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RESUMO

Vé&rias espécies de Thamnophilidae estdo presentes em um dos biomas mais ameagados do planeta:
a Mata Atlantica. A crescente destruico de seu habitat, a importancia dos Thamnophilidae nos
Neotrépicos e a escassez de estudos genéticos e evolutivos nestas espécies em particular, e em aves
de Mata Atlantica de maneira geral, evidenciam a importancia de estudos de filogeografia e
filogenia de espécies de Thamnophilidae presentes em remanescentes de Mata Atlantica de Minas
Gerais. Para tanto, foram analisadas sequéncias de regido controle e citocromo b do DNA
mitocondrial, produzidas neste estudo ou obtidas no GenBank. Os resultados sugerem uma variagéo
genética entre populacles dentro de espécies, em geral menor do que o observado em outras aves
neotropicais. Por outro lado, os niveis de divergéncia detectados entre espécies foram comparaveis
aos observados em outros grupos de aves neotropicais, sugerindo divergéncias maiores do que as
observadas entre aves de clima temperado. Em Thamnopilus caerulescens foram identificados dois
agrupamentos de hapl étipos distintos, embora sem estrutura filogeogréfica clara. Em T. ambiguus e
em Pyriglena leucoptera houve uma separac@o entre os haplétipos do sudeste e do nordeste de
Minas Gerais, sugerindo a existéncia de algum fator de diferenciagéo entre estas duas regides do
estado. As reconstrugdes filogenéticas confirmam vérias relagdes evolutivas entre espécies e
géneros sugeridas pela literatura, dentre as quais destacam-se a monofilia dos Thamnophilidae, a
proximidade desta familia com os Conopophagidae, e a relagdo préxima entre os géneros

Thamnophilus e Dysithamnus e os géneros Pyriglena e Rhopornis.

Palavras-chave: aves neotropicais, Mata Atlantica, Passeriformes, Thamnophilidae, filogeografia,

filogenia, DNA mitocondrial, regio controle, citocromo b.
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ABSTRACT

Many typical antbirds (Thamnophilidae) can be found in one of the most endangered biomes of the
world: the Atlantic Forest. The growing levels of habitat destruction, the importance of the
thamnophilids in the Neotropics and the lack of genetic and evolutionary studies concerning these
species and birds in general from the Atlantic Forest, make it clear the relevance of
phylogeographic and phylogenetic studies of some thamnophilids found in remaining areas of
Atlantic Forest. In this study we analysed sequences of the mitochondrial DNA control region and
cytochrome b of several birds from populations of the Atlantic Forest of the Minas Gerais State of
Brazil, aiming to determine the phylogeography and the phylogeny of these birds. Results suggest
that the genetic variability found among populations within species may be lower than that
described for other neotropical bird species. However, the divergence levels detected among species
were similar to what is frequently found among other such groups in the Neotropics, suggesting
higher levels of divergence in comparison with temperate bird species. Two divergent groups of
haplotypes were identified in Thamnopilus caerulescens, although this could not be correlated with
the geographic distribution of the populations. A clear separation of the haplotypes from Southeast
and Northeast of Minas Gerais, was identified in T. ambiguus and Pyriglena leucoptera, suggesting
the existence of some pattern of differentiation among these two regions. The phylogenetic
reconstructions could detect many of the evolutionary relationships traditionally cited in the
literature, among which are the monophyly of the Thamnophilidae family, the close relationship
among this family and the Conopophagidae and the close relationship among Thamnophilus and
Dysithamnus genus and among Pyriglena and Rhopor nis genus.

Keywords: neotropical birds, Atlantic Forest, Passeriformes, Thamnophilidae, phylogeography,

phylogeny, mitochondrial DNA, control region, citochrome b.
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1INTRODUCAO

A regido Neotropical, a despeito de sua riquissima diversidade de avifauna, ainda é pouco
explorada em termos de estudos genéticos e evol utivos em espécies de aves. Dentro deste contexto,
o Brasil se destaca por sua riqueza de espécies, abrigando quase metade do nimero total de espécies
de aves encontradas na América do Sul, mas, infelizmente, a producéo cientifica no pais ligada a
genética de aves ainda é reduzida. Estudos genéticos em espécies da avifauna brasileira podem
contribuir para o entendimento n&o apenas das condicdes que levaram a grande diversificagdo deste
grupo nos Neotrdpicos, como também dos principais fatores envolvidos com a preservagdo destas
espécies em seus habitats continuamente ameagados por agdo antrépica. Entretanto, os poucos
estudos com enfoque na avifauna brasileira tém sido desenvolvidos principalmente na regiéo
amazonica, com praticamente nenhuma informagéo disponivel sobre a genética de espécies ou de
populagdes da Mata Atlantica e do Cerrado. A Mata Atlantica, além de ser considerada um dos
cinco biomas mundiais de importancia prioritéria para conservagao (Myers et al., 2000), esta entre
as quatro regides mais importantes dos neotropicos em termos de diversidade de aves ameagadas
(Stotz et al., 1996). Estas duas caracteristicas tornam a Mata Atlantica um bioma no qual estudos
ecol6gicos, genéticos e evolutivos da avifauna se fazem urgentes.

A Ordem Passeriformes € uma das principais ordens de aves dos Neotrdpicos, apresentando
uma imensa diversidade de espécies, muitas endémicas desta regido. Dois grandes grupos sdo
identificados entre os Passeriformes. os Oscines, numericamente dominantes e presentes em
diversos paises de clima temperado e tropical, e os Suboscines, uma Subordem (ou Infraordem,
conforme sugestdo recente; Ericson et al., 2003) com véarios representantes nos Neotrdpicos e
agumas poucas espécies no Velho Mundo (Sick, 1997). A familia Thamnophilidae, da Subordem
Suboscines, € uma das familias com maior nimero de espécies entre os Passeriformes e, embora
componha um grupo monofilético bem definido (Sibley e Alquist, 1990; Irestedt et al., 2002), as
relagOes entre géneros dentro da familia, e com outras familias préximas, ainda ndo foram bem
estabelecidas. Os membros da familia Thamnophilidae sdo aves geralmente adaptadas a éreas de
floresta, dificilmente se locomovendo por grandes distancias ou atravessando éreas abertas (Zimmer
e Ider, 2003). Estas caracteristicas sugerem, a principio, uma tendéncia a diferenciacdo genética
entre populagdes de espécies de Thamnophilidae, o que tem sido confirmado por alguns estudos
moleculares (Hackett, 1993; Bates et al., 1999), em concordéancia com o observado para outras
familias de aves neotropicais. Ainda ndo hd um volume significativo de trabalhos para confirmar se
esse € um padréo caracteristico das aves dos Neotrépicos, mas sugere-se que os niveis observados
de diferenciagdo genética entre populagBes e entre espécies de aves de clima temperado sfo

geralmente menores do que o observado nas familias de aves neotropicais. Somente com o
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levantamento de dados genéticos de aves de diferentes biomas da regi&o neotropical sera possivel
definir a existéncia de algum padréo, se de fato ele existir.

Diversos marcadores genéticos podem ser usados para acessar a diversidade e a estrutura
genética de populagBes naturais. Na Ultima década, com a automatizagdo dos processos de
seqlienciamento, a variabilidade genética tem sido cada vez mais estimada de forma direta a partir
da comparagado entre seqiiéncias de DNA nuclear ou de DNA mitocondrial. O DNA mitocondrial
apresenta algumas caracteristicas peculiares (tais como heranga materna, auséncia de recombinacao,
taxa de evolucdo superior & do DNA nuclear, extensiva variagdo intra-especifica e facilidade de
estudo, por estar presente nas células em mulltiplas copias) que o tornam ndo apenas uma ferramenta
apropriada para estudos genéticos, como também uma importante ponte de ligag8o entre a genética
de populactes e afilogenia (Avise et al., 1987). Varias regides do DNA mitocondrial, codificadoras
ou ndo, tém sido utilizada em estudos popul acionais e filogenéticos em espécies de aves de diversas
familias. A regido controle, por ser aregido com taxa de evolugéo mais répida dentro da molécula,
tem sido utilizada principalmente em andlises intra-especificas (Kvist et al., 2001; Rhymer et al.,
2001), mas ainda ndo foi usada em andlises de populacionais de nenhum Thamnophilidae ou
mesmo de nenhuma familia da Subordem Suboscines. O citocromo b, por outro lado, é uma regido
codificadora, de evolug@o mais lenta em relacdo aregido controle, com variagdo presente em pouco
mais de um terco de sua extensfio (3% e 12 base dos codons, principalmente). Sequéncias de
citocromo b tém sido produzidas em grande quantidade em estudos com aves de todas as familias e
regifes do planeta, visando estabelecer relagtes entre espécies, géneros e familias (Zink et al.,
1998; Bates et al., 1999; Aleixo, 2002; Ribas e Miyaki, 2004).

