-TCG ATT ACA GAA CAGGCT
CCT CTA -3, Each reaction was conducted in a final vwolume
of 50 L containing & L L of the mixture of deoxynucleotides (1.25
mM). 5 uL of the 10 Tag buffer, 2 pL of Mgl (25 mM), 1 pL of
each primer (200 ng LL™), =150 ng of the total DM A, 0.5 (1L of the
Tag polvmerase enzyme (5 U pL: Invitrogen, Carlshad, Califor-
ria), and sterile distilled water to complete the final reaction vol-
ume. Amplification conditions consisted of aninitial 5-min stepfor
denaturation at 947, followed by 20 cycles of 1min at 947 C, | min
at50C, and2 min at72%C, Final extension took 5 min at72°C,

The products of the amplification were purified using the
ExoSAPIT kit {Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont,
United Kingdom), for which 2 pL of the enzymatic solution was
added to each 5 UL aliquot of the PCR reaction, and then incu-
bated at 37°C for 15 minand then a further 15 min at 50°C. The
products of this purification were submitted to a new PCR reac-
tion, this time by the didecxvterminal method (Sanger et al. 1977),
with reagents of the Big Dvve kit ( ABI Prism Drve Termin ator Cycle
Sequencing Ready Reaction, Applied Bicsystems, Foster City, Cal-
ifornia). Sequencing reactions were conducted in a final volume of
10 L, containing 1 Pl of the purified samples, 0.5 1L of one of the
primers (concentr ation of 200 ng L), 3 p L of boffer { Tris 04 M
pH 0.0/MgCl, 25 mM], 1 1L of Big Dve mix, and 4.5 UL of sterile
distilled water to com plete the final volume. This volume was sub-
mitted to a program of diferenttermperatures: 25 cveles of 50 5 at
57, 5 s at 50°C, and 4 min at 60°C. Reagents not incorporated
during the reactionwere elimi nated by washing with isopropand.
The nucleotide sequences of the gene fragments produced by this
reaction were determined in an ABI 377 (ParkinElmer, Waltham,
Massachusetts) automated sequencer.

Sequence alignment and population analvses —The sequences
cbtained were subjected to antomatic mu liple alignment with the
CLUSTALM application (Thompson etal. 1994, using the penalty
parameters sug gested by Schneider (2003). The file thus generated

was converted into the FASTA format and transferred to the BIO-
EDIT sequence editor (Hall 1999} for visual inspection of the
alignmentand possiblecorrection of the coding of anyobserved in-
sertions or deletions, Mucleotide composition, the number of hap-
lotypes and pelymorphic sites, and the rates of divergence between
the sequences of the two species were computed using MEGA,
version 3.1 (Kumar et al. 2004). Phylogenetic arrangements of the
haplatypes of the two species were obtained through the PALIP*
program, version 4. 10 (Swotford 2002), using the neighbor-joining
{ M1 L maxi mum-parsimony (M Pl and maximum-likelihood (ML)
methods. The significance and robustness of the arrangaments ob-
tained were estimated on the basis of bootstrap values with 1,000
pseudoreplications. The possiblepresence of the hypothesized bar-
rigr to gene flow across the center of the distribution was tested
using Monmonier's Maximum Differentiation Algorithm, run in
ALLELES IM SPACE, version 1.0 (Aziller 2005).

Theprogram s DMASE, version 3.51 (Rozas et al. 2003), and AR-
LEQUIN, version 201 (Excoffier etal. 2005), were used to cakulate
the follbwing parameters of genetic diversity and population struc-
turing in A belermann: haplotype (f; Mei 1987 Jand nuckotide (;
MNe 1987) diversity; the fixationindes, F_ {Weir and Hill 2002}; hi-
erarchical analysis of molecular variance ( AMOVA; Excoffier et al.
1992} and the number of migrants per generation (M =MNm). NET-
WORK, version 4.5( Bandelt etal. 1999), was used to produce a hap-
lotype network through the method of median vectors. This allows
a comparison betwean the obs e ved distribution of haplot vpes and
that generated by F.he analysis of population structuring.

Papulation growth, stability, or declinewas evaluated byana-
Iyzing the distribution of the number of observed pairwise hap-
lotype differences, known as the mismatch distribution { Rogers
and Harpending 1992), for the population as a whole and for the
two hy pothesi zed subpopulations, using DMASPE Values expected
according to the sudden-population- expansion model were com-
puted and plotted tagether with the observed values, and the sia-
nificance of the sum of the squared deviations (550 was used to
test the hypothesis of expansion. Three parameters of the sudden-
expansion model were also tested using ARLECQLUIMN: Harpend-
ingsragoedness (), the values of @ before and after the expansion
process [9,:, and B}, and the estimate of the time of expansion
measured in mutational units { Tau — 1) The last is a statistical pa-
rameter applied tothe mismach plot to assess robustness and sig-
nificance, aswell asthe time course of population expan sian (£).

Deviations from the model of neutral evolution of infinite
sites were tested using Tajima's D (Tajima 1929) and Fu's Fs (Fu
19970, run in ARLEQUIN. These neutrality tests are designed to
assess whether the population is evolving under the influence of
some selective pressure or experiencing demographic events (ex-
pansion or reduction), if the mull hypothesis of neutrality is re-
jected (P < 0.05]).

ResLLTs

A total of 20 samples of A, bokermann were collected from 15
sites and analvzed together with 20 samples of 4. galeata from
Brasilia{n=5) and 5o Carls (n= 15)(Tabk 1) In contrast to re-
sultsin most othe birds, the segments obtained by amplification
and sequencing were much smaller than expected for the control
region (D-loop). By comparing sequences deposited in GenBank,
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Tape 1. Sample information and collecting sites in Ceard (Antiophia bolermannijandin S3o Paulo and Brasilia i4. gakata), Brazil.

tum bar of
Spacias Collacting sita® samplas sampla codes
A, bolarmanni (1150tio Vala Verds 2 CLL 01, LU0z
12} Fazenda Bebida Mowa 2 CWV_01,CVY 02
{3 Mascente da AABEC 2 CAA_D, CAA_DZ
{4) Mascente do Crangsine 2 CH_01,CPl_02
(5] Sitic Melo 2 BMAE 01, BME 02
(6] Nascentedo Céu 2 BCE 01, BCE 02
{7) Nascente do Farias 2 BFA_01, BFA_02
{8) Mascente dos Guaribas 1 BGA_0O1
{9 Mascents Riachodo Meio 2 BRM_01, BRM_02
{10} Mascenta Santa Rita 2 BSR_01, BSR_02
(11) Mascente do Silwrio 2 BSI_01, BSI_02
{12} Fazenda Serra do Mato 2 SAHE_01, MHE_02
{13) Nascente do Furtado 1 MFLI_ 01, MPL_02, MPL_03
{14} Mascente do Cafund & 1 MCA_O1
{15} Sitic Valentim 3 BAVA_D1, MVA_02, MVA_03
A. gleata Sio Carlos-SP 5 AGA_39, AGA_40, AGA_41, AGA_42, AGA_43
Erasilia-DF 15 AGA_75, AGA_T78, AGA_131, AGA_134, AGA_410

AGA_454, AGA_519, AGA_545, AGA_E12, AGA_639
AGA_761, AGA_795, AGA_822, AGA_S06, AGA_1010

AMumbers refer ks the siles marked in Figure 12

we were able to confirm that the fragment obtained here did not
carrespond to the control region but rather toa pseudo-control re-
gion (WCER; Haring et al. 1999} The genus Anfifophia istherefore
consistent with the arran gernent of the mitochond rial genome al-
readydescribed inthe Passeriformes and other bird crders { Min-
dell et al. 1998, Bensch and Harlid 2000, Haring et al. 2001}, in
which a WCR, rather than the D-loop, is found between the genes
MDE and 125 rtRNA

Once the sequences were edited, the segment comprised 788
base pairs (bpl, of which 200 correspond to the psend o-contr ol re-
gion. The rest of the amplified segment corresponded to parts of
the 125 DA (=290 bp) and NDé genes (=150 bp), in addition to
tRMASY and M A™F Mo indels (insertions or deletions) were
observed, with the exception of a sequence found in A galeata
(specimen Apga 75), in which three bases had been deleted. Mo evi-
dence was found (e.g. no stop codons in the 125 rDMNA and MD&
genes, no double bands in the PCR, and no double peaks in the
chromatogram) to suggest that the segment is a nuclear copy of
a segment of the avian mitochondrial genome (MUM T, Quinn
1997). The sequences that we obtained wer e deposited in GenBank
{accession numbers GO849220-G0249258 for A, bokermanni
and G849250- G840 778 for A.galeata).

Seven variable sites (~1% of the total) were identified in the
A, bokermann sequences, resulting in & distinct haplotypes dis-
tributed among the collecting sites (Table 2). Ofthese 7 pavmor-
phic sites, one was located in the D& segment, 3 inthe region of
the WCR, and the remaining 2 in the 125 cDMN A, with no variation
found in the tRMAs Seven haplotypes were identified in the 20
specimens of the sister species (4. pafeata), resulting from 12 vari-
able sites and the deletion in Aga_ 75, The nuclectide composition
of the sequences of both species was highly similar, with a pre-
dominance of adenine and cytosine (374% and 29.7% of bases, re-
spectively)and a deficiency of guanine (1L 7%), which corresponds
to the known pattern of mitochondrial sequences in birds{ Baker

and Marshall 1997, Haring et al. 2001, Ruckonen and Exvist 2002).
In allsamples from both species, all changes at the variable sites
were transitions.

The chsa ved rates of nucleatide divergenceinthe haplot vpes
of the twospecies war e var v simnilar (<1.5%, mean= 05102 [SD]).
The monsensus phylogenetic arrangement produced by the three
methods (M), MP, and ML) rewealed a star-like tree with no node
resolution (data not shown), This similarity between the two sis-
ter speciesis even more evident inthe haplotvpe network (Fig. 2),
which reveals two principal and divergent mitochondrial lineages
{H_1 and H_3), which represent 50% of the specimens analyzed.
The remaining specimens have hapltypes that diverge by only a
few mutations, probably derived from the more abundant lineages.
The presance of most of the di fferent haplotypes ineach of the two
hvpothesized subpopulations (east and west) is afurther indication
ofthe overall hamogeneity within the spedes and the absence of any
differentiation. The mostcommeon haplotype inthe population of
A. bokermanni (H_3)was also recorded in A galeata (Fig 2 and
Table 2), albeit at alowe frequency. The second-most-common
haplotvpeind. bokermannt (H_1) was absent in 4. galeata.

The indices of intraspecific genetic diversity were slightly
lower in A, bokermanni (Table 3) than in A. galeata, even though
the latterwas represented by a smaller sample. Both haplotype ()
and nuckotide (n) diversity in 4. bokermanni were moderate in
comparison with results of other avian studies, although the val-
ues were higher than those recorded for some endangered species
(Duestan etal. 1998, Azai etal. 2006, Lopes et al. 2007 ). Mo dif-
ferences in diversity indices were found between the eastern and
western subpopulations,

A negative, nonsignifcant value was obtained for the fxa-
tion index [,Fm. = —0.0047 1) between “east” and “west” samples of
A. bokermann, corroborating the lack of differentiation between
the eastern and western subpopulations The AMOVA analysis in-
dicated that all the molecular variability occurred at the level of
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Tanie 2. Haplotypes identified in Antilaphia bolemmannd fand its subp opulations; see tecti and A, gaksaa. The columns marked in gray referto the
wvariable sites within the pseado- control region (+CR)

Peosition of variabl e sites (verticalj

70111222 35565¢677 Identification of the spacimens
485565681 289172:%2 A. bokemanni
Mumber of
Haplatype gecimens 2 78 9089238762257 Waestermn subpopulation  Easternsubpopulation A, galeata
H 1 7 CECAACTTATAATALC CLU 01, O 01, BGA_ 01, MFL_01 —
CPI_0], BME 02,
BCE_ 01
H 2 S T-0@- - - - - - CLU 02 MPU 02, MyA_02 —
H 3 18 T e e e e T =@ - -G - T  CVWW02LCAA D, BRM 02, BSR_O1, AGA_39, AGA_40;
CAA 02, CPI 02, BSR_02, MHE 01, AGA_4, AGA_43
BAME 01, BCE 02, MHE_02, MCA_D1,
BF#4 01 BVA O
H 4 [ T-Cc@--30C-T BFa_02 - —
H_5 4 T--- - - - - - - - = BRM_01, BSI_01, =
BS 02, MFL 03
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Ficz. 2. The haplatype network found for Antifophia bolkermanni and A. galeata. Haplotypes are rgpresanted by cirdes, the sizes of which are propar-
tional o thar frequencies. Mumbers on the lines that join the dincles cmespand to the positions of the divergent nucleatdes in the region studied,
Samples of A gakata are in black and those of A bokemmanni are inwhite.
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Tame 3. Indices of genetic diversity for Antilaphia bobermanni and A.gaksaga obtained from 788
base pairs of miDMA between the MDG6 and 125 RMA genes in = number of individuals, sh=
number of haplotypes, b = haplotype diversity, and m= nucleatide diversitg.

Spedes Population

n Mh h+5D mA50

A. bokermanni Western subpopulation

Eastern subpopulation
Whak population

A, galaata Whole popu ltion

4 0A5S £0.090
5 0758 £0.080
& 0.722x0062

7 0884+ 0,031

00046+ 0.0006
00037 £0.0006
00041 £0.0004

00049+ 0.0005

the whole population (1008 rather than among subpopulations,
which further contradicts the hypothesis of differentiation be-
tween the eastern and western subpopulations. Mommonier's al-
gorithm was con sistent with the hypothesis that the east—west gap
serves as a potential barrier to gene flow (data not shown).

The mismatch plots were multimodally distributed (Fig 25,
confirming the results of the haplotvpe network, whichindicated
two common but divergent haplot vpes. Graphs with amultimodal
distribution contradict the hypothesis of a process of expansion in
panmictic popultions and instead suggest ather processes, such
as hitchhiking effects or retention of ancestral polymorphisms
(Rogers and Har pending 1992). The P value for the comparison of
cbsarved and expected values (53510 did not differ for any analyzed
group (Table4).