O termo filogeografia, introduzido por Avise et al. (1987), é gplicado ao estudo da
distribuicao genética de uma espécie em um contexto geogréfico e temporal, com base na andlise de
haplétipos, principalmente de DNA mitocondrial. A filogeografia comparada busca observar
padrbes de variagdo genética entre grupos de espécies co-distribuidas, tentando estabelecer os
principais fatores envolvidos na geragéo de caracteristicas comuns ou divergentes entre os grupos.
Entre estes fatores pode-se destacar: caracteristicas das espécies em relagdo ao fluxo génico,
presenca de barreiras fisicas a dispersdo, niveis histéricos de variabilidade genética e contexto
evolutivo das espécies (Zink, 1997). A filogenia por sua vez, busca estudar as relagtes entre os
diversos grupos taxondmicos, investigando sua histéria evolutiva para estabelecer uma sistemética
fiel & evolugdo destes grupos.

O presente trabal ho objetivou, através da utilizago de seqiiéncias de citocromo b e de regido
controle, estabelecer as relagdes entre hapl 6tipos dentro e entre algumas espécies de aves da familia
Thamnophilidae. Nove éreas de Mata Atlantica de Minas Gerais foram amostradas com a obtencéo

de material para extragdo de DNA de 150 individuos das espécies Thamnophilus caerulescens, T.
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pelzelni, T. ambiguus, T. doliatus, T. palliatus, Dysithamnus mentalis, D. plumbeus, Pyriglena
leucoptera e Rhopornis ardesiaca. Algumas destas espécies, nas quais foi possivel obter uma
amostragem maior, foram usadas em estudos filogeogréficos que, posteriormente, puderam ser
comparados entre si. O objetivo geral foi investigar a histéria evolutiva destas espécies, procurando
estabelecer, quando possivel, como esta se correlaciona com sua atua distribuicdo e com a
biogeografia da Mata Atlantica. Outras espécies de Thamnophilidae ou de familias préximas, das
quais foi possivel obter no GenBank seqiiéncias compativeis com as sequiéncias produzidas neste
estudo, foram consideradas em andlises filogenéticas. Alguns objetivos especificos foram:

determinar se a diversidade genética observada entre popul agBes dentro de espécies ou entre

espécies de Thamnophilidae corresponde ao observado para outras aves neotropicais da

regido amazdnica, com niveis de diversidade maiores do que o que tém sido descrito para

aves de climatemperado;

determinar se ha indicio de isolamento entre os fragmentos de Mata Atlantica de Minas

Gerais com base na divergéncia genética observada entre populagdes naturais de algumas

espécies de Thamnophilidae;

comparar os niveis de diversidade genética e os padrdes filogeogréaficos observados nas

diferentes espécies;

verificar se as regides sequenciadas do DNA mitocondrial confirmam a monofilia dos

Thamnophilidae, investigando se hd alguma sinapomorfia que poderia ser usada na

definicao (molecular) dafamilia

verificar amonofilia dos géneros Thamnophilus e Dysithamnus;

determinar se os géneros Thamnophilus e Dysithamnus sdo filogeneticamente proximos,

como sugerido por caracteres morfol 6gicos e estudos de hibridacgo de DNA;

estabelecer as relagtes entre as cinco espécies analisadas do género Thamnophilus;

determinar se hé respaldo no DNA mitocondrial para a separacdo das espécies

Thamnophilus ambiguus e T. pelzeni, feita por Isler et al. (1997), com base em marcadores

morfol4gicos e vocais;

determinar se Thamnophilus palliatus e T. doliatus s8o espécies filogeneticamente préximas

como sugerido por caracteres morfol 6gicos;

determinar se ha maior proximidade filogenética entre T. caerulescens e as espécies T.

ambiguus e T. pel zeni, conforme sugere similaridade morfol dgica;

determinar se Pyriglena leucoptera e Rhopornis ardesiaca sdo espécies filogeneticamente

préximas como sugerido por marcadores morfol gicos e arquitetura de ninho;
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determinar os niveis de variabilidade genética presentes nas populagdes analisadas de D.
plumbeus e R. ardesiaca, duas espécies ameacadas de extingdo, e verificar se estes nivels
diferem do observado para as outras espécies ndo ameacadas;

colaborar para a compreensdo da histéria evolutiva das aves nos Neotrépicos, a0 trazer
informagdes sobre a filogeografia e a filogenia de algumas espécies de Thamnophilidae.
tentar estabel ecer relagdes entre a familia Thamnophilidae e outras familias préximas, como
Conopophagidae, Formicariidae e Rhinocryptidae, verificando a eficiéncia dos marcadores

utilizados nas reconstrugdes filogenéticas neste nivel taxondmico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neotrdpicos e Mata Atlantica: diversidade de aves, biogeogr afia e conser vagéo

Nenhuma outra regido do planeta se compara aos Neotropicos em termos de diversidade e
endemismo de espécies de aves (Stotz et al., 1996). Esta regido, que cobre o México, toda a
América Central e América do Sul (Sick, 1997), abriga nada menos do que 90 familias de aves,
sendo 28 endémicas dos Neotropicos, com cerca de 3750 espécies (Stotz et al., 1996). Dentre estas,
somente a América do Sul abriga cerca de 3200 espécies (Sibley e Monroe, 1990), o que significa
quase um terco das espécies de aves do planeta, enquanto o Brasil contém quase 1700 espécies ou
seja, mais de 50% das aves da América do Sul, o “continente das aves’ (Sick, 1997). H& pelos
menos onze hébitats principais de aves no Brasil (Sick, 1997), destacando-se aqui apenas um destes:
aFloresta Pluvial Atlanticaou Mata Atlantica.

A Floresta Atlantica j& ocupou uma area de cerca de 1 milhdo de km?, ocorrendo no Brasil
do Rio Grande do Norte ao Rio Grande do Sul, invadido o interior em alguns estados, como Minas
Gerais, em extensdes variadas (Camara 1991). Hoje, este importante bioma ocupa apenas 7% de seu
territério original e em fungdo desse elevado grau de destruicdo, por sua imensa biodiversidade e
por abrigar diversas espécies endémicas de fauna e flora, € classificado como um dos cinco hottest
hotspots de conservagdo mundial (Myers et al., 2000). Apesar de estar em 6° lugar entre os
principais biomas dos Neotrépicos, em termos de nimero de espécies de aves, a Floresta Atlantica
contém uma amostra significativa das espécies ameagadas ou em perigo de exting&o (critérios da
IUCN) daregi@ Neotropical (cerca de 20 e 30%, respectivamente; Stotz et al., 1996). Isso torna a
Floresta Atlantica, junto com os Andes (centro e norte) e o centro da América do Sul, uma das
quatro regides mais importantes dos Neotropicos em termos de diversidade de aves ameagadas
(hotspots of threatened avian diversity; Stotz et al., 1996). Dados recentes da Conservation
International e outras entidades (2000), indicam que a Mata Atlantica apresenta cerca de 1000
espécies de aves, sendo quase 200 espécies endémicas e 104 espécies ameagadas. Em 1991, Camara
estimava que os Passeriformes seriam a Ordem com maior nimero de espécies ameagadas (cerca de
39). Areas remanescentes de Mata Atlantica brasileira, consideradas de maior importancia para
conservagdo de aves estdo apresentadas na Fig. 1.

O fato da Mata Atlantica, ao contrério da Amaz6nia, apresentar solos de boa qualidade,
tanto para o cultivo de monoculturas quanto para formacdo de pastagens para pecuédria e, aém
disso, apresentar diversas espécies arbdreas de ato valor comercial, tornou-a susceptivel a
exploragdo pelo homem desde os primérdios da colonizagdo (Camara, 1991; Sick, 1997). Ainda
assim apenas recentemente surgiu uma conscientizagdo quanto a sua importancia econdmica, social,
ecolégica e ao grau de degradagdo desta regido (Paiva, 1999). Embora a legislacdo brasileira de
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preservagdo da natureza seja considerada boa (Paiva, 1999; Sick, 1997), a notéria impunidade dos
que descumprem estas leis favorece a manutengéo de um sistema voltado exclusivamente para os
interesses econdmicos de uma peguena minoria. Este fator, associado a falta de embasamento
tedrico para direcionamento de planos de manejo, falta de pessoa treinado e qualificado, escassez
de recursos para projetos voltados a preservacao, falta de plangjamento de longo prazo, baixo nivel

socio-econdmico de boa parte da popul agéo e poucos programas de conscientizag&o, representam as

Fig. 1 Mapa com as &reas prioritrias para a conservacgo de aves em fragmentos da Mata Atlantica e
Campos Sulinos. (Reproduzido de Conservation Internationa et al., 2000).
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principais ameagas a biodiversidade da América do Sul (Paiva, 1999). O resultado disso € que a
maior parte do que resta hoje da Mata Atlantica sdo pequenos fragmentos dispostos esparsamente
a0 longo da costa e no interior das regides Nordeste, Sul e Sudeste, além de importantes fragmentos
a0 sul de Goiés e Mato Grosso do Sul (SOS Mata Atlantica et al., 1998). Separando os fragmentos
existem pastos, areas de monoculturas e centros urbanos de maior ou menor porte. Desnecessario
dizer a urgente necessidade de estudos ecoldgicos, genéticos e evolutivos na fauna e flora dos
fragmentos restantes da Mata Atlantica, que permanecem mantendo uma grande diversidade de
espécies, ainda que se acredite que varias possam ter sido extintas antes mesmo de serem
conhecidas (Camara, 1991).

A Mata Atlantica € composta de formagOes vegetais bastante diversificadas, podendo-se
destacar trés tipos principais: i) florestas ombrdfilas densas, que ocorrem ao longo da costa entre 20
€200 m acima do nivel do mar; ii) florestas semideciduais e deciduais, que ocorrem no interior do
Nordeste, Sudeste, Sul e algumas partes do Centro-Oeste eiiii) florestas ombréfilas mistas (florestas
de Araucéria) do Sul do Brasil. Além destas formagBes florestais, é preciso destacar alguns
ecossistemas associados como restingas, manguezais e campos de dtitude (Joly et al., 1991; Pinto
et al.,, 1996). Esta diversidade de hdbitats ja explica, em parte, a riqueza de biodiversidade
encontrada na Mata Atlantica. O clima na Mata Atléntica varia conforme a localidade, sendo sub-
Umido no Nordeste e extremamente imido no Sudeste e no Sul do Pais. As chuvas ocorrem
principalmente no verdo, mas podem estar distribuidas ao longo de todo ano no Sul e em &reas de
maior atitude, onde a precipitagéo pode chegar a 4000 mm anuais (Fonseca, 1985; Camara 1991,
1996). A maior parte dos solos sobre os quais a Mata Atlantica se desenvolveu foi originada a partir
de depdsitos de sedimentos marinhos (repetidos avangos dos mares para o interior originando bacias
de sedimentacdo como a do Parana e a do Parnaiba) e derramamento de lava. Durante o periodo
Terciério, iniciado hé& aproximadamente 65 milhdes de anos, falhas tectonicas ao longo da regido
litordnea do Sul e Sudeste deram origem as montanhas costeiras das Serras do Mar e da
Mantiqueira, hoje duas das regides mais preservadas da Mata Atlantica, em fungdo do relevo
ingreme. No Nordeste, sedimentos Cenozdicos da orla maritima formaram planaltos costeiros de
topos aplainados, denominados “tabuleiros’, sobre os quais a Mata Atlantica se desenvolveu.
Durante o periodo Quaternério, iniciado ha cerca de 2 milhdes de anos, formaram-se sedimentos
junto ao mar que foram cobertos por restingas e manguezais (Bigarella et al., 1975; Camara, 1991).

A presenca de grupos vegetais primitivos na Mata Atlantica sugere que este bioma é uma
formag&@o muito antiga, com mais de 140 milhdes de anos (Joly et al., 1991). Acredita-se que Mata
Atlantica e Floresta Amazonica ja estiveram ligadas entre si através de brejos ou regides alagadas
do Nordeste ou, ainda, através de corredores de florestas nas bacias do Amazonas, S30 Francisco e

Parana (Bigarellaet al., 1975), o que pode ser sugerido pela similaridade na composicéo de espécies
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de fauna e flora destes dois biomas (Sampaio 1945; Vanzolini, 1981). Algumas evidéncias sugerem
que aregido central do Brasil representa um importante papel de ligagéo entre este dois biomas e,
ainda, que algumas espécies demonstram uma subdivisdo genética latitudinal da Floresta Atlantica
(Costa, 2003). Enquanto Bates et al. (1998) e Costa et al. (2000) identificaram uma grande
proximidade entre clados distintos do norte e do sul da Floresta Atlantica, Costa (2003) encontrou
vérios exemplos em que espécies de pequenos mamiferos ao norte e ao sul eram mais proximas
geneticamente de espécies amazonicas do que umas das outras. Em conjunto, estes resultados
favorecem ahip6tese de Cracraft e Prum (1988) de que a Mata Atlantica seria uma érea composta,
uma espécie de “hibrido biogeogréfico”, apresentando linhagens com histérias bem diferentes, com
algumas destas linhagens se agrupando em meio as linhagens amazonicas, enquanto outras
ocupando uma posi¢éo basal em relacdo a estas.

Jurgen Haffer, em contribuicdo direta para Sick (1997), sugere trés hipoteses para explicar a
diversidade de espécies observada nos Neotrépicos. A primeira hipétese, a “teoria paleogeogréfica’,
se relaciona a mudancas da distribuicdo das terras e mares durante os periodos Terciario e
Quaternario, com sucessivas reduges e aumentos no nivel do mar em Periodos Glaciais e
Interglaciais, respectivamente, levando a separacdo de uma biota previamente continua. A segunda
hipétese, a “teoria dos rios’, se refere a grande amplitude do leito dos rios em aguns trechos,
formando verdadeiras barreiras a dispersdo e promovendo a diferenciag8o de aves e outras espécies
situadas em margens opostas. E finalmente, a “teoria dos reflgios’, que explora a possibilidade de
retracdo e expansdo de florestas durante as mudangas climéticas do Pleistoceno (Haffer, 1969;
Whitmore e Prance, 1987). Segundo esta teoria, nos periodos mais secos e frios, as florestas
retraidas ficariam apenas em éreas onde as condic¢Ges fossem mais favoraveis, formando refligios
onde a fauna local poderia se diferenciar. A coincidéncia entre reflgios propostos e éreas de
endemismo descritas para varios grupos € uma evidénciaem favor desta teoria (Camara, 1996; Sick,
1997). Haffer (1987) propde trés éreas de endemismo de avifauna na costa leste do Brasil: a
primeira no litoral de Pernambuco, outra no litoral da Bahia e a terceira a partir do Espirito Santo
em direcdo ao sul (figura 5.2, pg. 107). A revisdo de Avise e Walker (1998), baseada em estudos
genéticos de aves (DNA mitocondrial), também favorece a teoria dos reflgios ao mostrar que 76%
dos pares analisados (agrupamentos de hapl6tipos intra-especificos) se separaram durante as
mudangas climéticas do Pleistoceno, sugerindo que este deve ter sido um periodo importante para a
diversificagdo genética de aves.

Entretanto, apesar da teoria dos refligios ser muito utilizada para explicar padrdes de
diversificac@o de espécies observados hoje (Roy et al., 1999; GarciaMoreno et al., 1999), muita
controvérsia permanece em torno deste assunto (e.g. Connor, 1986). Alguns estudos recentes

sugerem que padrdes de divergéncia atuais devem ter se estabelecido bem antes das mudangas
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climéticas do Pleistoceno (GarciaMoreno et al., 1998; Costa, 2003). Além disso, Zink e Slowinski
(1995) sugerem que a diversificagdo de Passeriformes teria sido mais proeminente antes do que
durante o Pleistoceno, informagdo que viria a ser desafiada mais tarde pelo estudo de Avise e
Walker (1998) referido acima. Existe ainda a possibilidade de ocorrer diferenciacdo de populaces
em um gradiente de variagdo ambiental, o que poderia produzir padres biogeograficos similares
aos propostos pela teoria dos refugios (Endler, 1982). Bates et al. (1998) destacam que todas estas
teorias de diversificag8o de espécies, incluindo a teoria dos refugios, foram desenvolvidas com base
em registros geol6gicos e palinol6gicos, mas que falta a elas um conhecimento mais abrangente
sobre a histéria filogenética de aves neotropicais. Mais do que isso, esses autores sugerem que
importantes eventos biogeogréficos ocorreram no Terciério, portanto antes das instabilidades
climéticas do Pleistoceno, mas que ainda ndo ha dados suficientes para especular o que teria
acontecido neste periodo. Como sugere Costa (2003), talvez o momento ainda ndo seja de buscar
modelos simples para explicar a diversidade de espécies nos Neotrépicos e sim, antes de tudo, de
levantar mais dados filogeogréficos de linhagens neotropicais, ainda escassos na literatura, que

poder&o agjudar a compreender melhor os fatos histéricos que conduziram ao que observamos hoje.

2.2 Uma visdo geral sobre Passeriformes e Furnarioidea

A Ordem Passeriformes, que abrange mais da metade de todas as espécies de aves do
planeta, € um grupo monofilético (Rainkow, 1982; Sibley e Alquist, 1990; Irestedt et al., 2001),
ainda sem grupo irmé&o definido (Ericson et al., 2003), dividido em duas principais subordens (com
base principalmente na morfologia de um ossiculo localizado dentro do ouvido): os Oscines
(Passeri) e os Suboscines (Tyrannni) (Ames, 1971; Sibley e Alquist, 1990). Outros caracteres
morfoldgicos (Feduccia, 1974; Rainkow, 1982) e moleculares (Edwards et al., 1991; Irestdt et al.,
2001) sustentam esta dicotomia da ordem. Quase 80% das espécies de Passeriformes compdem a
subordem Oscines, um grupo de grande sucesso evolutivo, encontrado em todo o mundo e adaptado
a praticamente todos os tipos de hébitat (Irestedt et al. 2001). Os Suboscines, por outro lado, estéo
praticamente restritos aos Neotrdpicos, embora existam a gumas familias no Velho Mundo e alguns
poucos géneros tenham entrado na América do Norte apés a formagdo do Istmo do Panama ha cerca
de 3 a5 milhdes de anos (Ericson et al., 2002).