The values of 8 and 8, for bath the total population and the
two subpopulations overlapped { Table 4], which indicates no ex-
pansion. This conclusionis further corroborated by the lack of dif-
ferencesin the raggedne ss index (Table 4). Similarly, although the
values of both Tajima's I? and Fu's Fs were positive for all group-
ings (Table 4 ), none wassignificant (P = 0.01).

Discussion

Eecause little more than a decade has passed since the discovery
of A. bokermanni, data on population structure and dynamics are
still scarce. The principal, integrated study of the characteristics
of this bird was conducted by the nongovernmental crganization
Associac o de Pesquisa e Preservacdo de Ecossisternas Aquati-
cos LAssociation for Research and Preservation of Aquatic Eco-
systems). The project was supported by prominent Brazilian and
international institutions and resulted in the Araripe Manakin
Conser vation Plan (Associacao de Pesquisae Presarvacao de Ecos-
sisternas Aquaicos 2008), which presents information on home
range, population size, reproduction, and dispersal.

In the present study, we sequenced the WCR, a small segment
of 200 bp with no repetitions or indels in either A, bokermanni or
A galeata. The utility of the YR for both inter- and intraspecific
studies of bird sremains to be determined because of (1) the lim-
ited number of species in which ithas been described, (2) the ladk
of reliable estimates of its rate of evolution, and (3) the ditficul-
ties of saquence alignment between distinct species{Riesing etal.
2003, Kruckenhauser et al. 2004, Nitti nger et al. 2005).

The indices of genetic diversity in A, bokermanni (T= 00041
and f= 0722) were moderate and differed little from those in
A galeata (Table 3). Given the differences betwean the two spe-
cies in sample size and geographic distribution, the relative lack of
differentiation found betwe en them isintriguing. Considering the
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Fis. 3. Mismatch distribution of tha saquancas of tha pseudo-control
region of Antilophiz bokermanni, based on the sudden-population-
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Tamr 4. Statistics for mematkch distribution and neutrality ests in Antifophia bolermanni and A, galzatain = number of haplotypes 1= estimate of the
time of expansion in mutational unis; 8, and & = estimate of population size batore and after the expansion , respactivaly; r= raggadnass index).

Statistical parameter of the mismatch distrb ution Heutraliy tests

Species n 1 , B r S50 Tajima’s [ Fu's =
A bokarmanni

Wastam subpopulation 14 T975 0,000 4,208 1,495 56,84 0.3455= 0155= 2.3E233m 295544n

Eastem subpopu lation & 4.702 0.000 4,392 059124922 D924 0.077 140378 137835

Whole population 0 7080 0.000-6.281 LOF-109.775 0.2018* 0.080= 24732 2054452
A. galeata

Whals population 20 203 0.000-13.493 5.042-705.962 01020 0.035 123709 0285557

AW sig nifican (F < 0005).

combination of factor s that have led A. bokermiannito the brink of
extine tion, these levels of diversity might be considered relatively
high in comparison with other endangered bird species (Moum
and Arnason 2001, Van Den Bussche et al. 2008, Martinez-Cruz et
al. 2004, Asal et al. 2008). Theresults of the mismatch distribution
imultimodal) and the haplotype network (smallnum ber of unique
haplotypes) argue againsta hypothesis of demographic expansion
and for a hvpothesis of retention of ancestral polvmorphisms that
predate the separation of the two species. Similacly, the results of
the tests for deviations from neuatrality (D and Fs) were positive,
although not significant, providing further evidence against pop-
ulation expansion. Thiscould also indicate a recent bottleneck. [t
will be necessary to use other, more sensitive markers (e.g., micro-
satellites) to test this hvpothesis

We al so found basic ally the same haplotypes in both species
of A nttlophia (Fig. 2), which suggests incomplete lineage sorting.
Our results therefore indicate a surprising degree of similarity
between the species, given their disjunct ranges and pronounced
morphological { plumage color) divergence.

We found no evidence of population differentiation within
A bokermanni, despite the fairly large gap inits distribution. The
AMOVA and F_ tests indicated that the gap has not yetresulted in
any significantsubstructuring of the population, atleastin the mi-
tochondrial sequence analvzed here, Given that the present study
is the first touse the pseudo-contr o region as a population marker
in Passeriformes, our results should be inter preted with caution,
and we advise against making comparisons between this marker
and other mitochondrial marke rs common by used in the literature,
Additional mitochondrial or nuclear markers may help reveal addi-
tional patterns of variation withinAd. bokermanm and A paleata.
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Resumo

O género Antilophia € formado por duas espécies de aves, cuja principa diferenca
morfolégica estd na plumagem dos machos. A. galeata € uma espécie bem conhecida e
amplamente distribuida nas matas de galeria do bioma Cerrado. Ja A. bokermanni foi descoberta
a pouco mais de uma década, possuindo apenas uma pequena populagdo restrita as matas de
encosta do sul do Estado do Ceara - Brasil, sendo uma das aves mais ameacadas do planeta. A
necessidade de medidas urgentes para a preservacdo desta espécie ameacada fez com que varios
aspectos de sua biologia e ecologia fossem explorados, incluindo os genéticos por serem
fundamentais para a compreensdo de sua histéria evolutiva e avaliacdo de seu potencia de
viabilidade. Neste trabalho nés comparamos a diversidade genética entre exemplares das duas
espécies, com o intuito de avaliar o nivel de variabilidade encontrada em A. bokermanni
comparando-a com sua espécie-irma, que se encontra em uma situagdo de conservacao distinta.
Foram analisados fragmentos mitocondriais (rRNA 16S, Cyt-B, ND6/Pseudo-Dloop/rDNA 12S)
e um segmento nuclear do intron I7BF. Os resultados mostraram uma grande similaridade nos
padroes de diversidade genética das duas espécies, sendo relatado compartilhamento de
hapl 6tipos em todos os fragmentos analisados. Este perfil genético impossibilitou a estimativa do
tempo de divergéncia e do tamanho populacional efetivo das duas. Tais resultados apontam para
uma recente separacdo entre os dois tédxons, evidenciado pelo sortimento incompleto das
linhagens. O cen&rio biogeografico observado na historia evolutiva do género Antilophia
corrobora com eventos paleoclimaticos sul-americanos envolvendo o bioma Cerrado durante o

Quaternario Superior.

Palavras-chave: Antilophia bokermanni, Antilophia galeata, manakins, diversidade

genética, sortimento incompleto de linhagens.
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O género Antilophia (Reichenbach 1850) pertence a familia dos manakins (Pipridae,
Passeriformes), um grupo de aves neotropicais (Ridgely and Tudor 1994, del Hoyo et al. 2004).
Este género foi por muito tempo um tdxon monotipico, sendo composto somente pela espécie
Antilophia galeata (Lichtenstein, 1823) até o final da década de 90. Neste periodo, uma nova
espécie foi descoberta e descrita para a comunidade cientifica - Antilophia bokermanni (Coelho
and Silva 1998). Como principal diferenca morfoldgica que distingue as duas espécies esta a
coloracdo da plumagem dos machos adultos, sendo A. galeada predominantemente de cor preta,
engquanto que a nova espécie apresenta a cor branca dominante (Coelho and Silva 1998). Estes
mesmos autores também perceberam diferencas no padréo de vocalizagdo de ambas, tendo sido
confirmado através de comparacdo de seus sonogramas. Além destas caracteristicas, ressalta-se a
separacdo da érea de ocorréncia atual das duas espécies (Figura 1a), onde o ponto mais préximo
dista cerca de 300 km.

Atualmente, as duas espécies de Antilophia apresentam status de conservacao distintos. A.
galeata € uma das espécies de aves mais abundante de seu habitat, sendo avistada com facilidade
nas matas ciliares do bioma Cerrado no Brasil (Marini and Cavalcanti 1993, Marini et al. 1997), e
ocorrendo também em aguns pontos do Paraguai e Bolivia (del Hoyo et a. 2004). JA A.
bokermanni é o representante mais ameacado de extincdo de sua familia, sendo considerado
“criticamente em perigo” (BirdLife International 2008). Com uma populacdo estimada em menos
de 800 exemplares, esta espécie de ave € encontrada apenas em uma area de aproximadamente 30
km? nas matas de encosta da Chapada do Araripe - Brasil (AQUASIS 2006, BirdLife
International 2008).

Devido a situacéo de perigo de extingdo naqual se encontra A. boker manni, pesquisas que
auxiliem no processo de conservacéo desta espécie tém sido desenvolvidas (Girdo and Souto

2005, AQUASIS 2006). Mais recentemente, Régo e colaboradores (2010) realizaram um estudo
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através de ferramentas moleculares enfocando principalmente caracteristicas populacionais de A.
bokermanni, incluindo também sua espécie-irma em algumas analises comparativas. Dentre o0s
resultados obtidos, observou-se que ambas séo geneticamente bastante similares, n&o tendo sido
possivel realizar um processo de distingdo entre as duas espécies com 0 marcador mitocondrial
utilizado devido ao compartilhamento de hapl 6tipos molecul ares.

Estudos com genética de populacdes tém revelado incongruéncia entre algumas arvores
evolutivas (baseadas em sequéncias de DNA) e eventos de especiacdo, onde o0 arranjo génico
observado ndo necessariamente concorda ou reflete os processos de evolucdo dos organismos
(Pamilo and Nei 1988, Lyons-Weiler and Milinkovitch 1997, Avise 2000). Quanto mais recente
for a separacéo das populacdes ou espécies, maiores as chances de haver ainda compartilhamento
de hapldtipos génicos, sendo este estado chamado de Separacdo Incompleta de Linhagens
(“Incomplete Lineage Sorting”) (Pamilo and Nei 1988, Avise 2000, Takahashi et al. 2001). Desta
forma, mesmo apresentando distribuicdo, morfologia ou comportamentos distintos, o tempo de
separacao entre duas linhagens pode néo ser suficiente paratorné-las geneticamente distintas para
alguns marcadores genéticos, tornando-as espécies ndo distintas segundo algumas definicdes de
espécie (Sites and Marshall 2004, Aleixo 2007). Estudos com populacbes em estégios
intermedidrios de divergéncia tém possibilitado o aumento do entendimento de padrfes de
especiacdo geografica e delimitacdo de espécies (Omland et al. 2006). Ter conhecimento deste
fato torna-se imprescindivel em programas de conservacao de espécies ameacadas, pois o status
taxondmico deve ser bem definido para que ndo sgja negada protecdo as espécies em perigo, e
nem esforcos sejam perdidos com espéci es abundantes (Frankham et al. 2002).

indices de diversidade genética sdo bons indicadores da viabilidade populaciona de uma
espécie (Hoelzel et al. 1993, O’ Brien 1994, Groombridge et al. 2000, Sequeira et a. 2005), sendo

um dos aspectos que vem sendo avaliado em programas de conservacdo. Além de permitir o
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acesso a informagdes cruciais para 0 entendimento da dindmica populacional, a variabilidade
genética também pode auxiliar na reconstrucdo de partes da historia evolutiva, a comparagdo ou
validacdo de taxons proximamente relacionados e estimativa do tamanho populacional efetivo
(Barrowclough et al. 1999, Sequeiraet al. 2005, Omland et al. 2006). A andlise de diferentesloci,
que evoluem em distintas taxas, aumenta a probabilidade de reconstrugcdo da verdadeira histéria
dos organismos (Pamilo and Nei, 1988; Hare, 2001; Hudson and Turelli, 2003; McCormack et al,
2008), apesar de trabalhos mostrarem que o0 uso de um unico locus ndo-recombinante apresenta
resolucéo suficiente para diferenciar isolamento e migracdo em aguns casos (Nielsen and
Wakeley, 2001; Griswold and Baker, 2002; Peters et al, 2005).

No presente trabalho, nos objetivamos reconstruir parte da histéria evolutiva das duas
espécies que compdem o género Antilophia através de dados moleculares, enfocando
principalmente a espécie ameacada A. bokermanni. Para isto, avaliamos seus niveis de
variabilidade genética através de sequiéncias de DNA para marcadores mitocondriais e nucleares,
com diferentes taxas de evolucdo. Em posse dos resultados, buscamos cruzar os dados
moleculares com informagdes ecoldgicas e palecambientais ja existentes que possibilitassem a
compreensdo do processo de separacdo, da atual distribuicdo e de flutuacbes demograficas
ocorridas para as duas espécies de aves, que atualmente apresentam distintos status de

preservacao.

Materiais e M éodos

Amostragem.-Amostras de tecido de A. bokermanni foram obtidas através de coletas

realizadas entre os meses de Maio de 2005 e Fevereiro de 2006 (Licengan® 027/2005 - IBAMA),

na porcao nordeste da Chapada do Araripe no Estado do Ceara — Brasil (lat -7.304974 / lon -
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39.302090) (Figura 1b, 1c). Os exemplares foram capturados com o uso de redes de neblina
montadas préximo as nascentes nas matas de encosta e amostras de sangue ou bulbo de penas
foram coletadas e acondicionadas em acool 70%. Amostras da espécie-irma A. galeata
provenientes de S&o Carlos (lat -22.014303 / lon -47.891112) no Estado brasileiro de S&o Paulo
(n=15) e também de Brasilia- DF (lat -15.776605 / lon -47.928118) (n=5) foram obtidas através
de intercAmbio com pesquisadores da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) e da
Universidade de Brasilia (UnB), respectivamente (Figura 1a).

Extracdo do DNA, Amplificacdo por PCR e Sequenciamento.-As amostras receberam
identificacdo de tombamento segundo critérios adotados pelo Laboratorio de Genética e Biologia
Molecular (LGMB) - UFPA, sendo acondicionadas em freezers até o momento de seu uso. O
material genético (DNA) foi extraido através de digestdo com ribonuclease por 1 hora a 37 °C,
seguido da adicdo de proteinase K por 2-4 horas (ou “overnight”) a 55 °C. O produto foi entdo
tratado com lavagens de fenol-cloroférmio e precipitacdo com isopropanol (Sambrook et al.

1989).