Mais de 35% da avifauna brasileira é composta por espécies de Passeriformes Suboscines,
sendo Tyrannidae, Formicariidae lato sensu (formicarideos tipicos e terricolas) e Furnariidae, astrés
familias com maior nimero de espécies (Sick, 1997). Tanto a moncfilia dos Suboscines, quanto a
monofilia dos dois principais grupos dentro deste (Suboscines do Novo e do Velho Mundo), sdo
sustentadas por varios estudos (Sibley e Alquist, 1990; Irestedt et al., 2001). De acordo com Irestedt
et al. (2001) amaior parte das classificagdes atuais de aves reconhecem 14 familias de Suboscines,
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sendo que, entre os Suboscines do Novo Mundo, ha duas superfamilias e 11 familias reconhecidas.
As familias Tyrannidae, Pipridae, Cotingidae, Oxyruncidee e Phytotomidae compdem a
superfamilia Tyrannoidea, enquanto as familias Dendrocolaptidae, Furnariidae, Formicariidae,
Thamnophilidae, Conopophagidae e Rhinocryptidae compdem a superfamilia Furnarioidea. No
Velho Mundo, trés familias formam um grupo monofilético: Pittidae, Philepittidae e Eurylaimidae
(Isler et al., 2001). A radiagdo dos Passeriformes parece ter ocorrido durante o Terciério de forma
t8o rapida e t&o bem sucedida, em func&o de suas principais adaptagoes, que as linhas de separacdo
entre familias permanecem pouco definidas em alguns casos (Feduccia, 1995). Com o advento da
biologia molecular, e o desenvolvimento de novas técnicas de sistemética molecular, o debate sobre
as relacBes dentro da Ordem Passeriformes, se agueceu aindamais (Spicer e Dunipace, 2004).

A superfamilia Furnarioidea, endémica a regi&o Neotropical, contém cerca de 560 das cerca
de 5700 espécies de aves existentes. Sendo extremamente diversa em termos de especializagdo
ecologica, este grupo torna-se bastante apropriado ao estudo de adaptacbes ecoldgicas e de
biogeografia (Irestedt et al., 2002). Enquanto a monofilia dos Furnarioidea é sustentada tanto pela
morfologia traqueofonica da siringe (Ames, 1971), quanto por dados moleculares (Irestedt et al.,
2001; Irestedt et al., 2002), as relacbes entre familias e subfamilias ndo sdo tdo claras (Ericson et
al., 2003). Irestedt et al. (2001), por exemplo, questionam a validade dos grupos Furnariida e
Thamnophilida de Sibley e Alquist (1990), ja que, em seu estudo, o género Thamnophilus agrupa,
com alto suporte de bootstrap (87%), com outros géneros membros da parvordem Furnariida, e ndo
em um clado separado. Outro ponto controverso seria a relacéo entre as familias Thamnophilidae,
Conopophagidae, Formicariidae e Rhinocryptidae. Ames (1971) sugeriu uma relaggo filogenética
mais proxima entre Conopophagidae e Formicariidae strictu sensu (somente formicarideos
terricolas). Sibley e Alquist (1990), por outro lado, sugeriram uma posi¢do basal para a familia
Thamnophilidae em relacdo as outras familias de Furnarioidea que, por sua vez, estariam
organizadas em dois agrupamentos, o primeiro contendo Furnariidae e Dendrocolaptidae e, o
segundo, contendo Formicariidae (Formicarius) como téxon irmd do clado contendo
Conopophagidae (Conopophaga) e Rhinocryptidae (Liosceles e Scytalopus). Irestedt et al. (2001)
discordam da proximidade filogenética entre as familias Conopophagidae e Rhynocryptidae
proposta por Sibley e Alquist (1990) e, ao invés disso, propdem maior proximidade entre
Conopophaga e Thamnophilus (suporte de bootstrap de 68%). Lovette e Bermingham (2000) ja
haviam sugerido essa proximidade entre Conopophagidae e Thamnophilidae em seu estudo com o
proto-oncogene c-mos, onde Conopophaga e Myrmotherula (Thamnophilidae) formam um clado
(com alto suporte na andlise de méaxima verossimilhanga, mas com suporte baixo nas andlises de

maéxima parcimonia e neighbor-joining) que tem Formicarius como téaxon irméo.
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Recentemente, Irestedt et al. (2002) buscaram estabelecer melhor as relagdes entre as
familias de Furnarioidea. Entre outras coisas, estes autores concordam com Lovette e Bermingham
(2000) e Irestedt et al. (2001) em relagdo a proximidade filogenética entre Conopophagidae e
Thamnophilidae e propdem a separagdo destas duas familias na Superfamilia Thamnophiloidea.
Irestedt et al. (2002) ainda sugerem a divisdo da familia Formicariidae em duas, sendo que os
géneros Formicarius e Chamaeza formariam um grupo irmdo de Rhynocriptidae (excluindo-se o
género Melanopareia). Além disso, a monofilia dos Thamnophilidae recebe ato suporte de
boostrap (100%), com os géneros Drymophila, Cercomacra e Pyriglena proximos entre si (porém
com arelacdo entre eles variando conforme a andlise), e 0 género Thamnophilus basal a estes trés,
muito embora os autores concordem que uma amostragem maior seja necessaria para estabel ecer
relaches entre as espécies desta familia Em concordancia com Sibley e Alquist (1990), Irestedt et
al. (2002) determinaram para a familia Thamnophilidae uma posi¢éo basal em relacdo as outras
familias do grupo. Estes autores concluem fazendo uma proposta de reestruturagéo para as familias
de Furnarioidea que foi, recentemente, acatada por Ericson et al. (2003) em sua revisdo sobre a
taxonomia de Passeriformes. Resumidamente, os principais grupos propostos, atualmente, dentro da
Ordem Passeriformes sdo (com enfoque na posi¢do dos Thamnophilidae em relacdo as familias
mais proximas):

Subordem Acanthisittia
Subordem Eupasseres
Infraordem Oscines
Infraordem Suboscines
Parvordem Eurylaimides (Suboscines do Velho Mundo)
Parvordem Tyrannides (Suboscines do Novo Mundo)
Tyrannida
Furnariida
Incertae sedis
Fam. Melanopareiidae (nova familia)
Superfamilia Thamnophiloidea
Fam. Thamnophilidae
Fam. Conopophagidae
Superfamilia Furnarioidea
Fam. Grallariidae (nova familia, resultante da diviséo de Formicariidae)
Fam. Rhinocryptidae (sem o género Melanopareia)
Fam. Formicariidae (Chamaeza e Formicarius)
Fam. Furnariidae
Subfam. Sclerurinae

Subfam. Dendrocolaptinae
Subfam. Furnariinae

2.3 A familia Thamnophilidae

Em 1890, P. L. Sclater, com base em caracteres morfoldgicos (bico, tarso, tamanho,
plumagem etc.) de alguns espécimes do Museu Britanico (The British Museum), estabeleceu a
familia Formicariidae (Zimmer e Isler, 2003). De acordo com Zimmer e Isler (2003), a base desta
classificagdo de Sclater permanece ainda hoje com apenas algumas modificagdes, sendo a principal

delas a separagdo dos formicarideos terricolas dos tipicos, com os primeiros formando a familia
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Formicariidae strictu sensu e os Ultimos vindo a compor a familia Thamnophilidae (Ames, 1971;
Sibley e Alquist 1990), uma das familias de aves neotropicais numericamente mais importantes
(Idler et al., 1998). A familia Thamnophilidae apresenta espécies de pequeno (7,5-8,0 cm; 6-8 g) a
médio (30,0-34,0 cm; 148-155 g) porte, concentradas nas regides Neotropicais, com poucas
espécies atingindo o sul do México e o norte da Argentina (Zimmer e Ider, 2003). A grande
diversidade de espécies estd na Bacia Amazonica, embora exista também grande diversidade e
vérias espécies endémicas na Floresta Atlantica (Zimmer e Isler, 2003). Espécies de
Thamnophilidae geralmente sdo encontradas em éreas de florestas, dificilmente ocorrendo acima de
2000 m (Zimmer e |sler, 2003). Membros desta familia locomovem-se predominantemente saltando
e pulando, através da ramaria ou no solo, sendo aves tipicamente sedentérias, com asas em formato
geramente eliptico e de comprimento relativamente curto, adequadas ao véo em édreas densamente
vegetadas (Sick, 1997; Zimmer e Isler, 2003). Em geral, os Thamnophilidae n&o se adaptam bem a
éreas abertas e ambientes muito degradados por acdo antropica e, apesar de apresentarem boa
capacidade de v0o, cursos de rios, as vezes nem t&o largos, ou até mesmo estradas, podem atuar
como barreiras a sua dispersdo (Sick, 1997; Zimmer e Isler, 2003). Recentemente, Bates (2002)
estimou a disténcia de dispersdo em trés espécies desta familia como sendo inferior a 270 m.
Entretanto, Sick (1997) comenta sobre a ocorréncia de espécies de Formicariidae lato sensu
(incluindo, portanto, membros da hoje reconhecida familia Thamnophilidae) em ilhas vegetadas,
distantes até 2 km da margem de rios, sugerindo uma capacidade de disperséo maior do que se
esperaria para estas espécies. Na maioria das espécies de Thamnophilidae ha dimorfismo sexual,
embora haja excegBes, e muitas espécies formam pares por toda a vida, defendendo territérios ao
longo do ano (Zimmer e Idler, 2003). Varias espécies desta familia exibem grandes diferencas
vocais e comportamentais entre populagdes e, embora geralmente as espécies de Thamnophilidae
que apresentam ampla distribuicdo ocupem basicamente o mesmo tipo de hébitat, é possivel
encontrar também grandes diferencas entre populagtes em relacdo a esta caracteristica (Zimmer e
Isler, 2003). Sugere-se ainda a existéncia de uma grande diferenciacdo genética que pode estar
associada & natureza sedentéria dos Thamnophilidae e/ou a um longo tempo de separago
geogréfica entre as presentes localizacdes das popul agdes (Hackett, 1993; Bates et al., 1999).
Apesar de ndo serem ameagados diretamente pelo homem, ja que ndo sdo cacadas,
capturadas e ndo representam ameaga as areas cultivadas, o principal risco ao qual as espécies de
Thamnophilidae estéo submetidas esta ligado a destruicéo de seu habitat (Zimmer e Isler, 2003). No
sudeste do Brasil, a grande destruicdo das &reas de Mata Atlantica tende a comprometer
definitivamente a sobrevivéncia de espécies como Rhopornis ardesiaca, Pyriglena atra e
Formicivora iheringi (Sick 1997). A despeito da destruicdo de seu habitat, a familia