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi usada para a amplificagdo de trés diferentes
segmentos: parte do gene mitocondrial Citocromo B (Cyt-B) e de uma porcdo do rRNA 16S,
além de um fragmento nuclear referente ao intron-7 do Beta-fibrinogénio (17BF). Os primers para
Cyt-B utilizados no presente trabalho foram descritos por Sorenson et al. (1999): L-15560 (5 -
CCG ATA AAATCCCATTCCACCC-3)eH-16064 (5 - CTT CGA TCT TTG GCT TAC
AAG ACC - 3) e paa 16S descritos por Paumbi e a. (1991): 5'-
GCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC - 3 (L-1987) e 5- CCGGTCTGAACTCAGATCACGT -
3 (H-2609). Para obtencdo de parte do 17BF foram usados iniciadores descritos por Prychitko

and Moore (1997): FIB-BI7U (5- GGA GAA AAC AGG ACA ATG ACA ATT CAC-3) e
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FIB-BI7L (5 - TCC CCA GTA GTA TCT GCC ATT AGG GTT - 3'). Cadareagao foi realizada
paraum volume final de 25 L, contendo 4 uL da mistura dos desoxinucleotideos (1,25 mM), 2,5
uL do tampé&o da enzima Taq (10X), 1 uL de MgCl, (25 mM), 0,5 uL de cada primer (200
ng/uL), aproximadamente 80 ng do DNA total extraido, 0,25 uL da enzima Taq polimerase (5
U/uL — Invitrogen) e agua destilada estéril para completar o volume final da reagdo. As
condigdes de amplificagéo para os fragmentos do Cyt-B e do 16S foram as mesmas, consistindo
de umaetapainicial de desnaturagdo por 5 minutos a 94 °C, seguido de 30 ciclos por 30 segundos
a94 °C, 1 minuto a 55 °C e 2 minutos a 72 °C, terminando com um passo de 5 minutos a 72 °C.
Ja os segmentos do | 7BF foram obtidos com um programa de amplificacdo de 5 minutos a 94 °C,
seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 50 °C e 2 minutos a 74 °C, terminando com

um passo de 15 minutos a 74 °C para extensdo final .

Os produtos da amplificacdo foram purificados usando o kit ExoSAP-IT (Amersham
Pharmacia Biotech. Inc., UK), onde em cada aliquota de 5 uL dareacéo de PCR foi adicionada 2
uL da solucéo enzimética, sendo entdo incubados atemperatura de 37 °C por 15 minutos e depois
mais 15 minutos a 80 °C. Os purificados foram submetidos a uma nova reagdo de PCR, agora
pelo método didesoxiterminal (Sanger et al. 1977), com reagentes do kit Big Dye (ABI Prism™
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction — Applied Biosystems, USA). As reag0es de
seguenciamento foram feitas para um volume final de 10 pL, contendo 1 pL do purificado, 0.5
uL de um dos primer (concentragdo de 200 ng/uL), 3 uL do tampéo (Tris 0,4 M pH 9,0 / MgCl,
25 mM), 1 uL do mix Big Dye e 4,5 uL de &gua destilada estéril para completar o volume, sendo
submetidas a um programa de temperaturas variadas que consistiu em: 25 ciclos de 96 °C por 50
segundos, 50 °C por 5 segundos e 60 °C por 4 minutos. Reagentes ndo incorporados durante a

reacao foram eliminados através de lavagens com isopropanol. Os fragmentos génicos resultantes
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da reacdo de sequenciamento tiveram suas sequéncias nucleotidicas determinadas em um

Sequenciador Automatico ABI 377 (Perkin Elmer).

Sequéncias referentes a0 segmento da ND6/YCR/12S (Régo et a. 2010) foram também

utilizadas nesta andlise, obtidas a partir do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), com nimero de

acesso entre GQB84229 — GQ84278 (Tabela 1). Para as amostras usadas no presente trabalho que
ndo tinham sequéncias desta regido ja disponibilizadas, os segmentos foram amplificados

seguindo-se 0 mesmo protocolo adotado pel os autores citados acima.

Alinhamento das Seqiéncias e Andlise da Diversidade Genética Populacional.-As
sequéncias obtidas foram submetidas ao alinhamento mdltiplo de forma automatica pelo
aplicativo Clustal-W (Thompson et al. 1994), com parametros de penalidades sugeridos por
Schneider (2003). O arquivo gerado foi entdo convertido para o formato Fasta e transferido para
o editor de sequéncias Bioedit (Hall 1999), para inspecéo visua do alinhamento produzido e

possiveis correcdes na codificacdo das inser¢des ou del ecbes presentes.

Valores de composi¢ao nucleotidica, nimero de hapl 6tipos e de sitios polimorficos, e as
taxas de divergéncia entre as sequéncias das duas espécies foram computados usando o0 programa
MEGA versao 3.1 (Kumar et al. 2004). Utilizando os programas DnaSP (versdo 3.51; Rozas et al.
2003) e Arlequin (versdo 3.01; Excoffier et al. 2005) foram calculados os seguintes parametros
de diversidade genética: diversidade haplotipica (Nel 1987) e nucleotidica (Nei 1987) para cada
espécie e entre suas populacdes, além do indice de fixagdo (Fsr) (Weir and Hill 2002) e andlise
hierédrquica de variancia molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992). A rede de hapldtipos foi
construida pelo método dos vetores medianos para cada marcador, utilizando o programa

NETWORK (versdo 4.5; Bandelt et a. 1999).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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Com o programa Isolation with Migration (IM - Hey and Nielsen 2004), que usa teoria
da coalescéncia e método de andlise bayesiana para diferenciagdo entre processos de isolamento e
migracdo, foram estimados cinco parametros que podem afetar os nivels de diversidade genética
entre populacdes, considerando neste trabalho que cada espécie compde uma populacdo: 0ago
(nimero efetivo de A. bokermanni), 6aca (NUMero efetivo de A. galeata), Oanc (NUMero efetivo
da populacdo ancestral no periodo de separacdo das populagdes), m (m, e mp, numero efetivo de
migrantes por geracdo entre as populacdes), t (tempo de divergéncia das populacfes). A
confiabilidade da probabilidade a posteriori dos parametros foi obtida por simulacfes de cadeias
Markovianas, sendo os parametros escalados por uma taxa mutacional neutra. O procedimento
inicial objetivou realizar simulacdes até que o estado (valores) das cadeias tenham tornado-se
independentes do ponto inicial, onde foi determinado o ponto-de-corte (burn-in) que
correspondeu a 10% do nudmero de passos. Simulagdes continuaram sendo realizadas por um
longo nimero de passos (10 milhdes), enquanto medidas dos parametros foram reproduzidas e
registradas a cada hora ao longo da corrida. Convergéncia entre diferentes simulacdes sobre a
distribuicdo estaciondria foi obtida pela andlise de multiplas cadeias independentes, iniciadas em
diferentes pontos e por autocorrelacdo dos valores dos paréametros no final do curso das corridas.
No&s também adotamos o procedimento de permuta (swapping) entre multiplas cadeias aquecidas
(Metropolis coupling) para assegurar mais ainda que as distribuic¢des obtidas reflitam uma ampla
amostragem e produza uma distribuicéo estacionéria (Geyer 1992). Cada marcador molecular foi
designado segundo uma escala: 1.0 para autossomos e 0.25 para mtDNA. Por final, o programa
foi rodado com 10.000.000 de passos para que 0os menores valores de ESS (effective sample size -
Hey and Nielsen 2004) de cada parametro fossem superiores a 200. Os picos das distribuicbes
resultantes foram tomados como estimativas dos parametros (Nielsen and Wakeley 2001). Para

intervalos de credibilidade, n6s adotamos para cada parametro o intervalo de 90% das maiores
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densidades a posteriori - HPD (highest posterior densities), 0s quais sd0 os limites que incluem
90% da confiabilidade da probabilidade a posteriori dos parametros. Como forma de facilitar o
processo de interpretacdo dos pardmetros que apresentaram resultados confidvels, nos
convertemos as estimativas para unidades de mais facil andlise, segundo o sugerido para o

programa | solation with Migration (IM - Hey and Nielsen 2004, Won and Hey 2005).

Resultados

A identificac8o de cada exemplar e de seu nimero de depdsito no GenBank € apresentado
na Tabela 1. Os quatro segmentos sequienciados totalizaram 2.615 pares de bases, dos quais
1.750 sdo de marcadores mitocondriais e 865 pertencem ao segmento nuclear 17BF (Tabela 2).
N&o foi encontrado nenhum indicio de que os segmentos mitocondriais agqui obtidos fossem
copias nucleares de segmentos do genoma mitocondrial de aves - NUMTs (Quinn 1997, Régo et
al. 2010). A composicado nucleotidica das sequiéncias mitocondriais das espécies mostraram-se
bastante similares, com uma maior presenca das bases adenina e citosina, e menor de guanina, o
gue corrobora com o descrito para segmentos mitocondriais em aves (Baker and Marshall 1997,
Haring et al. 2001, Ruokonen and Kvist 2002). A grande maioria das mudancas ocorridas nos
segmentos mitocondriais foi do tipo transicdo. JA no segmento nuclear 17BF houve equilibrio
entre os tipos de mudancas ocorridas (ts/tv = 1.5), sendo a sua composi¢cao de bases composta
principalmente por contetido AT (64%).

Os niveis de diversidade genética analisadas para 0s quatro segmentos sdo apresentados
detalhadamente na Tabela 2. De uma forma geral, quando comparado os valores encontrados

para cada espécie (intraespecificos), os resultados mostraram que as duas possuem perfis de
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variabilidade genética similares para todos os marcadores. Em todos os parametros, a espécie A.
galeata apresentou valores levemente superiores aos encontrados para A. bokermanni, com
excecgao dos relatados para o fragmento do CytB (Tabela 2).

Quando comparado os niveis de diversidade genética para estimar a divergéncia entre as
populacdes das duas espécies, os resultados mostraram que a variagdo molecular dentro do
género (interespecifica) € muito similar a encontrada dentro de cada espécie (intraespecifica),
chegando em alguns marcadores a ser até menor. Em todos os marcadores, mitocondrial ou
nuclear, resultados similares apontaram para uma diferenciacdo incompleta entre as duas espécies
(Tabela 2). Através da construcao de redes de hapl 6tipos para cada marcador (Figura 2), pode-se
constatar que a maioria dos haplétipos de ata frequéncia apareceram compartilhados entre as
duas espécies, em todos os marcadores. Foram também observados hapl 6tipos Unicos para cada
espécie, mas a maioria com baixa fregliéncia e em pequeno nimero.

Os resultados do indice de fixacéo (Fsr) e da AMOVA (Tabela 3) mostraram que as duas
popul acbes apresentam indicios de diferenciacdo. Apesar de grande parte da variacdo observada
nos quatro marcadores se encontrar entre todos os individuos e ndo separada nas espécies
(populagdes), os indices de fixacdo para trés marcadores (exceto do CytB) mostraram valores que
sugerem diferenciacdo entre as duas populacbes (p<0.05), mesmo com a grande similaridade
genética e o compartilhamento de hapl 6tipos.

Com relacdo aos resultados dos parametros estimados pelo método de coalescéncia no
IM, dentre as distribuicdes obtidas (Figura 3), somente 0 Oago € O Oaca apresentaram
distribuicdes a posteriori fortemente unimodais e similares (Figura 3a e 3b, respectivamente). Ja
0 Oanc (Figura 3c) apresentou uma distribuicdo no qual os valores ndo tenderam ao zero,
impossibilitando realizar inferéncias a respeito do tamanho efetivo da populacdo ancestral, em

consequéncia de ndo se poder determinar o intervalo de confianga. Entretanto, se 0 mesmo for
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levado em consideragdo, observa-se que houve um aumento no Ne a partir da populagdo
ancestral. O gréfico da Figura 3d une as distribuigbes obtidas para as estimativas dos 0,
permitindo uma comparagdo visua dos valores. A distribuicdo para o parametro de migracdo m
(Figura 3e) mostrou valores méximos iguais a zero em ambas as direcdes (m, = migragdo da
populacéo de A. galeata para A. bokermanni; m, = migragdo da populagdo de A. bokermanni para
A. galeata), evidenciando n&o haver contribuic¢&o de migrantes entre as duas espécies. Da mesma
forma que o valor de Oanc, 0 gréfico com a distribuicdo da probabilidade a posteriori do tempo
de divergéncia entre as duas populacdes (Figur a 3f) apresentou-se de forma a ndo tocar o eixo do
X, impossibilitando realizar de forma estatisticamente confiavel a transformac&o para estimativa

de separacéo em unidade de anos.

Discussao

Diversidade genética no género Antilophia.-Mesmo apresentando coloracéo de plumagem
distintas nos machos adultos, as duas espécies do género Antilophia compartilham mais
semelhancas do que diferencas, principamente no que diz respeito a dados morfométricos,
comportamentais e reprodutivos (Marini and Cavalcanti 1993, Marini et a. 1997, AQUASIS
2006). De forma similar, nés encontramos perfis genéticos semelhantes entre as espécies de
Antilophia, apesar de outras analises mostrarem gue as popul agdes de ambas ja se encontram em
processo de diferenciacdo (Fsr e parametro de migracdo m). Inicialmente pensavamos encontrar
indices de diversidade que pudessem distinguir A. bokermanni de A. galeata, onde as duas
apresentariam também valores destoantes de variabilidade devido ao status de conservacéo atual
em gue cada uma se encontra. Contudo, marcadores com diferentes taxas evolutivas e de

diferentes origens (mitocondrial e nuclear) mostraram val ores semel hantes para as duas espécies,
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revelando também que a divergéncia que separa as duas popul agdes (interespecifica) chega a ser
em alguns marcadores menor do que a divergéncia populacional (intraespecifica).

Os valores das estimativas de maxima-verossimilhanca (MLE) e intervalos de 90% das
maiores densidades a posteriori (HPD) dos pardmetros demogréficos obtidos entre A.
bokermanni e A. galeata sGo mostrados na Tabela 4, onde nenhuma converséo dos valores dos
pardmetros foi realizada para obtencdo de estimativas em unidades de facil interpretacdo. Os
valores de MLE de 00 € 0 0aca bastante similares apontam para um valor proximo de tamanho
efetivo (Ne) entre as espécies, mas que provavelmente € um artefato de uma recente separacéo
com incompleta separacdo de linhagens dos marcadores. Com 0 Oanc € também com a
probabilidade a posteriori do tempo de separacéo das populacfes, os valores encontrados para o
HPD 90% apontaram para uma auséncia credibilidade estatistica, impossibilitando o uso do valor
MLE para conversdo. Para os parametros de migracéo (my e mp), como os valores de MLE de
ambos correspondem a zero, nos rejeitamos a hipotese da existéncia de individuos migrantes em
ambos os sentidos, ndo havendo necessidade de céalculo de taxa de migrantes populacionais. Este
altimo pardmetro aém de completar os dados do indice de fixagdo, que evidencia uma
diferenciacdo genética ja presente entre as duas espécies, sdo também apoiados pela disténcia
geogréfica que separa as duas popul agdes.