Thamnophilidae indiretamente tem gjudado a incrementar a indUstria do ecoturismo nas Américas
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Central e do Sul, uma vez que diversas de suas espécies estdo entre os principais “avos’ de
observadores de aves (birdwatchers) de todo o mundo (Zimmer e |sler, 2003).

De acordo com o Handbook of the Birds of the World v. 8 (Zimmer e Ider, 2003),
atualmente a familia Thamnophilidae apresenta 45 géneros, divididos em 209 espécies, sendo 25
espécies ameagadas, e 516 téxons. Algumas caracteristicas morfolégicas, internas e externas,
definem os Thamnophilidae, tais como: formato da siringe e do esterno, escutelacdo do tarso,
conexdo dos artelhos e detalhes na estrutura do bico ou maxilar (Zimmer e Isler, 2003). Embora
estudos moleculares tenham sido apresentados até 0 momento em um ndmero muito limitado de
espécies desta familia (e.g. Hackett, 1993; Bates et al., 1999; Bates, 2000; Bates, 2002), os
Thamnophilidae forma um grupo monofilético bem definido, tanto por marcadores morfol 6gicos
quanto marcadores moleculares. Ainda assim, muitas relagdes entre géneros e entre espécies dentro
desta familia permanecem obscuras (Zimmer e Isler, 2003). Para resolver as relagdes entre espécies
de Thamnophilidae tém sido usados, além dos marcadores morfol 6gicos e molecul ares tradicionais,
caracteristicas de distribuicdo, comportamento, arquitetura do ninho e vocalizacoes (Isler et al.,
1997, 1998). Acredita-se que vérias espécies atualmente reconhecidas sejam apenas ecotipos de
uma Unica espécie, enquanto outras ndo classificadas como espécie deveriam receber esta
classificagdo. Desde 1990, 19 novas espécies de Thamnophilidae foram reconhecidas, sendo nove
descritas pela primeira vez e 10 resultantes de revisdes taxondmicas (Zimmer e Isler, 2003). Fica
claro, portanto, a necessidade de mais estudos taxondmicos com o desenvolvimento de pesquisas
nas &reas de ecologia, filogenia e biogeografia, que poderdo permitir a determinagdo de regides de
endemismo e de &reas prioritérias para conservagdo a fim de conhecer a histéria natural e garantir a

preservacéo dos Thamnophilidae (Zimmer e Isler, 2003).

2.3.1 Caracteristicas principais das espécies estudadas

O género Thamnophilus apresenta 26 espécies, sendo o segundo em maior nimero de
espécies da familia Thamnophilidae e, embora as relagdes entre espécies ndo sejam claras, alguns
agrupamentos puderam ser definidos: um grupo de espécies do complexo T. punctatus, um grupo de
espécies relacionadas a T. doliatus e alguns pares de espécies relacionadas (Zimmer e |sler, 2003).

A antiga espécie, ou complexo de espécies, Thamnophilus punctatus (“choca-bate-cabo”;
Sick, 1997) foi recentemente dividida por Isler et al. (1997) em seis espécies, com base em
morfologia, canto, plumagem e distribuicéo geogréfica, sendo que o nome T. punctatus foi mantido
em uma espécie encontrada apenas na regido Amazonica. Duas destas seis novas espécies estéo
representadas neste estudo. Thamnophilus pelzelni e T. ambiguus sfo consideradas espécies
distintas com base em alguns caracteres morfol gicos e na auséncia de individuos com fendtipos

intermedidrios na regido onde elas co-ocorrem, mas, embora existam diferencas detectéveis no
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canto das duas espécies, os marcadores vocais usados por Iser et al. (1997) se sobrepdem, ndo
sendo possivel defini-las sem ambiguidade com base nestes marcadores.

Thamnophilus pelzelni ocorre em uma ampla regiéo que vai da &rea central do Brasil (onde
ocupa principalmente matas de galeria) até a regifo Nordeste (Fig. 2a). E uma espécie comum,
ocorrendo em maior densidade ao norte de sua érea de distribui¢do, onde ocupa héabitats
continuamente ameagados por monoculturas e extragéo de madeira (Zimmer e Isler, 2003).

Thamnophilus ambiguus tem distribuic&o bem mais restrita do que T. pelzelni, ocorrendo do
sul de Sergipe @ sul do Rio de Janeiro, invadindo Minas Gerais na regido do Vae do Rio Doce
(Fig. 2a; Zimmer e Isler, 2003) e no nordeste do estado (M. Marini, com. pessoal). E uma espécie
que prefere areas de borda de floresta e clareiras no interior da mata (Zimmer e Isler, 2003).

Thamnophilus caerulescens, conhecida em Minas Gerais como “chor6 da mata’, apresenta
ampla distribuigo, ocorrendo no Uruguai, Paraguai, Argentina, Bolivia, Peru e no Brasil do
Nordeste ao Rio Grande do Sul de forma disjunta (Fig. 2b). E principalmente uma ave de borda e
freqlientemente persiste em areas degradadas, 0 que a torna pouco sensivel a perturbacéo antrépica
(Zimmer e |sler, 2003). Jafoi descrito como presente em fragmentos com menos de 0,5 ha, sendo o
Unico Thamnophilidae encontrado entre as aves mais frequientemente observadas em plantagdes de
eucalipto de Minas Gerais (Zimmer e Isler, 2003). Thamnophilus caerulescens € bastante similar
morfologicamente as aves do complexo T. punctatus (Sick, 1997). Ha 8 subespécies reconhecidas,
sendo T. ¢. caerulescens a subespécie representada neste estudo, ocorrendo no sudeste do Paraguai,
Norte da Argentina e sudeste e sul do Brasil (Zimmer e Isler, 2003). Contrariando a caracteristica
sedentéria da familia, T. caerul escens aparentemente realiza movimentos sazonais até o extremo sul
de sua distribuicgo, no norte da Argentina, sendo aparentemente residente em outras localidades
(Zimmer e Isler, 2003). Zimmer e Isler (2003) sugerem que a ampla distribuicao geogréfica de T.
caerulescens, junto com seu complexo padréo de plumagem (o que se reflete no nome popular em
inglés da espécie, variable antshrike), colocam T. caerulescens como um importante candidato para
estudos de sistemética.

A espécie Thamnophilus doliatus, popularmente conhecida como “choca-barrada’, ocorre
do México a Argentina, o que a torna uma das duas espécies de distribui¢do mais ampla dentro da
familia (Fig. 2c; Sick, 1997; Zimmer e Isler, 2003). Thamnophilus doliatus também é uma excegéo
dentro da familia em termos de adaptacdo a ambientes perturbados por agéo antrépica, sendo capaz
de ocupar édreas de vegetacdo secundéria, além de parques e jardins em éreas urbanas (Zimmer e
Isler, 2003). Ha 12 subespécies reconhecidas, sendo T. d. capistratus a subespécie representada
neste estudo, ocorrendo em Minas Gerais de Norte a Sul, na regido central da Bahia, no leste e no
sul do Piaui, e ainda nos estados do Ceara e Rio Grande do Norte. Nesta regido do Nordeste

Brasileiro ocupa hébitats bastante ameagados. De acordo com Zimmer e Isler (2003) as diversas
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subespécies descritas de T. doliatus possivelmente constituem diferentes espécies, o que ressalta a
necessidade de estudos taxondmicos (morfologia e molecular) nesta espécie. Pertencem ao mesmo
grupo de espécies de T. doliatus as espécies T. zarumae, T. multistriatus, T. tenuepunctatus, T.
torquatus, T. ruficapillus e T. palliatus (Zimmer e Isler, 2003), estando esta Ultima representada

neste estudo. Todos 0os membros deste grupo apresentam canto similar, tendem a habitar o sub-
bosque fechado ou hébitats secundarios e apresentam plumagem amplamente listrada em pelo

menos um dos sexos (Zimmer e Isler, 2003).

Thamnophilus. doliatus

Thamnophilus pelzelni (area em d)
azul) e T. ambiguus (4rea em
vermelho)

b)

iamnophilus palliatus

Fig. 2 continuacéo

Fig. 2 Distribuiggo geogréfica das nove espécies analisadas neste estudo (M apas inspirados nos mapas de
Zimmer e Isler, 2003)
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Thamnophilus palliatus, conhecida como “choca-listrada’, apresenta distribuicéo disjunta,
ocorrendo do Peru & Bolivia e no Brasil ao sul do Rio Amazonas, nos estados do Amazonas, Pard e
Mato Grosso, ao Norte do Maranh&o e ainda na costa brasileira desde a Paraiba até o Rio de Janeiro
(Fig. 2d). Habita éreas de mata e, de acordo com Sick (1997), pode ser encontrada nas copas de
arvores de algumas cidades como Belém e Rio de Janeiro. Ha quatro subespécies reconhecidas
sendo T. p. vestitus, que ocorre do sul da Bahia ao Rio de Janeiro, a subespécie representada neste
estudo. Assim como T. doliatus, esta espécie necessita de uma revisdo quanto a vaidade e
distribuico de suas racas (Zimmer e Isler, 2003). Thamnophilus palliatus e T. doliatus foram
usadas por Isler et al. (1998) como um dos pares de espéciesmodelo para sua metodologia de
diferenciago de espécies de Thamnophilidae com base em caracteristicas do canto, mostrando que
pelo menos trés caracteres vocais distintos diferenciam estas duas espécies.

Estudos de hibridagdo de DNA sugerem que Dysithamnus sgja um género proximo a
Thamnophilus (Sibley e Alquist, 1990). O género Dysithamnus apresenta 8 espécies, sendo que D.
mentalis (representado neste estudo), D. stictothorax, D. striaticeps, D. puncticeps e D.
xanthopterus formam um grupo monofilético, separado e talvez ndo muito proximo das outras trés
espécies do género: D. leucostictus, D. occidentalis e D. plumbeus (Zimmer e Ider, 2003), esta
Ultima também representada neste estudo.

Dysithamnus mentalis, conhecida como “choquinha-lisa’, apresenta ampla distribuicéo,
ocorrendo de forma descontinua desde o México até a Bolivia, parte do Brasil Central descendo até
do Rio Grande do Sul, Argentina e Paraguai e ainda do leste do Para a costa do Nordeste (Fig. 2€).
Esta espécie pode ser encontrada em diversos tipos de hébitat, tanto em éareas de borda quanto no
interior da mata (Zimmer e Isler, 2003). Dezoito subespécies sdo reconhecidas sendo D. m. mentalis
a subespécie representada neste estudo. Zimmer e Isler (2003) ressaltam a importancia de estudos
moleculares para estabel ecer relagGes entre popul agdes desta espécie, principa mente considerando-
se a destruiGéo crescente de diversas &reas onde ocorre, o que fatalmente ameaca algumas ragas. Em
pequenos fragmentos do Sudeste do Brasil, sua taxa de sobrevivéncia parece ser desigual, sendo
aparentemente negativamente afetada por corte seletivo de madeira (Zimmer e Isler, 2003). Bates
(2000) destaca a presenca abundante de D. mentalis em um fragmento de 350 ha na regido
amazonica, caracterizado pela aparente extinggo local de diversas aves de floresta, inclusive um
Thamnophilidae (Hypocnemis cantator), o que pode sugerir a boa sobrevivéncia de D. mentalisem
fragmentos pequenos.

Ao contrério de seu congénere representado neste estudo, Dysithamnus plumbeus, conhecido
como “choguinha-chumbo”, apresenta distribuicdo bastante restrita, ocorrendo apenas no Sudeste
do Brasil, do sul da Bahia ao norte do Rio de Janeiro, invadindo sul e leste de Minas Gerais (Fig.

2e). Esta espécie habita o estrato inferior da mata alta, ocorrendo até 900 m de altitude, mas
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principalmente abaixo de 600 m (Sick, 1997; Zimmer e Isler, 2003). Aparentemente € uma ave
sensivel a degradacdo do hébitat, ocorrendo em matas primérias ou pouco perturbadas,
caracteristica que, somada a sua distribuicdo restrita e seu cardter endémico, torna a espécie
vulneravel a extingdo, segundo critérios da IUCN. Apesar de provavelmente nunca ter sido uma
espécie comum, a destruicdo crescente de seu hébitat tem promovido um declinio numérico da
espécie nas Ultimas décadas (Zimmer e Isler, 2003). Dysithamnus plumbeus ocorre em diversas

pequenas reservas de Minas Gerais e Espirito Santo, incluindo o Parque Estadual do Rio Doce

e)

Dysithamnus mentalis (area em
vermelho e foto & esquerda) e D.
plumbeus (4rea em azul e desenho
a direita)

Rhopornis ardesiaca

Fig. 2 continuagéo
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(Zimmer e Isler, 2003). A identificagdo de novas éreas onde D. plumbeus possa ser encontrada, a
protecdo das éreas ja identificadas e estudos relacionados & histéria natural desta espécie sfo
fundamentais para sua conservagdo (Zimmer e Isler, 2003).

As outras duas espécies representadas neste estudo pertencem a diferentes géneros, mas a
arquitetura do ninho sugere que Rhopornis e Pyriglena devem ser proximamente relacionados entre
si, embora esta informagdo ainda carega de confirmacdo (Zimmer e Isler, 2003).

O género Pyriglena apresenta trés espécies, sendo Pyriglena leucoptera (*papataoca-do-
sul”) uma espécie endémica de Floresta Atlantica, ocorrendo em algumas éreas do Sul, Sudeste e
Nordeste do Brasil, no leste do Paraguai e no Norte da Argentina (Fig. 2f). Esta espécie ocorre no
estrato inferior em bordas de florestas perenes e matas secundérias maduras. Como seus
congéneres, evita areas abertas do interior da mata (Zimmer e Isler, 2003). Um estudo de Willis
(2979) indica que P. leucoptera parece desaparecer de fragmentos muito pegquenos, com area
inferior a 300 ha. Algumas populagdes podem estar localmente ameagadas em decorréncia da
substituicéio de seu hébitat por areas de cultivo (Zimmer e Isler, 2003). Por outro lado, P. leucoptera
sobrevive bem em é&reas de corte seletivo, sendo encontrada em plantacdes de eucalipto com sub-
bosgue de plantas nativas (Zimmer e Isler, 2003).

Rhopornis ardesiaca (“gravatazeiro”), a Unica espécie deste género, é classificada pela
IUCN como criticamente ameagada. Em sua &rea de distribui¢do muito restrita, com tamanho total
inferior & 3000 km?, R. ardesiaca pode ser encontrada principalmente em matas de cipé ao sul da
Bahia e no nordeste de Minas Gerais (Fig. 2g; Stotz et al., 1996; Sick, 1997). Estas regifes sdo
caracterizadas pela presenca de bromelidceas, onde estas aves se alimentam, cantam e constroem
seus ninhos (Sick, 1997; Zimmer e Isler, 2003). Apesar de ser uma espécie comum nestas areas
(populagdo global estimada em 1000-2500 individuos), a crescente destruicdo de seu hébitat,
especialmente para explorac@o de madeira, formag&o de pastagens e plantagtes de café, sem dlvida
torna R. ardesiaca muito ameagada de extin¢do (Sick, 1997; Zimmer e Isler, 2003). A Fazenda
Santana em Salto da Divisa (nordeste de Minas Gerais), uma das éreas de coleta da espécie neste
estudo, é reconhecida por Zimmer e Isler (2003) como um importante refigio de R. ardesiaca. Stotz

et al. (1996) ressaltam a urgente necessidade de pesquisas para a conservagdo desta espécie.

2.4 Evolugdo e estrutura populacional de aves

Muitos estudos tém sido feitos com o intuito de colaborar na compreensdo da evolugéo das
aves, tentando estimar quando e como se deu o surgimento desta Classe e quando e como
divergiram os principais grupos dentro desta. Além do registro féssil, muito incompleto, os
pesquisadores tém contado com marcadores moleculares para auxiliar nestes estudos.
Recentemente, Ericsson et al. (2002), usando seqiiéncias dos genes c-myc e RAG-1 e calibrando as

33

estimativas com a separacdo da familia Acanthisittidae dos outros Passeriformes em paralelo com a
separacdo da Nova Zelandia da Austrdlia/Antartica, estimaram que a principal subdivisao dentro da
Ordem Passeriformes, a divergéncia entre Oscines e Suboscines, teria ocorrido ha cerca de 71
milhdes de anos. Segundo estes autores, a radiacdo destes dois grupos teria acontecido em
diferentes partes da Gondwana, com os Oscines radiando pelo leste e os Suboscines pelo oeste.
Quase 20 milhdes de anos mais tarde, ha cerca de 53 milhdes de anos, teria ocorrido a separagéo
entre Suboscines do Novo e do Velho Mundo. Os Suboscines do Novo Mundo por sua vez, teriam
se dividido entre Furnarioidea e Tyrannoidea ha cerca de 45 milhdes anos. Embora estimativas de
tempo de divergéncia baseadas apenas em estudos moleculares estejam sujeitas a diversos erros,
elas gjudam a formular hipdteses até que uma datagdo mais acurada possa ser obtida (Garcia-
Moreno e Fjeldsa, 2000). Irestedt et al. (2002) sugerem que os grupos da América do Sul podem ter
se originado tanto a0 sul do continente quanto na Antartica, que apresentava clima ameno até o
inicio do Mioceno, e sugerem que a diferenciaco inicial dos Furnarioidea deve ter ocorrido ao sul
da Bacia Amazonica em diferentes localidades, entre elas a Floresta Atlantica.