Todos estes resultados, somados a rede de hapl 6tipos, nos reportaram a um novo cenario
para a compreensdo da histéria evolutiva e da diversidade populacional, principamente da
espécie A. bokermanni. Embora morfologicamente as duas espécies sgjam diagnosticavels,
filogeneticamente as mesmas ainda apresentam mistura (intermixed) de haplétipos para os
marcadores analisados, ndo podendo ser chamados de ramos monofiléticos. Isto coincide
possivelmente com o que Omland e colaboradores (2006) denominaram de “estagios de

divergéncia’, onde duas populacdes isoladas passariam por uma série de estagios de
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diferenciacdo até que se tornem espécies vaidas com perfis moleculares bem definidos. No
presente caso, achamos que o0 evento de cladogénese que originou as duas popul aces foi muito
recente, ndo tendo havido tempo suficiente para uma completa distingdo das linhagens dos
marcadores mol ecul ares utilizados.

Embora os resultados mostrem que o tempo de separagdo entre A. bokermanni e A.
galeata ndo tenha sido suficiente para resultar em monofilia reciproca das duas, os valores do
indice de fixacdo e da andlise de taxa de migrantes obtidos com os dados moleculares séo fortes
evidéncias do processo de especiacdo em andamento. Essas informagdes somadas a aspectos
biol6gicos e ecolégicos (Coelho and Silva, 1998), como diferenciacéo do fendtipo e isolamento
geogréfico, reforcam a tese que ambas ja estdo seguindo caminhos evolutivos independentes e
gue devem continuar sendo considerados taxons validos, apesar de geneticamente ainda
compartilharem hapl 6tipos devido a separacéo incompl eta de linhagens.

No contexto de andlise da diferenciacdo das duas espécies de Antilophia, a aplicacdo do
conceito de espécie € um ponto critico, uma vez que pode interferir diretamente no processo de
conservacao das espécies estudadas. Dependendo da definicdo a ser adotada, o0 género Antilophia
pode ou ndo conter duas espécies validas. Na ornitologia, dois conceitos de espécies tém sido
mais amplamente utilizados (o biol6gico e o filogenético), apesar de ambos apresentarem
conflitos de definicdo e serem extremamente polarizados (Aleixo 2007). Contudo, dentro de uma
nova perspectiva, surgiu o conceito filético geral de espécie (CFGE) (de Queiroz 1998), como
uma sintese de diferentes conceitos, e adotando critérios ao invés de conceitos para definicéo de
espécie, onde 0 componente temporal passou a ocupar um importante papel no seu entendimento
(Aleixo 2007). Aqui preferimos adotar o CFGE na avaliacdo das duas espécies de Antilophia.
Mesmo sabendo que o critério de monofilia para dados moleculares ndo se aplicou entre as duas

espécies, a avaliacdo da diagnose por outros caracteres (plumagem, vocal) e a importancia dada
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para a atual auséncia do fluxo génico, nos faz aceitar que ambas sdo segmentos de linhagens
evolutivas de nivel populacional separadas por um evento de cladogénese, no qual o fator
temporal ainda ndo permitiu a completa distingdo em alguns marcadores molecul ares.

Passando para uma andlise comparativa dos valores de diversidade genética encontrados
em Antilophia com outros estudos, algumas consideragoes devem ser feitas. O caso de A.
bokermanni pode ser considerado atipico, uma vez que sua populacéo ainda engloba grande parte
da variabilidade também encontrada em sua espécie-irmd, mesmo estando em situacdo de
reduzido numero populaciona e restrita érea de ocorréncia. Assim, mesmo estando na lista das
espécies mais ameacadas do planeta (IUCN 2008), A. bokermanni possui um nivel moderado de
diversidade, sendo bem mais elevado quando comparado ao de outras espécies ameacadas
(Questiau et al. 1998, Groombridge et al. 2000, Asai et al. 2006, Lopes et a. 2007).

Tanto no que diz respeito aos niveis de variabilidade, quanto no calculo do Ne, cuidados
especiais devemn haver no momento das interpretacdes desses dados para A. bokermanni. Apesar
de possuir niveis de variabilidade considerados bons para uma espécie ameacada, uma popul acéo
com as caracteristicas desta ave sempre estara mais susceptivel a processo de perda de potencia
evolutivo, devido a processos como deriva genética, endogamia e principalmente pela acéo
antropica. Assim, efeitos deletérios de uma pequena populacdo restrita a uma limitada area de
ocorréncia com problemas de perda de habitat devem estar constantemente sendo monitorados.
Manter os niveis de diversidade genética é uma das medidas necessarias para garantir a
capacidade de perpetuacéo desta ave, sendo fortemente sugerido para o seu plano de conservacéo.
Quanto ao célculo do tamanho efetivo populacional de A. bokermanni através de dados
moleculares, tal variante esta sobre influéncia direta do processo incompleto de linhagens.
Conseguentemente, o Ne obtido sera referente ao “pool” génico de ambas as espécies, uma vez

gue A. bokermanni compartilha os niveis de diversidade de A. galeata.
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Separacdo Incompleta de Linhagens em Antilophia.-Em algumas circunsténcias, a
separacdo incompleta de linhagens pode ser confundida com eventos de introgressdo
mitocondrial (Morando et al. 2004, McGuire et al. 2007). Contudo, essa duvida pdde ser
eliminada utilizando concomitantemente marcadores nucleares, assim como pela ata
probabilidade deste processo ocorrer em especiagdes recentes, onde a bifurcacéo da arvore génica
acontece antes do evento de separacdo das espécies (Avise 2000, Takahashi et al. 2001). Quando
presente em estudos moleculares, o incomplete lineage sorting pode confundir inferéncias
filogenéticas e estudos populacionais (Leaché and McGuire 2006, McGuire et a. 2007),
dificultando o processo de identificagdo de taxons validos. Contudo, se 0s sinais deste processo
sd0 reconhecidos, sua ocorréncia pode proporcionar informacdes de eventos evolucionarios que
ndo poderiam ser detectados com outros dados (McGuire et al. 2007).

A utilizacdo de marcadores mitocondriais e nuclear permitiu a confirmacéo do fenémeno
de incompl ete lineage sorting no género Antilophia, em despeito de seu perfil fenotipico e de sua
distribuicdo geogréfica distinta. As redes de hapltipos encontradas para 0s quatro marcadores
também apGiam o processo de separacdo incompleta dos mesmos, reforcando a hipotese de
recente separacdo, na escala de tempo evolutivo. Esse compartilhamento de haplétipos
impossibilitou a determinacéo da estimativa do tempo de separacéo entre as espécies através do
calculo da probabilidade a posteriori do parametro t no programa IM, umavez que a distribuicéo
encontrada (Figura 3f) ndo apresentou base estatistica para sua aplicacéo.

No caso apresentado neste trabalho, todos os marcadores moleculares mostraram o
mesmo perfil, apesar de suas diferentes taxas evolutivas. Desta forma, outro aspecto importante é
ressaltado ao tentar mostrar que este perfil de semelhanca molecular € o resultado de um processo
de separacdo recente. Segundo a definicéo de espécie aqui adotada (CFGE - de Queiroz 1998),

estas espeécies estariam passando por um segundo momento temporal ho processo de especiacao
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(denominado T2), no qual vérias geracdes ja se passaram apos a cladogénese, as duas popul acbes
ja fixaram diferencas em alguns caracteres e o fluxo genético pode estar interrompido (Aleixo
2007). Neste momento também € possivel que ainda exista compatibilidade reprodutiva
(invalidando o conceito de espécie bioldgica - Mayr 1982) e sendo filogeneticamente muito
proximas, 0 que no presente caso mostra ainda uma monofilia incompleta (rejeitando o conceito
de espécie filogenética - Cracraft 1983).

Cenério Biogeografico.-A distribuicdo atual de A. galeata e A. bokermanni (Figura 1a)
mostram algumas peculiaridades em comum, apesar de estarem inseridas em biomas distintos.
Em ambas as espécies observa-se uma forte dependéncia a ambientes de floresta ou mata, com a
presenca obrigatoria de fontes de agua corrente (AQUASIS 2006). No caso de A. galeata, mesmo
estando distribuida somente no bioma Cerrado que se caracteriza por ser predominantemente
areas de savanas tropicais, sua ocorréncia limita-se as matas ciliares junto a corregos. De forma
similiar, mas localizada dentro do bioma Caatinga que se caracteriza por ser um ambiente mais
seco com vegetacdo predominantemente xerdéfila, encontra-se A. bokermanni na encosta de uma
chapada. Seu habitat, diferentemente do que acontece nas areas de caatinga, € formado por uma
vegetacdo de mata Umida remanescente na encosta, mantida por conta da dindmica
hidrogeol 6gica da Chapada do Araripe, que favorece o aparecimento de nascentes em sua por¢ao
norte-oriental (AQUASIS 2006).

Trabalhos relacionados a biogeografia dos biomas de ocorréncia das duas espécies ainda
S80 escassos, apesar de serem reconhecidas como importantes areas sul-americanas de
endemismo de diversos grupos de organismos (Cracraft 1985, Haffer 1985, Sampaio 1995, Stotz
et a. 1996, Pennington et al. 2000, OImos et al. 2005). Flutuagdes climaticas-vegetacionais do
Periodo Quaternario teriam possibilitado o aumento da biodiversidade, principalmente no

Cerrado, através do intercambio entre biomas adjacentes (Silva 1995). Espécies amazonicas e
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atlanticas teriam expandido seus territorios para o Cerrado durante os periodos Umidos, seguindo
a expansdo das matas de galeria (Silva 1995), enquanto que espécies da Caatinga e Chacos teriam
colonizado o Cerrado durante periodos secos do Quaternario (Pennington et al. 2000). Mas foi o
trabalho de padrdes biogeogréficos do bioma Cerrado realizado por Silva and Bates (2002), que
possibilitou um maior entendimento do assunto para diversos grupos de organismos, mas tendo
como foco principal as aves. Através de estudos com espécies endémicas que possuissem
espécies-irmas em outros biomas, como foi 0 caso do género Antilophia, avaliou-se a relacéo
entre seu ambiente vegetacional ocupado (florestal ou néo florestal) e tempo de evolucdo dos
grupos (neoendémicas — sugiram antes da transicdo Plioceno-Pleistoceno; ou paleoendémicas -
originardas antes deste periodo). Como resultado, observou-se que a maior parte das espécies
florestais (caso da Antilophia) eram neoendémicas, apoiando a hipétese de Cole (1986) que
sugere que dentro do Cerrado, a vegetacdo de savana é mais velha que a floresta, baseando-se em
informagdes geomorfoldgicas (Silva and Bates 2002). Segundo estes mesmos autores, existiu em
algum momento da histéria geol6gica da Terra, uma conectividade entre o Cerrado e savanas ao
Norte da América do Sul devido a similaridade biética. Neste cenario, as savanas sul-americanas
teriam seus territorios expandidos e retraidos durante ciclos climéticos do Quaternario, sendo este
um dos mais importantes fatores que direcionou os processos de especiacao.

Fazendo associacdo das informacdes descritas para o Cerrado com o ambiente onde se
encontra A. bokermanni, ressalta-se duas informagdes que permitem hipotetizar uma antiga
conectividade. O primeiro vem do fato de que no ato da Chapada do Araripe - CE, a estrutura
vegetacional predominante € o denominado Cerradédo, uma variacao fisiondmica e de composicao
do Cerrado (Eiten 1972, Ribeiro and Walter 1998), que caracteriza-se por possuir uma densidade
maior de arvores altas, com o dossel completamente fechado. Outro ponto reside nas hipoteses de

conectividade entre as areas de savana na América do Sul (Silva and Bates 2002). Dentre as trés
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hipéteses avaliadas pelos autores, a de um Corredor Costeiro (pelo litoral) foi o que apresentou
maior numero de evidéncias através do legado deixado pelo padrdo de distribuicdo de alguns
géneros de aves.

Assim, durante eventos paleocliméticos-vegetacionais ocorridos no Quaternério, 0s
periodos secos teriam permitido o avanco do Cerrado, com provével expansdo também das matas
de galeria. Em agum momento deste periodo, a populacdo ancestral das duas espécies de
Antilophia teria ocupado uma extensdo bem maior do que a atual, englobando inclusive éreas
onde se encontra a encosta da Chapada do Araripe. Ent&o, apds o ultimo evento de retracdo do
Cerrado, uma separacao fisica, recente na escala de tempo geol 6gica, teria isolado uma popul agéo
as matas de encosta. Uma populacdo que mesmo isolada a uma restrita &rea e com um pequeno
tamanho populacional, aparentemente ndo sofreu processos de perda de variabilidade genética,
como os provocados por gargalos-de-garrafa (bottleneck) ou efeito-fundador. O aparecimento de
um fendtipo distinto deve ter ocorrido em um segundo momento apds o evento de cladogénese,
onde por conta da peculiaridade de uma selecéo sexua atuante na espécie e também devido ao
reduzido tamanho populacional, possibilitou a fixacdo de um novo carater morfologico
expressado nos machos adultos.

A tentativa de se estimar o tempo de separacdo das duas popul agdes através do calculo da
probabilidade a posteriori do paréametro t foi impossibilitada por falta de suporte estatistico. Por
ndo termos uma garantia nos valores de HDL 90%, o valor encontrado de MLE néo se tornou
confiavel. Contudo, andlises preliminares utilizando somente marcadores CytB e |7BF (dados
ndo apresentados) apontaram para uma separacdo entre 45 a 70 mil anos atréas. Esses valores
apontam para uma separacdo ocorrida no Pleistoceno Superior. Segundo dados palinoldgicos e
palioclimaticos disponivels, um periodo de seca teriam acontecido anteriormente a 60.000 anos

paraaregido central do Brasil (Ledru et al. 1996), que coincide com evidéncias no testemunho de



58

gelo Vostok (Antartida) que apontam para um periodo de frio e com baixos teores de CO;

atmosférico (Suguio 1999).
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Tabela 1. Lista das espécies analisadas com o codigo de identificacdo de cada exemplar e o

nimero de acesso do GenBank para 0s quatro segmentos analisados.

Espécie (nimero de Cdédigo de Cyt-B 16S ND6/YCR/12S | 7BF
amostras) I dentificacdo
A. bokermanni (n = 20)
AboCCAO01 XXXX XXXX GQB849233** XXXX
AboCLUO3 XXXX XXXX XXXX XXXX
AboCLUO5 XXXX XXXX XXXX XXXX
AboCPI03 XXXX XXXX XXXX XXXX
AboCPI04 XXXX XXXX XXXX XXXX
AboBMEO1 XXXX XXXX GQ849237** XXXX
AboBMEO2 XXXX XXXX GQ849238** XXXX
AboBCEO2 XXXX XXXX GQ849240* * XXXX
AboBFAO1 XXXX XXXX GQ849241** XXXX
AboBFA02 XXXX XXXX GQ849242** XXXX
AboBRMO1 XXXX XXXX GQ849244* * XXXX
AboBSR02 XXXX XXXX GQ849247** XXXX
AboBSR03 XXXX XXXX XXXX XXXX
AboBSR04 XXXX XXXX XXXX XXXX
AboBCRO1 XXXX XXXX XXXX XXXX
AboMHEQO2 XXXX XXXX GQ849251** XXXX
AboMFUO1 XXXX XXXX GQ849252** XXXX
AboMFU02 XXXX XXXX GQB849253* * XXXX
AboMFUO3 XXXX XXXX GQ849254** XXXX
AboMFU04 XXXX XXXX XXXX XXXX
A. galeata (n = 20)
Aga39 EF633389* EF633343* GQ849259** XXXX
Agad0 XXXX XXXX GQ849260* * XXXX
Agadl EF633390* EF633344* GQ849261** XXXX
Agad2 XXXX XXXX GQ849262* * XXXX
Aga43 XXXX XXXX GQ849263** XXXX
Aga78 XXXX XXXX GQ849265* * XXXX
Agal3l XXXX XXXX GQ849266* * XXXX
Agal3d XXXX XXXX GQB849267** XXXX
Aga410 XXXX XXXX GQ849268* * XXXX
Agad54 XXXX XXXX GQ849269* * XXXX
Agab19 XXXX XXXX GQ849270* * XXXX
Agab45 XXXX XXXX GQ849271** XXXX
Agab21 XXXX XXXX GQ849272** XXXX
Agab39 XXXX XXXX GQB849273** XXXX
Aga76l XXXX XXXX GQB849274** XXXX
Agar95 XXXX XXXX GQ849275** XXXX
Agad22 XXXX XXXX GQB849276* * XXXX
Agad06 XXXX XXXX GQB849277** XXXX
Agal010 XXXX XXXX GQ849278** XXXX
Agall30 XXXX XXXX XXXX XXXX

* Seqiiéncias obtidas do trabalho de Régo e colaboradores (2007)
** Seguiéncias obtidas do trabalho de Régo e colaboradores (2010).



Tabela 2. Valores dos indices de diversidade genética para os quatro fragmentos analisados, dentro de

cada espécie e entre as espécies do género Antilophia.
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indice/ Marcador Molecular A. bokermanni A. galeata A. bokermanni
X A. galeata
Sitiosvariaveis/ total
16S 2/517 4517 4517
CytB 71425 71425 817425
ND6/YCR/12S 8/788 10/ 788 12/788
|7BF 6/865 9/865 12/ 865
NUmero médio de diferencas
16S 0.984 + 0.591 1.847 + 0.891 1.536 + 0.638
CytB 2.758 + 1.524 1.754 + 1.061 2.311+1.292
ND6/YCR/12S 3416 + 1.145 3.816 + 1.172 3.930+ 1.244
I7BF 1.184 + 0.586 1.932 + 0.762 1.820 + 0.740
Diversidade nucleotidica
16S 0.0019 + 0.0008 0.0036 + 0.0019 0.0030 + 0.0013
CytB 0.0065 + 0.0040 0.0041 + 0.0028 0.0054 + 0.0034
ND6/¥YCR/12S 0.0043 + 0.0025 0.0049 + 0.0031 0.0048 + 0.0028
|7BF 0.0013 + 0.0009 0.0022 + 0.0013 0.0020 + 0.0011
NuUmer o de hapl6tipos
16S 4 8
CytB 6 6
ND6/YCR/12S 7 7 13
I7BF 5 8 11
Diversidade haplotipica
16S 0.626 + 0.097 0.805 + 0.051 0.778 + 0.038
CytB 0.842 + 0.039 0.811 + 0.047 0.871 + 0.020
ND6/YCR/12S 0.768 + 0.080 0.868 + 0.032 0.865 + 0.040
I7BF 0.695 + 0.070 0.863 + 0.048 0.819 + 0.039
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Tabela 3. Andlise de Variagio Molecular (AMOVA) e indice de Fixac8o (Fsr) com as popul agdes das duas espécies do género Antilophia, para os quatro

marcadores seqlienciados.

CytB 16S ND6/YCR/12S I7BF
Fonte da Variacdo % de Variagéo Fsr % de Variagéo Fsr % de Variagéo Fsr % de Variacéo Fsr
Entre Popul agbes 4.64 0.04640 * 14.19 0.1419 ** 7.70 0.07701 ** 14.40 0.14401 **
Dentro da Populagéo 95.36 85.81 92.30 85.60

* Vaor ndo-significante (p > 0.05)
** Vaor significante (p < 0.05)
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Tabela 4. Estimativas de maxima-verossimilhanca (MLE) e intervalos de 90% das maiores densidades a posteriori (HPD) dos paréametros demogréficos

obtidos no IM entre A. bokermanni e A. galeata, usando os quatro marcadores moleculares.

A. bokermanni X A. gal eata eABO GAGA eANC ms mo t
MLE 4.8022 5.1002 0.7908 0.0050% 0.00502 1.3150
HPD 90% 24188 —8.8823 2.7392-9.3866 0.0115?-21.2144? 0.0050-3.0805 0.0050—-2.5550 0.3250?—9.04507

& Os valores de estimativa de m; e my, apresentam-se no menor limite de resolucao, correspondendo ao primeiro ponto na escala de probabilidade, sendo
igual azero.

? Distribuices onde os intervalos de confiabilidade ndo podem ser confirmados devido aos valores ndo tocarem o eixo X no grafico de probabilidade a
posteriori.
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Legenda das Figuras

Fig 1. Areade ocorréncia de A. bokermanni e A. galeata. (8) Posicionamento dos dois
pontos de obtencdo de amostras A. galeata (estrelas) dentro de sua &rea de ocorréncia
(b) Posicionamento da area de ocorréncia de A. bokermanni dentro na Chapada do
Araripe - CE. (c) Imagem detalhada da extensdo das matas de encosta que
correspondem a area de distribuicdo de A. bokermanni, onde foram redlizadas as

coletas de amostras (modificada de Régo et a. 2010 - prelo).

Fig 2. Rede de hapl étipos encontrado entre A. bokermanni e A galeata para os quatro
marcadores. (a) 16S; (b) CytB; (c) ND6/YCR/12S; (d) I7BF. Os hapldtipos sdo
representados por circulos, sendo o seu tamanho proporcional a sua frequéncia. Cor
branca corresponde a amostras de A. bokermanni e cor preta a amostras de A. galeata.
Os tragos representam uma Unica mutagdo, com excecdo dos mais longos que
possuem o nimero correspondente de mutagdes. Os simbolos “mv” correspondem a

vetores medianos que representam hapl 6tipos ndo amostrados.

Fig 3. Distribuicdo da probabilidade a posteriori dos parametros estimados a partir do
IM, utilizando os quatro marcadores populagdes com escala para taxa mutaciona
neutra. (@) Oago, (b) Baca € (C) Banc correspondem aos tamanhos efetivos de A.
bokermanni, de A. galeata e da populagdo ancestral, respectivamente; (d) sdo os trés
parémetros anteriormente descritos juntos em um Unico gréfico; (€) my e my
representam a escala do nimero efetivo de migrantes por geracdo entre as popul acoes;

(f) t € aescala de tempo de divergéncia das popul agoes.
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CAPITULO 3

VARIABILIDADE DO GENE RECEPTOR DA MELANOCORTINA-1 (MC1R) NAO
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Péricles S. Régo, Juliana Araripe, Weber A. G. Silva, Fernando M. d"Horta, Iracilda Sampaio

& Horacio Schneider



76

Variabilidade do gene MC1R em Antilophia

VARIABILIDADE DO GENE RECEPTOR DA MELANOCORTINA-1 (MC1R) NAO
EXPLICA DIFERENCASNO PADRAO DE PLUMAGEM ENTRE Antilophia

bokermanni E Antilophia galeata

Péricles S. R&go™*°, Juliana Araripe’, Weber A. G. Silva®, Fernando M. d"Horta’, Iracilda

Sampaio® & Horacio Schneider”

! nstituto de Estudos Costeiros, Universidade Federal do Para, Braganca, Pard, Brasil;

“Centro de Ciéncias Naturais, Universidade Estadual do Maranh&o, S&o L uis, Brasil;
3Associacso de Pesquisa e Preservacdo de Ecossistemas Aquéticos, Fortaleza, Brasil;
“Instituto de Biociéncias, Universidade de S3o Paulo, Brasil.

°Enderego para contato: Laboratério de Genética e Biologia Molecular, Campus Universitério
de Braganca, Universdade Federal do Pard, Braganca-PA, 68600-000, Brasil. E-mail:

periclessena@yahoo.com.br



77

Resumo

A grande variedade de cores e padrdes de plumagens das aves representa um
importante mecanismo no processo de especiacdo deste grupo. Atualmente, sabe-se que parte
da variagéo de cor da plumagem dentro e entre espécies possui um forte componente genético.
Neste contexto, o gene receptor melanocortina-1 (MC1R) tem sido 0 marcador génico mais
testado devido ao seu reconhecido papel nos padrdes melénicos de plumagem. Estudos com
diferentes espécies de aves selvagens tém mostrado pontos de associagdes entre mudangas
ndo-sinbnimas no gene MCIR e a presenca de variagbes melanicas. O género Antilophia
pertencente a familia dos piprideos € formado apenas por duas espécies de aves. A. galeata e
A. bokermanni. A principal diferenca morfol dgica entre estas duas espécies esta na coloragdo
da plumagem dos machos adultos, sendo a primeira predominantemente de cor preta,
enguanto que a Ultima a cor branca é dominante. Neste trabalho nés objetivamos conhecer o
processo de evolugdo do principal caréter que distingui as duas espécies do género Antilophia,
investigando a possibilidade de associar mutagdes existentes no marcador MC1R com os dois
diferentes padrfes de plumagem encontrados neste género. Foram analisadas cerca de 700
pares de bases do fragmento do gene MC1R em representantes das duas espécies e
comparadas as variagdes nucleotidicas observadas. Os resultados mostraram seis pontos de
variacao, resultando em sete hapl6tipos distintos, mas que ndo obedeceram a um padréo de
distingéo entre as duas espécies quando associado a plumagem de ambas. Cinco substituicdes
foram ndo-sindnimas entre 0s sitios analisados, mas ndo refletiram mudancas nos fendtipos,
levando-nos a concluir que no género Antilophia, outro mecanismo de controle da expresséo

dos padrdes de cores nas penas entre as duas espécies esteja atuando.

Palavras-chave: Antilophia, MC1R, plumagem, variagdo genética.
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A grande variedade de cores e padrdes de plumagens das aves tem sempre atraido a
atencéo de pesquisadores em diversas areas da biologia, em especial na ecologia e evolugéo.
A coloracdo da plumagem pode estar relacionada a selecdo natural e sexual, diferenciacédo
geogréfica, evolucdo de polimorfismo, representando desta forma um importante mecanismo
na especiacdo de aves (Price 1998, Mundy 2005). Espécies proximamente relacionadas
podem diferir grandemente neste cardter (Omland and Lanyon 2000), sugerindo uma
evolucdo mais rgpida do que em outros tracos morfol 6gicos. Sabe-se que parte da variagédo de
cor da plumagem dentro e entre espécies possui um forte componente genético (Mundy
2005), porém, o entendimento do mecanismo genético envolvido ainda permanece pouco
conhecido, principalmente para espécies selvagens. Grande parte do conhecimento genético a
respeito da pigmentacéo das penas em aves tem sido realizada com galinhas (Takeuchi et al.
19964, Takeuchi et al. 1996b).

Somente apds alguns anos do advento da tecnologia do DNA recombinante foi que
alguns grupos de pesquisa comecaram a explorar as adaptacdes fenotipicas ocorridas na
natureza em organismos ndo-model os. Dentre os padrdes de coloragdo observados em aves, 0
polimorfismo de plumagem melanica é encontrado de forma independente em algumas
familias (Le Corre 1999, Baido et al. 2007), sendo similarmente relatado em outros grupos de
vertebrados, como mamiferos e répteis (Andersson 2003, Eizirik et a. 2003, Hoekstra et al.
2004, Rosenblum et al. 2004). O melanismo em aves tem sido relacionado com vérias funcbes
ecoldgicas adaptativas, incluindo protegcdo fisica, protecdo contra parasitas, camuflagem e
uma variedade de sinalizagdes visuais (Mundy 2005).

Neste contexto, o gene receptor melanocortina-1 (MC1R) tem sido 0 marcador génico
mais testado devido ao seu reconhecido papel nos padrdes melénicos de plumagem (Takeuchi
et a. 1996b, Kerje et a. 2003), bem como na pelagem de outros vertebrados (Andersson

2003, Eizirik et al. 2003, Hoekstra et a. 2004). Este é responsavel pela codificacdo da
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proteina MCI1R, a qual é expressa nos melandcitos das penas e pélos em desenvolvimento,
realizando um importante papel no controle da sintese de melanina (Cone et al. 1996, Jackson
1997). A proteina MC1R € uma proteina-G receptora com sete dominios transmembranicos, a
qual é ativada pelo hormbnio estimulador de melandcitos (MSH). A alta atividade da proteina
MCI1R aumenta a producéo de eumelanina (responsavel pela cor preta ou marrom), enquanto
gue sua baixa atividade estimula a producéo de pheomelanina (responsavel pela cor amarela
ou vermelha) (Garcia-Barron et a. 2005). Mutactes no gene da MC1R causando um aumento
na atividade receptora sdo dominantes e associados com coloragdo preta, enquanto mutacoes
provocando perda de funcdo sdo recessivas e associadas com fendtipos amarelos ou
vermelhos (Kerje et al. 2003). Em aves, o MC1R foi primeiro clonado em galinhas (Takeuchi
et a. 19964) e posteriormente, um ponto de substituicdo ndo-sinbnima no gene foi encontrado
e associado com o melanismo em exemplares desta espécie (Takeuchi et al. 1996b).