No inicio dos anos 90, estudos com isoenzimas indicaram que a diversidade genética
observada entre espécies do mesmo género ou entre géneros da mesma familia € menor em aves do
que em outros grupos de vertebrados (Avise e Aquadro, 1982). Em 1998, Johns e Avise mostraram
que este fendmeno também podia ser observado com dados de DNA mitocondrial, descartando a
possibilidade de que esta diferenca pudesse ser atribuida a alguma caracteristica especifica das
isoenzimas. Estes autores encontraram em média 1,95% de divergéncia entre seqiiéncias de
citocromo b de espécies congenéricas de aves, valor significativamente menor do que o observado
para outros vertebrados na mesma escala taxondmica (2,85% a 3,5%). Vérias hipGteses foram
levantadas para explicar este fendmeno, entre elas a possibilidade da Classe Aves estar out of step,
ou sgja, dividida taxonomicamente segundo uma escala um pouco diferente em relagdo aos outros
vertebrados. O fato das Aves hoje serem consideradas um subgrupo de Répteis, explicaria essa
diferenca de escala (Johns e Avise, 1998). Outra explicagdo seria o fato das caracteristicas
morfoldgicas das aves, aprincipal base de classificag@o de taxonomistas, permitirem uma separagéo
entre grupos mais “eficiente” do que ocorre para outros vertebrados. Aves apresentam varios
caracteres taxonomicamente importantes, tais como coloragdo da plumagem, forma do bico,
estrutura dos pés e canto, e, além disso, sugere-se que divergéncias detectéveis deste tipo podem
ocorrer nas aves em menos tempo, ndo sendo necessariamente acompanhadas por divergéncia
genética (Johns e Avise, 1998). A outra hipétese mais usada para explicar a menor divergéncia
genética observada entre taxons de aves é a hip6tese de restrigdo funcional (functional constraint)
em proteinas de aves (Avise e Aquadro, 1982). Resumidamente, esta hipGtese parte de

caracteristicas fisiolégicas das aves (maior temperatura corporal, principamente, mas também
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outras caracteristicas relacionadas a concentragdo de CO, e pH do sangue) para propor que
mutacOes ndo sinbnimas, resultando em proteinas ligeiramente modificadas, reduziriam o fitness
dos individuos afetados de forma muito mais proeminente nas aves do que em outros grupos de
vertebrados. Esta menor tolerancia a substituicdo de aminoécidos em proteinas de aves implicaria
em taxas de evolugcdo molecular mais lentas para aves em relagdo a outros vertebrados,
especialmente mamiferos, o que vem sendo confirmado por estudos moleculares (Stanley e
Harrison, 1999). Stanley e Harrison (1999) demonstraram que, de fato, a proporcédo entre
substitui¢des ndo sindnimas e sinbnimas (dy/ds) no citocromo b de aves € significativamente menor
do que no citocromo b de mamiferos (0,023 e 0,056, respectivamente), 0 que, segundo 0s autores,
reforca a hipétese de restricéo funcional em proteinas de aves. Na contramao destas conclusdes,
Hackett (1993), Hackett (1996) e Bates et al. (1999) encontraram grande diferenciacdo genética
entre espécies de aves neotropicais, o que levantaria a hipétese de que a menor divergéncia genética
observada em niveis taxondmicos equiva entes, quando se comparam aves com outros vertebrados,
poderia ser decorrente de um desvio de amostragem, uma vez que esta conclusdo se baseia
principalmente em revisdes de estudos de aves de clima temperado (Stanley e Harrison, 1999;
Winker et al., 2000).

Em termos de estrutura genética populacional a controvérsia persiste. Até recentemente
dominava a visdo de que havia uma discrepancia entre os valores de Fsr (estimativa do quanto da
variag8o genéticatotal pode ser atribuida as diferencas entre populagbes; Wright, 1951) encontrados
em estudos com diferentes marcadores, com as isoenzimas apontando para uma menor
diferenciag8o entre populagGes de aves em relagdo as populagdes de outros vertebrados, e 0 DNA
mitocondrial indicando valores mais altos de Fsr. Segundo Crochet (2000), esta aparente
discrepancia se deve a falta de um fator de correg&o para os célculos de Fsr em estudos com DNA
mitocondrial, que precisam levar em conta 0 menor tamanho efetivo populacional a ser considerado
nas analises com este marcador. Umavez feitaa correcdo [Fsrm = 4Fstnuc / (1 + 3Fstnuc), assumindo
que nimero efetivo de fémeas é igual & metade do tamanho efetivo populacional e que a taxa de
migrac&@o de machos e fémeas ndo difere], com ambos marcadores observam-se valores menores de
Fsr entre populagdes de aves se comparados aos valores entre populagdes de outros vertebrados,
concordando com o padréo observado entre espécies e géneros (Avise e Aquadro, 1982; Johns e
Avise, 1998). Mas novamente surge a diferenca em relacdo as aves neotropicais. varios estudos
mostrando grande diferenciacdo genética entre populagbes destas espécies em 0posicdo a0
observado para aves de clima temperado. Hackett e Rosenberg (1990) encontraram distancias
genéticas equivalentes entre popul agdes de espécies de aves neotropicais, U mesmo superiores, ao
observado entre diferentes espécies congenéricas de aves de clima temperado. Bates (2000) destaca

que valores de Fsr observados entre populagdes de Passeriformes de florestas tropicais, separadas
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por pequena distancia geogréfica, podem ser equivalentes ao observado entre popul agdes de aves de
climatemperado separadas por centenas de quildmetros. Winker et al. (2000) revisam alguns dados
de literatura estimando um Fsr médio entre popul agfes de aves neotropicais de 0,213 enquanto para
aves em geral este valor ndo ultrapassa 0,049 (podendo ser metade disso com a exclusdo de
Fringilla coelebs, que apresenta um Fsr significativamente maior do que o apresentado por outras
aves de clima temperado). Uma alta capacidade de dispersdo de aves de clima temperado, muitas
delas migratérias, explica tanto a diferenga entre estas espécies e outros vertebrados, quanto entre
elas e aves de clima tropical, especiamente espécies de floresta, naturamente sedent&rias e
receosas em atravessar areas abertas. Embora poucos estudos tenham medido direta ou
indiretamente o nimero de migrantes entre populacdes de aves tropicais, em cinco espécies de
Passeriformes amazénicos, incluindo trés Thamnophilidae, Bates (2000) estima a ocorréncia de
menos de trés migrantes por geragdo (Nm < 2,53, estimativas baseadas no método de aelos
privados; Slatkin, 1985), valor abaixo do que o proprio autor calcula para outros Passeriformes a
partir de dados da literatura (Nm entre 4,64 e 9,95, com uma Unica excegao) e, provavelmente,
insuficiente para prevenir diferenciaco entre populagdes. Outra caracteristica que explicaria a
maior divergéncia entre populacfes de aves tropicais seria o fato destas espécies estarem ha mais
tempo em sua presente localizag8o se comparadas com espécies de clima temperado (Hackett, 1993;
Bates, 2000, 2002).