O primeiro caso de variagdo no gene MCIR associada com melanismo em uma ave
selvagem foi relatado para um pequeno péssaro tropical, Coereba flaveola (Theron et al.
2001). Esta espécie possui dois morfotipos baseados na coloracéo predominante da plumagem
(preto e amarelo), tendo sido encontrado uma perfeita associacdo entre uma variacéo
provocada por uma mutagdo ndo-sindnima no gene da MC1R e as duas variagdes fenotipicas.
Posteriormente, outros trabalhos com aves selvagens encontraram outros pontos de
associagfes entre mudangas ndo-sindbnimas na MCI1R e a presenca de variagdes melanicas
(Mundy et a. 2004, Doucet et a. 2004, Baido et a. 2007). Neste contexto, também j& foram
relatados casos em que mais de um ponto de mutagdo pode ser relacionado aos padrdes de
coloracdo fenotipicos, podendo a mutagdo ocorrer no mesmo sitio e a0 mesmo tempo em
espécies de aves ndo relacionadas (Baido et a. 2007). Contudo, nos ultimos anos um nimero
crescente de trabal hos tem mostrado que nem sempre variagoes da sequéncia da MC1R podem

ser associadas a padrdes de coloragéo distintos em aves (MacDougall-Shackleton et al. 2003;
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Cheviron et al. 2006, Haas et al. 2009), devendo haver outras regides génicas ou mecanismos
de regulacdo envolvidos com esta caracteristica.

O género Antilophia (Reichenbach 1850) pertence a familia dos manakins (Pipridae,
Passeriformes), formada por passaros neotropicais que se destacam por seus comportamentos
de exibicdo no periodo reprodutivo e pela variedade de cores de suas plumagens,
principalmente nos machos (Ridgely and Tudor 1994, del Hoyo et al. 2004). Este género &
formado apenas por duas espécies. Antilophia galeata (Lichtenstein, 1823) e Antilophia
bokermanni (Coelho and Silva 1998), cuja principa diferenca que distingue as duas esta na
coloragdo da plumagem dos machos adultos, sendo A. galeata predominantemente de cor
preta, enquanto que A. bokermanni apresenta a cor branca dominante (Coelho and Silva 1998)
(Figura 1). A distribuicdo atual das duas espécies é do tipo alopétrica, onde o ponto mais
proximo dista cerca de 300 km (Figura 2), diminuindo as chances de contatos secundarios
entre ambas. Em diversas outras caracteristicas, as duas espécies sao bastante similares
(vocalizagdo, dimensdes morfométricas, comportamentos reprodutivos) (Marini and
Cavalcanti 1993, Marini et a. 1997, Coelho and Silva 1998, AQUASIS 2006). Mais
recentemente, andlises de diversidade molecular utilizando um marcador mitocondrial
mostraram que o perfil genético de ambas as espécies de Antilophia sdo muito parecidos, ndo
tendo sido possivel a distingdo entre as duas (Régo et al. 2010). Segundo estes autores, a
mistura de hapl6tipos observada entre as espécies seria um artefato de uma separacéo
incompleta de linhagens por conta de um recente processo de especiacao.

Assim, com o intuito de melhor conhecer o processo de evolugdo do principa caréter
que distingui as duas espécies do género Antilophia, nos avaliamos o nivel de diferenciacéo
genética encontrada nas sequéncias do gene MCIR para ambas as espécies, investigando a
possibilidade de associar as mutagOes existentes neste marcador com os dois diferentes

padrbes de plumagem encontrados neste género. Buscamos também verificar se o padréo de
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variabilidade e diferenciacdo encontrado para este marcador coincide ou ndo com o ja descrito

para marcadores mitocondriais e nucleares entre as duas espécies.

Materiais e M étodos

Amostragem.-Amostras de tecido de A. bokermanni foram obtidas através de coletas
realizadas, na por¢do nordeste da Chapada do Araripe no Estado do Ceara — Brasil (lat -
7.304974 / lon -39.302090) (Figura 2). Os exemplares foram capturados com o0 uso de redes
de neblina e amostras de sangue ou bulbo de penas foram coletadas e acondicionadas em
dcool 70% (Licenca n° 027/2005 - IBAMA). Amostras da espécie-irmd A. galeata
provenientes de Sdo Carlos (lat -22.014303 / lon -47.891112) no Estado brasileiro de Séo
Paulo (n=9) e de Brasilia (lat -15.776605 / lon -47.928118) (n=5) no Distrito Federal foram
obtidas através de intercdmbio com pesquisadores da Universidade Federal de So Carlos
(UFSCar) e da Universidade de Brasilia (UnB), respectivamente (Figura 2).

Extracédo do DNA, Amplificacdo por PCR e Sequenciamento.-As amostras receberam
identificacdo de tombamento segundo critérios adotados pelo Laboratorio de Genética e
Biologia Molecular (LGMB) - UFPA, sendo acondicionadas em freezers até o momento de
seu uso. O material genético (DNA) foi extraido através de digestdo com ribonuclease por 1
hora a 37 °C, seguido da adicdo de proteinase K por 2-4 horas (ou “overnight”) a 55 °C. O
produto foi ent&o tratado com lavagens de fenol-cloroférmio e precipitacdo com isopropanol
(Sambrook et al. 1989).

Para obtencdo de parte do gene MCIR, reacdes de PCR para cada exemplar foram
realizadas utilizando os seguintes primers descritos por Cheviron e colaboradores (2006):
[corMSHR9 (5" - CTG GCT CCG GAA GGC RTA GAT - 3) elcorMSHR72 (5° — AYG

CCA GYG AGG GCA ACC A - 3). Este fragmento-alvo corresponde as bases entre 70-880
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do gene MCI1R de galinha (Kerje et a. 2003), o qual inclui todos os sitios previamente
associados com fendtipos melanicos em aves. Cada reacéo foi realizada para um volume final
de 25 uL, contendo 4 uL da mistura dos desoxinucleotideos (1,25 mM), 2,5 uL do tamp&o da
enzima Taq (10X), 1 uL de MgCl; (25 mM), 0,5 uL de cada primer (200 ng/ulL),
aproximadamente 50 ng do DNA total extraido, 0,25 puL daenzima Taq polimerase (5 U/uL —
Invitrogen) e agua destilada estéril para completar o volume final da reagdo. As condicdes de
amplificagdo para o fragmento do MCI1R foram as mesmas descritas por Cheviron e
colaboradores (2006), consistindo de uma etapainicial de desnaturacdo por 2 minutos a 94 °C,
seguido de 35 ciclos por 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 62,5 °C e 90 segundos a 72 °C,
terminando com um passo de 5 minutos a 72 °C.

Os produtos da amplificagdo foram purificados usando o kit EXoSAP-IT (Amersham
Pharmacia Biotech. Inc., UK), onde em cada aiquota de 5 uL da reagdo de PCR foi
adicionada 2 pL da solugdo enzimética, sendo ent&o incubados a temperatura de 37 °C por 15
minutos e depois mais 15 minutos a 80 °C. Os purificados foram submetidos a uma nova
reacdo de PCR, agora pelo método didesoxiterminal (Sanger et al. 1977), com reagentes do kit
Big Dye (ABI Prism™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction — Applied
Biosystems, USA). As reagOes de sequienciamento foram feitas para um volume final de 10
puL, contendo 1 puL do purificado, 0.5 pL de cada um dos primers, separadamente
(concentracéo de 200 ng/uL), 3 uL do tampéo (Tris 0,4 M pH 9,0 / MgCl, 25 mM), 1 uL do
mix Big Dye e 4,5 uL de &gua destilada estéril para completar o volume, sendo submetidas a
um programa de temperaturas variadas que consistiu em: 25 ciclos de 96 °C por 50 segundos,
50 °C por 5 segundos e 60 °C por 4 minutos. Reagentes n&o incorporados durante a reago
foram eliminados através de lavagens com isopropanol. Os fragmentos génicos resultantes da
reacdo de seqUenciamento tiveram suas sequéncias nucleotidicas determinadas em um

Sequenciador Automaético ABI 377 (Perkin Elmer).
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As seqgiiéncias obtidas foram submetidas ao alinhamento multiplo de forma automética
pelo aplicativo Clustal-W (Thompson et a. 1994), com parametros de penalidades sugeridos
por Schneider (2003). O arquivo gerado foi entdo convertido para o formato Fasta e
transferido para o editor de sequéncias Bioedit (Hall 1999), para inspecdo visual do
alinhamento produzido e possiveis correces na codificacdo das insercdes ou delecdes
presentes. NOs codificamos individuos como heterozigotos no caso de picos duplos serem

confirmados nos cromatogréficos, em ambas as fitas. Todas as sequéncias geradas neste

-

estudo foram depositadas no GenBank (www.nchi.nlm.nih.gov), com numero de acesso de

XXXX —XXXX (Tabela 1).

Andlise Genética-As sequéncias obtidas foram posteriormente alinhadas com
sequéncias de MCI1R existentes no GenBank referentes as espécies. Lepidothrix coronata
(nimero de acesso DQ388308 e DQ388310), Lepidothrix serena (DQ388331) e Gallus gallus
(NM_001031462), com o objetivo de confirmar o posicionamento do fragmento amplificado
e comparar a traducdo para sequéncia de aminoacidos, além de examinar a existéncia de
codons de parada e indels que sdo indicativos de pseudogenes. Esta andlise comparativa
também possibilitou a identificagdo dos sitios de variagdo nucleotidica que ja foram
previamente associados com a plumagem melanica em aves.

A associagdo dos morfotipos para plumagem que caracterizam cada espécie com 0s
sitios variaveis encontrados foi realizada através de interpretacdo visual do alinhamento das
seguéncias. Utilizando o programa DnaSP (versdo 3.51; Rozas et a. 2003) foi calculado o
pardmetro de diversidade nucleotidica (Nel 1987) para cada espécie. Rede de hapl 6tipos foi
construida pelo método dos vetores medianos, utilizando o programa NETWORK  (versdo
4.5; Bandelt et al. 1999). N6s também testamos a existéncia de selegdo sobre o gene MC1R
através do célculo do pardmetro estatistico Tgjima's D (Tgiima 1999) usando o programa

DnaSP (versdo 3.51).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Resultados

Um total de 702 pares de bases foram sequienciados para o gene da MCI1R de 16
exemplares de A. bokermanni e 14 de A. galeata, correspondendo as posicoes 156 a 858 do
gene MCIR de G. gallus (Kerje et al. 2003). A regido sequenciada engloba todos os sitios
variaveis onde ja foram confirmados a relacdo com distintos padrdes melanicos de coloragéo
em aves. Cerca de 99% dos sitios analisados foram similares entre as duas espécies do género
Antilophia. Esta similaridade foi menor quando comparado com as sequéncias das espécies
Lepidothrix serena e L. coronada, pertencentes a mesma familia (97 e 96%, respectivamente),
e mais baixa quando comparado com a de G. gallus (89%), todas obtidas do GenBank.

Seis sitios foram variaveis dentro das sequiéncias das duas espécies, resultando em um
total de seis alelos para o gene MCI1R, onde somente um exemplar, da espécie A. galeata
(amostra Aga 519), foi heterozigoto (Tabela 1). Trés sitios varidveis foram exclusivos de A.
bokermanni (posicdes 244, 328 e 695) e trés exclusivos de A. galeata (posigdes 189, 529,
629), sendo esta numeracao referente ao posicionamento de cada sitio no gene MCIR de G.
gallus (Kerje et a. 2003). Todas as substituicbes observadas entre as duas espécies
aconteceram separadamente e em individuos diferentes, com excecéo do sitio 629, no qual foi
relatado o exemplar com gendtipo heterozigoto (Tabela 1). Cinco substitui¢des provocaram
mudancas de aminoacido a ser codificado e apenas uma substituicdo foi sinbénima (sitio 189),
encontrada na amostra Aga 43. Nenhuma evidéncia de variagbes nas sequéncias do gene
MCI1R gue pudessem explicar a variagdo de plumagem foi observada entre os exemplares das
duas espécies de Antilophia. Os sitios variaveis e associados com mudangas no padrdo de
plumagem em outras aves mostraram-se conservados entre as duas espécies de Antilophia

(colunas cinzas— Tabela 1).
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As variagdes encontradas no MC1R entre as duas espécies de Antilophia resultaram na
formacdo de sete distintos haplétipos (Tabela 1) a partir dos seis alelos encontrados. O
haplétipo H_1 (referente ao gendtipo 1/1) apresentou uma freqiiéncia de 80% das amostras
analisadas, enquanto que os demais hapl 6tipos foram Unicos e todos com uma frequéncia de
3,33%. O haplétipo H_1 foi encontrado em ambas as espécies, enquanto que os hapl 6tipos
H_2 e H_3 foram exclusivos de A. bokermanni e os quatro restantes (H_ 4, H 5, H 6, H_7)
exclusivos de A. galeata (Tabela 1). O Unico exemplar heterozigoto para este marcador
(gendtipo 1/5) foi encontrado na espécie A. galeata. A rede de haplétipos do gene MC1R
obtida entre as duas espécies € mostrada na Figura 3, evidenciando a alta frequéncia do
hapl6tipo H_1 e sua ocorréncia nas duas espécies, além de mostrar a baixa representatividade
dos demais hapl 6tipos. Nela também fica evidenciado que os hapl6tipos de baixa frequéncia
sd0 todos muito similares e provavelmente originados do haplétipo H_1, sendo diferenciados
apenas por uma ou duas mutagdes em suas seqiiéncias de nucleotideos.

Os indices de diversidade nucleotidicas encontradas para as duas espécies para o
segmento do MC1R mostraram-se similares e baixos. Em A. bokermanni o valor de
diversidade foi de 0.00053 ( + 0.00033), sendo menor que o de A. galeata, que foi de 0.00078
( + 0.00028), mas ndo apresentando diferenca estatisticamente significante (p > 0.05). Quando
avaliado as duas espécies juntas, o valor encontrado foi de 0.00066 ( + 0.00024), mostrando
ndo haver distingdo significativa para as seqiiéncias de MC1R das duas espécies. O teste de
neutralidade de Tajima's D foi calculado para cada espécie separadamente. Os valores de
Taimas D ndo permitiram rejeitar a hipdtese nula de variagdo neutra, tanto para A.

bokermanni (-1.6965, p > 0.05), quando para A. galeata (-1.2782, p > 0.05).
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Discussao

Casos ja documentados de padrdes melanicos em aves nos quais existe a associagao
com variagles presentes no gene MC1R mostram que sua totalidade ocorre entre exemplares
de uma mesma espécie, as quais apresentam morfotipos distintos (Theron et al. 2001, Doucet
et a. 2004, Mundy 2005). Mesmo nos casos onde ocorre a formacdo de agrupamento de
individuos pertencentes a um dos padrdes de plumagem, como nos exemplares melénicos de
Coereba flaveola (Theron et a. 2001), os mesmos continuam compondo uma Unica espécie
juntamente com o outro morfotipo. Similarmente, este fato também ocorre com outros grupos
animais, como mamiferos e répteis (Andersson 2003, Eizirik et a. 2003, Hoekstra et a.
2004), ndo tendo ocorrido a descric¢éo de processo de especiacdo associado a forma melénica.
MacDougall-Shackleton e colaboradores (2003) realizaram estudo dos padrdes de plumagem
entre espécies do género Phylloscopus com o marcador MCI1R, mas ndo encontraram
associacao com as variaces deste marcador, refor¢ando a hipétese de que o melanismo néo
esta envolvido diretamente com processos de especiacao.

A despeito de que nosso trabalho lidou com duas espécies vdlidas, o relato de que
entre A. bokermanni e A. galeata existem uma grande similaridade para diversos aspectos
biol6gicos e comportamentais, levou-nos a questionar a possibilidade de existéncia de
variagdes no gene MCIR que pudesse explicar os dois distintos padroes de plumagem. Ta
questionamento foi refor¢cado quando, através de andlises genéticas, mostrou-se que as duas
espécies ainda apresentam separacao incompleta de linhagens (Régo et al. 2010). Contudo, os
resultados aqui apresentados revelaram a auséncia de evidéncias para associacdo entre as
variacOes nas sequéncias do segmento do MCIR e os dois padrées de plumagem dentro do
género Antilophia. Os sitios variaveis do gene MCI1R associados aos padrdes melanicos ja

descritos na literatura mostraram-se conservados nos representantes das duas espécies de
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Antilophia (Tabela 1), apesar de termos encontrado mutacfes ndo-sinbnimas em alguns
representantes, mas sem refletirem em diferencas nos fenétipos dos exemplares. Tais
mutacdes ndo-sindnimas foram relatadas de forma individualizada nas duas espécies (excecéo
do haplétipo H_2), enquanto que o haplétipo H_1 (gendtipo 1/1), compartilhado por ambas
(Figura 3), confirmou através de sua alta freqiéncia a inexisténcia da influéncia do gene
MC1R com os distintos padrfes de plumagem.

Relatos de casos de variagBes melanicas em aves que ndo puderam ser associadas
com diferencas nas seqiéncias do gene MCI1R continuam sendo noticiados, inclusive em
estudos com representantes da familia Pipridae (Cheviron et al. 2006). Pelo fato de ndo haver
um padréo filogenético dos grupos de aves onde existe a associacdo do padréo meléanico e
variagdes no marcador MCI1R, sugeri-se que possa haver diferencas no mecanismo de controle
e expressdo desta caracteristica em diferentes grupos, como mudangas nas regides reguladoras
para este gene (Mandy 2005). Como observado em Lepidothrix coronata (Cheviron et al.
2006), os individuos jovens das duas espécies de Antilophia também permanecem com a
plumagem de cor verde até atingirem a maturidade sexual, o que acontece por volta do
segundo ano de vida. Neste periodo, os machos comegam a adquirir novas cores em sua
plumagem, enquanto a fémea continua verde-oliva. Relacionar o controle deste mecanismo
com algum fator genético ligado ao sexo, como dosagens hormonais ou genes ligados aos
Cromossomos sexuais, poderd apontar para uma nova forma de avaliagéo desta caracteristica
com esta familia aves, uma vez que somente nos machos adultos ocorre a diferenciacdo nos
padrdes de plumagem.

Outra questdo interessante que reside no aspecto de plumagem entre as duas espécies
de Antilophia esté na determinacdo de qual fendtipo seria o derivado. Em aves, os relatos de
morfotipos melénicos sdo mostrados como o resultado de mudangas hum padréo basico ja

existente. Tomando como apoio os dados de tamanho populaciona e area de distribuicéo
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atual das duas espécies, nos reportamos para uma hipoétese de cenario mais parcimonioso onde
o fendtipo branco (A. bokermanni) seria o0 mais derivado, umavez que o surgimento e fixacéo
deste seria mais provavel em uma populacdo isolada e de pequeno tamanho. Tal hipétese
apontaria entdo para um fendtipo ancestral melénico para o género Antilophia, sendo
corroborado por uma maior diversidade genética presente em A. galeata, quando avaliado os

marcadores moleculares j estudados.
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Tabela 1. Lista das espécies anadlisadas com o cddigo de identificacdo de cada exemplar, sitios
variaveis presente no género Antilophia e sitios (destague em cinza) onde ja foram registrados
associacOes de variagBes nucleotidicas e fendtipos melanicos em aves. Asterisco indica igualdade
com a sequiéncia inicial (amostra AboCAAOQL). Sitio heterozigoto é denominado com o codigo de
letras padronizado pela IUPAC (R = C / T). Gendtipo refere-se & combinagdo dos dois aelos.
Haplotipo refere-se a simbologia dos diferentes gendtipos. Nimero de acesso do GenBank das

amostras analisadas.

Posicdo dos sitios'
122223566 6
Espécie Identificacdo 8 0 45 7 2 2 2 8 9 Gendtipo Haplbtipo Numero de

(plumagem) dasamostras 9 7 4 3 4 8 9 9 9 5 acesso GenBank

A. bokermanni  AboCAA0l G A GGGACCAG 11 H 1 XXXX

(branca) AbOCAAQ2 *[* * % x * * % ‘% 11 H 1 XXXX

AboCLUQO1 * * * * * * x *x /& 11 H1 XXXX

AboCLUQ2 * * * * % % x * /& 11 H1 XXXX

AboCLUQ3 * * * * * * x *x /& * 11 H1 XXXX

AboCLUQ4 * * * % * % x *x /& 11 H1 XXXX

AboCLUQ5 * * * % % % x *x /&% 11 H1 XXXX

AboCVVO1l *[* * % x * * % ‘% 11 H 1 XXXX

AboBCEQ1 * | * *[* * * x /% T 2/2 H 3 XXXX

AbOBCEQO2 * * * % % * x % * 11 H 1 XXXX

AboBCEO3 * * A * * T * * % * 3/3 H 2 XXXX

AbDOBMEQL * % * % % * x o [% * 11 H 1 XXXX

AbOBMEQ2 * % * % % * * x[% * 11 H 1 XXXX

AbOBMEQ3 * ' * * % % * * o [% * 11 H 1 XXXX

AbOMHEQ2 * * * % * x * x % x 11 H 1 XXXX

AboMFUQL * * * % % % x * ‘% 11 H1 XXXX

A. galeata Aga39 4 B B 11 H1 XXXX

(negra) Agad0 4 K KRR K 11 H 1 XXXX

Agadl R O " 11 H1 XXXX

Agad2 H N O N 11 H1 XXXX

Aga43 AR B * * "¢ 4/4 H 4 XXXX

Aga410 4 B N 11 H 1 XXXX

Agabl19 R kIR R x ok RIE X 15 H 6 XXXX

Agab45 d B A 11 H 1 XXXX

Agar6l 4 B Bl 5/5 H5 XXXX

Agar9s 4 B B 6/6 H 7 XXXX

Aga822 4 B Ed 1/1 H1 XXXX

Aga906 4 N Ead 11 H1 XXXX

Agal010 R O " 11 H1 XXXX

Agall30 H M e N 1/1 H1 XXXX

!Sitios nucleotidicos numerados de acordo com o posicionamento da seqiiéncia de MCI1R de gdlinha (G.

gallus — nimero de acesso NM _001031462).
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Legenda das Figuras

Fig 1. Foto dos dois exemplares de machos adultos das espécies do género Antilophia. A.

galeata (& esquerda) e A. bokermanni (adireita).

Fig 2. Area de ocorréncia de A. bokermanni e A. galeata. Posicionamento dos dois pontos de
obtencdo de amostras A. galeata (estrelas) dentro de sua &rea de ocorréncia (modificada de

Régo et al. 2010 - prelo).

Fig 3. Rede de hapldtipos encontrado entre A. bokermanni e A galeata as seqiiéncias de
MCIR obtidas neste estudo. Os haplétipos sdo representados por circulos, sendo 0 seu
tamanho proporciona a sua freqiiéncia. Cor branca corresponde amostras de A. bokermanni e
cor preta amostras de A. galeata. Os niimeros nos tragos que separam os circul os representam

0 posicionamento dos sitios que diferem os respectivos hapl 6tipos.
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CONSIDERACOESFINAISE CONCLUSOES

Durante a execucdo desta pesguisa com Antilophia bokermanni, uma das preocupactes
sempre foi como transformar os dados produzidos com a ferramenta da genética molecular em
informagdes que pudessem ser utilizadas por agentes tomadores de decisdo em programas
voltados para sua conservacao.

O material produzido no Plano de Conservacdo do Soldadinho-do-araripe (AQUASIS,
2006) conseguiu, com muita perspicécia, sintetizar os objetivos principais e especificos que, de
acordo com o nivel de prioridade e prazos de execugdo, seriam necessarios para garantir a
perpertuacdo da A. bokermanni, como também a conservacdo e o0 uso raciona de todo o
ecossistema envolvido.

De forma similar, tentamos agqui complementar o plangjamento estratégico sugerido pelo
Plano de Conservacdo através dos dados moleculares, associando os resultados encontrados com

a sua importancia nas medidas de protecéo para A. bokermanni:

1) Niveis de diversidade genética de A. bokermanni similares aos de sua espécie-irma nédo-
ameacada (A. galeata) — Para garantir a manutencdo e ampliacdo da variabilidade genética da
populacdo de A. bokermanni, as medidas de conservacdo devem focar o uso sustentavel dos
recursos naturais, protegendo principal mente as matas Umidas de encosta e também as nascentes,

pois esses compdem as condi¢des basicas para a sobrevivéncia da ave;

2) Auséncia de sub-estruturacdo populacional — Evitar processos de fragmentacdo

populacional esta diretamente ligado com as medidas de preservacdo continua das matas Umidas
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de encosta da Chapada do Araripe, mas também com a recuperacdo de areas ja impactadas.
Garantir que a reduzida populagcdo de A. bokermanni ndo sofra as conseguéncias de sub-

estruturamento, aumenta a viabilidade da espécie;

3) Diversidade distribuida de maneira homogénea (fluxo génico) — O fluxo génico é reflexo
direto do deslocamento de individuos dentro da area de ocorréncia (fluxo de individuos). Tal
evento além de garantir que a variabilidade esteja distribuida por toda populacdo, também gjuda
adiminuir as chances de cruzamentos endogamicos, 0 que poderia provocar uma diminuicdo do
sucesso reprodutivo. Tal aspecto também é beneficiado pela preservagéo dos recursos naturais

em sua area de distribuicdo como comentado nos itens anteriores;

4) Similaridade genética com sua espécie-irma (A. galeata) — Com certeza 0 aspecto mais
delicado a ser tratado neste estudo, por envolver aspectos de validacdo de espécie. O achado de
uma separacdo incompleta de linhagens entre as duas espécies do género Antilophia para todos
os marcadores moleculares utilizados (mitocondriais e nucleares), leva-nos ao questionamento:
Numa situagdo extrema de diminuicdo da populagdo de A. bokermanni, seria indicada a incluséo
de exemplares de A. galeata para reproducdo? Levando em consideracéo gque neste momento as
duas espécies ja seguem caminhos evolutivos distintos, apoiados por diferentes dados (separacdo
fisica das populagBes, padrdo de plumagem dos machos; auséncia de migragcdo segundo dados
moleculares), cruzar exemplares das duas populagOes seria desfazer o processo natural de
separacdo. Desta forma, as medidas a serem adotadas devem concentrar-se em fornecer
condi¢bes ambientais para que A. bokermanni possa se manter sem a interferéncia de “pool”

génico de uma segunda espéecie.
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5) Monitoramento com a ferramenta molecular — Este trabalho permitiu ter o primeiro
conjunto de informactes genéticas da espécie A. bokermanni. A realizagdo de monitoramentos
futuros far-se-a necessaria para indicar se as medidas de conservacdo adotadas no seu Plano de
Conservacdo estdo surtindo efeito sobre a viabilidade populacional e, caso sgja necessario,

indicarem novas estratégias de sustentabilidade para os recursos naturais da regi&o.

Os dados moleculares aqui relatados mostram que a conservacdo do soldadinho-do-
araripe esta diretamente relacionada com a manutencdo de seu habitat (matas e nascentes),
havendo a necessidade de politicas de protecéo voltadas para este aspecto. Desta forma, serdo as
atitudes tomadas nos proximos anos que nos dirdo até que ponto conseguimos colaborar
efetivamente para a conservacdo e perpetuacéo deste endemismo da avifauna brasileira que é

Antilophia bokermanni.



101

ANEXO

Normas para publicacéo narevista AUK: (http://www.aou.org/auk/authors.php)

The Auk

Instructions to Authors

These instructions are also available as a POF document (127K, 4pp) that may be
viewed or printed using Adobe Reader software.

Manuscripts up o 40 pages, including title page, abstract (imaximum 250 words), text,
tables and figures, will be considered for publication. All submissions to The Aux must
ke made onling using the American Ornithologists' Union author portal in ScholarOne
Manuscripts™ (http-2fmc.manuscriptcentral.comiucpress-auk), the onling manuscript
submizsicn and pesr-raview system of The Auk.

Authors will be azked to register the first time they enter the site. After receiving a
passwiord, authors can proceed o upload their manuscripts through a step-by-step
process. Help is always available in the "Get Help Mow” link found in the top right comer
of the ScholarCne page and the "Resources” menu on the right side of the logon page.
Additional help iz available from the Review Manager (managingeditonfiaou.crg).

Text filez must be submitted as Word or WordPerfzet files. Suitakle graphic formats
include TIFF, EPS, or JPEG. Mixed text and graphics are acceptable in MS Word or
WordPerfect with embedded graghics formatz. Manuscripiz that do not conform to the
following guidelines either will be returned or will experience profracted delays in the
review process,

l. General Instructions

« Fomat your manuscripts for 8.5- = 11-inch paper, 12-point font, double-zpaced
throughout, including tables, figure legends, and literature cited. In general,
manuscrpts should be formatisd similar to pagers in a recent issue of The Auk.

+« Leave atleast a 1-inch (25-mm)} margin on all sides. Do not hyphenate words at
endz of lines.

« Use italic type instead of underlining words to be italicized.

«  Only the following Latin terms should be italicized: in vivo, In vifra, in ulero, in
gitu, ad iibitum, a pror, and a posterion. All octher Latin terms (except scientific
names) should be left unitalicized.

« Cite each figure and table in the text. Tables and figures must be seguenced in
the order cited.

« Uze "Figure" anly outside of parentheses, otherwize, use "Fig." if singular, "Figz."
if plural {e.g., Fig. 2; Figs. 2 and 3; Figs. 3-5}.|
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To cite figures or tables from another work, write figure or table in lowercasse
(e.g., figure 2 in Smith 1980; table 5 in Jones 19587).

All measurements are to be given in 51 units.

Uze continental dating {e.g., 29 September 15992, the 24-hour clock (e.g., 0300

and 2200 hours), and standard time (not daylight 2avings time). Specify that it iz
Standard Time (e.g., EST for Eazstern Standard Time) at first reference to ime of
day.

Englizh names of bird 2pecies that occur in North America and Middle America
should follow the Tih edition of the A0U Check-ist of North American Birds and
itz supplements. Englizh names of birds should be capitalized. Mames for other
apecies should follow an appropriate standard. Englizsh names of other
arganisms should be capitalized.

Uze the following abbreviations: s (zecond), min {minute}, h (hour); designates
temperaturs as 36°C. Do not abbreviate day, week, month, or vear.

For user-defined abbreviations, write out words in full the first time a term is usad
in the text. Abbreviate thereafter: "Second-year (S%) birds . . . We found SY birds
in large numbers"

Uze the following statistical abbreviations: ANOVA, S0, SE, df, CV, NS n, P, r,
F, i3, '2, i-test, Litest. Other statistical abbreviations, in gensral, should conform
to sixth edition of Scientific Shle and Format: The CBE Manual for Authors,
Editors, and Publizhers (1294, Cambridge University Press, Cambridge, United
Kingdom].

Mumberz: Write out one to nine unless a meazurement, but vss numeralzs for
larger numbers (e.g., three birds, & mm, 12 days, 2 min}). f number i in a series
with at least one number keing 10 or more, then use all numeralz (e.q., & males
and 12 females). Uze 1,000 not 1000, 0.01 not .01, and 50% instead of 50
percent.

All gens or aming acid sequences must be deposited in GenBank or an
equivalent repository, and the accezsion numberz) reported in the Methods.

Five to zeven key words, which summarize the major findings of the study,
zhould ke placed after the Englizh abstract

Each reference cited in the text must be listed in the Literature Cited section and
vice versa. Please use original publications to check references when the
manuscrpt is complete.

Literature citations in text are to be as follows:

1. Cne author: Able (1939) or (Abkle 1939).
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-

2. Two authors: Able and Baker (1989) or (Akle and Baker 1959).
3. Three or more authors: Able et al. (1989 or (akle et al. 1985). In
Literature Cited section, give names of all authors.
4. Manusgcripts that are accepted for publication but not yet publizhed: Able
(1998) if date known.
5. Unpublighed materialz: (K. P. Able unpubl. data); (K. P. Able pers. obs.);
or (K. P. Able perz. comm.).
6. Within parentheses: (Charley 1930; Able 1983, 1590; Able and Baker
15984% (Baker 1925, Able 1992, Charley 19967 (Akle 19334, b, c).
Assemble manuscript in following order: (1) Title Page; (2) Abstract; (3) Key
Words; (4) Texi; () Acknowledgments, (5) Literature Cited; {7) Tables; (8) Figure
Legends; (3) Figures; and (10} Appendices, if needed.

When submitting your manuscript, do not attach or upload your Cover Letier and
Febutial. The Cover Lettsr and Rebuttal are to be ingered in the boxes provided
on the Submiszion Form.

Il. Title Page

Mumber Title Page as page 1, and present items in following order:

-

Running head (36 characters or less). Usz2 italice and capitalize significant words.
Running head not needed for Commentaries.

Title in capital letters.

Author names.

Author addresses at time rezearch was camied out. Current addresses if
different, should be indicated az fooinctes at bottom of itle page. Fooinctes ars

not uzed except to indicate current addresses of authors, author's current e-mail
address, or death of an author.

Mame, current address, and e-mail address of corresponding author,

lll. Text (page 2, etc.)

-

Follow the insfructions in 2ection 1.
Do not repeat information given on title page.

The following are typical main headings: ABSTRACT, Key Words, METHODS,

RESULTS, DISCUSSION, ACKNOWLEDGMEMTS, and LITERATURE CITED.
Thers iz no heading for the Introduction and because thers is an Absiract, thers
is no “Conclusions” or “Summary” section.

Thers iz & maximum of 250 words for the Abstract,
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Keep headings to a minimum. Most manuscripts have two levels of headings: (1)
centered caps and small capsg, (2) indenied italice with only the first wond
capitalized followed by a pericd, a dazh, and the text. If three levelz of headings
are required use: (1) centered caps and amall caps, (2) fluzh left caps and lower
caze, {3) indented Ralics with only the first word capitalized followed by a period,
a dash, and the text.

IV. Literature Cited (continue page numbering)

-

Yerify all enfries against onginal sources, especially journal iitles, volume and
page numbers, accents, diacrtical marks, and zpelling in languages other than
Englizh. Capitalize all nouns in German.

Cite references in alphabetical order by first author's surname and then his'her
initials. References by a single author precede multi-authored works by same
first authar, regardless of date. Listings with multiple authors are done by first
author's name (sumame and then initials), second author's name, stc.

Ligt works by the same auther(s) in chronclogical erder, beginning with earliest
date of publication. If author has two works in same year, place in order of first
citation in text; these works should be |lettered conzecuiively (e.g., 19581a, k).

"In prezs" citations must have been accepted for publication, with the name of
journal or publizher included with year and volume numkber.

Do not write author names in uppercaze. Uze "normal” case (e.g., Hendricks, O
F.Jorthe "small caps" command. Inzert a period and space after each initial of

an author's name, and note that a comma always precedes the "and" in a list of
authors' names.

Journal titfles should be written in full and not shbreviated. Book fitles should be
capitalized.

Citations should follow formats given below:
Papers

Browne, R, &, C. R Griffin, P. K. Chang, M. Hukley, and &, E. Martin.
19593, Genelic divergence among populations of the Hawaiian Duck,
Layzan Duck, and Mallard. Auk 110:48-56.

Fahrig, L., and G. Merriam. 1984 Conservation of fragmented
populations. Conservation Biology 8:50-53.

Foth, B, R., and R. K. Johnzon. 1993, Long-term dynamics of a Wood
Thrush population breeding in & forest fragment. Auk 110:37-48.
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Williz, E. O, and . Cniki. 1978. Birds and army antz. Annual Review of
Ecology and Systematics 9:243-283.

Diszertations, Books, Chapters

American Omithologists' Union. 19598, Check-list of Morth American Birds,
Tth ed. American Ornithologizsis’ Union, Washington, D.C.

Freeman, 5. 1990, Molecular systematics and morphological evolufion in
the blackkirdz. Ph.D. diszertation, University of Washington, Seattle.

Gaunt, & 5. 1933, Interaction of syringeal sfructure and airflow in avian
phonation. Pages 915-924 in Acta XX Congrezsus Internationalis
Crnithologici (H. Cuellet, Ed.). National Muzeum of Natural Sciences,
Oftawa, Ontano.

kear, J. 1970. The adaptive radiafion of parental care in waterfowl. Pages
357-292 i Social Behaviour in Birds and Mammals (J. H. Crook, Ed.).
Academic Press, London.

Lack, D. 1954, The Natural Regulation of Animal Numbers. Clarendon
Press, Oxford, United Kingdom.

Lowther, F. E. 1993, Brown-headed Cowbird (Maoloffirus afer). in The
Bird= of North America, no. 47 (A, Poole and F. Gill, Eds.). Academy of
Matural Sciences, Philadelphia, and American Omithologists' Union,
Washington, D.C.

Walsbherg, . E. 1933, Avian ecological energetics. Pages 161-220 in
Axvian Biglogy, vol. 7 {D. 5. Famer, J. R. King, and K. C. Parkes, Eds.).
Academic Press, New York.

Electronic Sources

Due to the transitory nature of many websites, avoid using electronic
zources wherever possible. If an electronic source iz used, it must be
accessible and not password protected. Flease double-check that the
source s sfill available at the time of submission.

keitt, T.H., 0. L. Urban, and B. T. Milne. 1297 . Detecting critical scales in

fragmentsd landscapes. Conservation Ecology 1, article 4. [Online.]
Available at winw consscolorgfvollfiszfand.

V. Tables (continue page numbering)
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Tables are to be submitted as editable Word files in Takle format or tab-delimited
format, not as piclures.

Each table must start on separate page and be double-spaced throughout
rheader, table body, footnotes). Table numbers zshould be Arakic numerals
followed by a period.

Capitalize first word of the table heading; all octher words should be lowercaszs
unless a proper noun. Include a period at end of the heading. See recent izsuss
for examples.

Indicate fooinotes by lowsrcaze superschpt letters (a, b, ¢, stc.).
Do not use verical lines in tables.

Include horizontal lines above and below boxhesad, and at end of table. Follow
detailz of siyle used in The Auk for headings in boxhead.

V. Figure Legends (continue page numbering)

Start with "Fig.”. Indent and double 2pace legends. Type legends in paragraph
fonm.

D mot include "exolic symbaolzs™ (lines, dotz, friangles, etc.) in figure legends;
aither labkel them in figure or refer to them by name in l2gend.

VII. Preparation of lllustrations

Figuresz intended for final production {not for reviewing purposss) must be
uploaded as separate files in ScholarCne. They must have a minimum resolution
of 600 dpi. For line art, the preferred resolution iz 1200 dpi. Acceptable fils
formats include ERPS, TIF, JPG, and BMP.

FRouting illustrations are klack and white halfiones (phoftographs), drawings, or
graphg. Figures in The Auk are virually identical to those submitted (itlle
degradation occurs, but flaws will show). Therefore, illustrations should be
prepared to profeszional standards. llustrations should be prepared for one-
3.5 or two-column width (7", keeping in mind the overall dimengions of a page
in The Auk.

Color reproduction in figures is accepted only where neceszary and at the
expenge of the authors (3300 per page). Color images must be saved in CMYR
mode.

Group multiple, related illustrations as panels in a single figure (Fig. 14, B, eic.)
=0 that they can be placed on the same page.
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Helvetica or a similar sans senf typeface is recommended for figures.
Handwritten or typed symbols are unacceptable. Halftone figures and plates
must be of good guality for review purposes.

Contact the Managing Editor (managingeditori@aou.org) if you have difficulties
with your figures.

V. What and Where to Subimit

Initial Submission

L

All manuscripts must be submitted electronically onling uzsing ScholarCne
(hitpfmec manuscnipicentral.comfucprezs-auk). Authorz will be aszked to register
the first ime they enter the site. After receiving a password, authors can procesd
to the Author Center and upload their manuscripts through a step-by-atep
process. Help with this procedure can be obiained onling or by contacting the
FReview Manager {managingeditori@aou.org). NOTE: Only fields with the tag
"req” need to be complsted.

& cover letter must accompany all new submizsions. This lefier can be typed
directly into ScholarOne or uploaded as a file. Thiz letter should include any
apecial instructions and any address changes during the next several months, as
well as a daytime ghone number, fax, and e-mail address for the corresponding
author. Thig letter should include a statement indicating that the manuscript
reports on original rezearch not published elsewhere and that it is submitied
exclusively to The Auk.

Revisions

L

L

Fevisionz must be submitted online through the author's Scholarlne account.

The cover letter and rebuttal should be entered directly into the ScholarOne
online submission form and should address all comments from reviewers,
Associate Editor, and Editor. If the rebuital file is too large for the box on the
aubmizzion form, t may be submitted as a Supplemental File.

IX. Preproofs, Proofs, Reprints, and Charges

L

Authors will receive copyedited and page proofs for approval, which must be
retumed by e-mail within £8 hours to avoid publication delayz. Because changes
in proofs are time-consuming, authors should not expect to make major
modifications in their work at this stage. Authorz should update their ScholarCne
accounts and keep the Managing Editor (managingeditor@acu_org) informed of
e-mail address changes, 50 proofz will not be delayved.

Authorz will receive a gratiz final PDF and information on ordering reprints of
their article with the page proofs.
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«  Color reproduction in figures is accepted only where necessary and at the
expensge of the authors (3300 per page ).

«  The AQU requests that authors bear all or part of the cost of publishing their
papers when grant, institutional, or personal funds are available for thiz purpose.
Current costs per printed page are US 575, Authors who do not have access to
publication funds may reguest a waiver of a poriion of this payment from Scott
Gillihan, the AQLU Execulive Officer (executiveoiicer@aou.orgl.

If you have questionz, contact the Editor by e-mail (murphym@pdx.edu), telephones
(203-T25-87234), or fax (S02-725-3838) or contact the Review Manager
imanagingeditor@acu.org).

[Fevized: June 2009)

& 2009 American Ornithologists’ Union



This document was created with Win2PDF available at http://www.win2pdf.com.
The unregistered version of Win2PDF is for evaluation or non-commercial use only.
This page will not be added after purchasing Win2PDF.



http://www.win2pdf.com