Mas seré que j& ha dados suficientes na literatura para estabelecer este padrdo de que aves
tropicais mostram maiores niveis de divergéncia dentro e entre espécies se comparadas a aves de
clima temperado? Marks et al. (2002), trabalhando com diversas populagdes amazbnicas de
Glyphorynchus spirurus (Dendrocolaptidae) ndo encontraram vaores de divergéncia muito
diferentes daqueles observados por Johns e Avise (1998) para a maioria das aves, embora eles
reconhecam unidades geneticamente distintas dentro desta espécie. Garcia-Moreno et al. (1999)
encontraram baixos niveis de diferenciag@o genética entre espécies de Cranioleuca (porcentagem
meédia de divergéncia entre sequiéncias dos genes mitocondriais ND2 e citocromo b, variando entre
0,5% e 4,7%), um género neotropical da familia Furnariidae, sugerindo na época que o nimero de
estudos para fazer generalizagBes ainda era pegqueno. Lamentavel mente, talvez ainda seja cedo para
tentar estabelecer algum tipo de padrdo, especialmente porque os estudos genéticos com aves
neotropicais estéo ainda amplamente concentrados na regido amazodnica. Recentemente foi
publicado o primeiro estudo a fazer uma avaliagdo preliminar sobre a diversidade genética de aves
do Cerrado (Bates et al., 2003), encontrando para dez espécies valores baixos de divergéncia dentro
e entre duas popul agdes separadas por cerca de 2000 km de distancia (<2,5% de divergéncia entre
seqiiéncias de citocromo b e ND2). Por outro lado, Dantas (2003), no Unico estudo encontrado com

aves envolvendo populages de Floresta Atlantica, encontrou cerca de 10% da variabilidade
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genética (determinada por marcadores moleculares do tipo RAPD) presente entre populagGes de
Conopophaga lineata, valor considerado alto se comparado ao observado entre popul agfes de aves
de clima temperado (Winker et al., 2000). E, se ainda ha poucos estudos genéticos com aves
neotropicais, principalmente com populagtes e espécies ndo amazonicas, também muito escassos
s80 os estudos genéticos envolvendo membros da familia Thamnophilidae. Além de estudos
filogenéticos entre familias, que as vezes consideram algumas espécies de Thamnophilidae (Sibley
e Alquist, 1990; Irestedt et al., 2001; Irestedt et al., 2002), apenas cinco estudos genéticos, com
enfoque em uma ou mais espécies de Thamnophilidae, foram encontrados na literatura (Hackett e
Rosenberg, 1990; Hackett, 1993; Bates et al., 1999; Bates, 2000, 2002).

2..5 0 DNA mitocondrial: regi&o controle e citocromo b

As mitocdndrias sdo organelas celulares que muito provavelmente se originaram quando
uma célula protoeucaritica engolfou ou foi invadida por uma bactéria aerébica (Quinn, 1997). Esta
organela, presente em varias copias nas células de praticamente todos 0s organismos eucariotos,
contém seu proprio genoma circular e pequeno (15-20kb), com cerca de 1% do tamanho dos
genomas circulares das bactérias existentes hoje, um indicativo de que deve ter havido a eliminagéo
de muitos genes redundantes (Quinn, 1997). Seu tamanho reduzido, ocorréncia de mdltiplas copias
dentro das células e f&cil isolamento sdo apenas algumas das vantagens do genoma mitocondrial
como ferramenta para estudos genéticos. Outras vantagens que tornam o DNA mitocondrial um
“sistema molecular ideal” para andlises filogenéticas, incluem: heranca materna com auséncia ou
fregliéncia minima de recombinacéo, tornando mais diretas as reconstrucdes filogenéticas; taxa de
evolugdo 1 a 10 vezes mais rapida do que a do DNA nuclear, com extensiva variagdo intra-
especifica, e variagdo entre individuos quase sempre relacionada a simples substituigdes de bases
com algumas, geralmente pequenas, inser¢des ou delegdes (Avise et al., 1987). Além disso, 0 DNA
mitocondrial pode ser considerado como uma ferramenta melhor para captar uma estrutura
populacional, se houver, do que o DNA nuclear, que, aém de apresentar taxa de evolugdio mais
lenta, esta associado a um maior tamanho efetivo populacional, o que significa um tempo maior de
coalescéncia para aelos de locos nucleares do que de locos mitocondriais (Moore, 1995).

O genoma mitocondrial de vertebrados apresenta contelido de GC diferente entre as duas
fitas, resultando em uma fita leve (fita L), com menos guanina, e uma fita pesada (fita H) (Baker e
Marshall, 1997). Os componentes basicos do genoma mitocondrial dos vertebrados sdo: genes de 22
RNAs transportadores (tRNAs), 13 genes codificadores de proteinas (geralmente envolvidas com
transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa), dois genes de RNAs ribossomais (rRNAS), uma ou
duas grandes regides ndo-codificadoras, auséncia de introns e presenca de pequenos espagadores
inter-génicos (geralmente menores que 10 pb) (Quinn, 1997). Em 1990, Desgardins e Morais
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publicaram a primeira sequéncia completa de um genoma mitocontrial de ave (Gallus gallus),
mostrando que as aves ndo compartilhavam com os outros vertebrados a mesma ordem dos genes.
Em 1998, Mindell e colaboradores constataram que dentro da Classe Aves havia duas possiveis
ordenacBes dos genes mitocondriais, com origens multiplas e independentes. Basicamente, no
rearranjo descrito por Mindell et al. (1998), a regi&o controle aparece entre os tRNASs de treonina e
prolina e ndo entre os tRNAs de glutamina e fenialanina, como descrito para aves anteriormente
(Fig. 3). Interessante notar que ordenacgo alternativa, aém de estar presente nas Ordens
Falconiformes, Cuculiformes, Piciformes, é caracteristica dos Passeriformes Suboscines, mas néo
dos Passeriformes Oscines, que apresentam a mesma ordem génica descrita por Desjardins e Morais
(1990) e presente na maioria das aves. Entretanto, Bensch e Harlid (2000) encontraram um género
de Oscines (Phylloscopus) apresentando a mesma ordenagdo de genes mitocondriais observada nos
Suboscines, 0 que sugere que esse rearranjo ocorreu multiplas vezes ndo apenas dentro da Classe

Aves como também dentro da Ordem Passeriformes.
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Fig. 3 Desenho esquemético de parte do DNA mitocondrial mostrando a ordem dos genes encontrada na
maioria das aves e o rearranjo descrito para alguns grupos por Mindell et al. (1998) e Bensch and Harlid
(2000). No restante da molécula a ordenagdo dos genes é a mesma para todos os vertebrados. O semi-
circulo externo representa a fita H e o interno, a fita L. As setas e os tragos coloridos indicam a
localizagdo aproximada dos sitios de ligag@o dos primers de amplificagdo e do trecho sequienciado da
regido controle (vermelho) e do citocromo b (azul). Letras indicam RNAs transportadores de treonina
(T), prolina (P), &cido glutamico (E), fenilalanina (F) e valina (V). Genes est&o representados por: ND5 e
ND6, subunidades 5 e 6 de NADH desidrogenase; Cyt b, citocromo b; rRNA-12S, subunidade 12S do
RNA ribossomal. RC: regi&o controle; nc: regi&o ndo-codificadora de tamanho variével.

A regido controle do DNA mitocondria (d-loop), é uma regido ndo codificadora e de
evolugdo mais rpida dentro da molécula, tornado-a, por isso mesmo, um marcador genético
adeguado para estudos populacionais ou entre espécies proximas (Baker e Marshall, 1997). A
regido controle contém os promotores de transcri¢do das fitas L e H e a origem de replicagdo dafita
H (Quinn, 1997; Kvist, 2000). Em aves a regido controle tem cerca de 1200 pb, com pequenos
indels (insercBes ou delegBes) e repeticdes em tandem respondendo pela variagdo de tamanho entre
espécies (Baker e Marshall, 1997). Didaticamente a regido controle pode ser dividida em trés
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dominios, sendo os dominios | e Il hipervaridveis e o dominio Il ou dominio central, mais
conservado (Saccone et al., 1991; Baker e Marshall, 1997). Os trés dominios também variam
bastante quanto & sua composic¢éo de bases, sendo afita L ricaem CT no dominio central, ricaem
AC no dominio I, e rica em AT e muito pobre em G no dominio Il (Baker e Marshall, 1997;
Ruokonen e Kvist, 2002). Baker e Marshall (1997) identificaram quatro regides conservadas na
regido controle, estando os boxes F, D e C localizados no dominio Il e o CSB-1, marcando o inicio
do dominio 1. Ruokonen e Kvist (2002) ndo puderam identificar o box C, mas identificaram o box
B e umaregi&o proxima ao box B muito conservada em aves, mas ndo em outros vertebrados, a qual
denominaram bird similarity box. Uma regido caracteristica da regido controle de aves (Kvist,
2000), caracterizada pela presenga de vérias citosinas interrompidas por uma ou mais timinas,
conhecida como hairpin de citosina ou C-stretch, aparece logo no comego do dominio | e esta,
aparentemente, relacionada a algumafungao estrutural (formagdo de um hairpin). Ruokonen e Kvist
(2002) encontraram padrdes de variagdo para a regido controle bastante diferentes entre espécies de
aves, com distancias genéticas dentro de um mesmo género variando entre 0,5 e 26,2%, sugerindo
que uma estimativa de relégio molecular feita para uma espécie pode ndo ser aplicavel a outra
espécie. As estimativas de taxa de mutagdo para a regido controle também variam dentro de uma
faixa ampla, desde 2,8% a 20,8% por milh&o de anos. Saturagdo, ou segja, ocorréncia de multiplas
substituigdes, especialmente transicdes, em um mesmo sitio nucleotidico, eventuamente
mascarando a distancia genéticareal entre dois tdxons, parece ocorrer naregido controle a partir de
uma distancia genética pareada de cerca de 10% (Ruokonen e Kvist, 2002).

O citocromo b, o Unico citocromo codificado pelo DNA mitocondrial, esta envolvido com
transporte de el étrons na cadeia respiratdria da mitocondria (Kvist, 2000). E codificado por um gene
com 1143 pb ou 381 cddons, considerado mais conservado do que a regido controle, muito embora
alguns autores considerem que as substituicbes sindnimas nos treze genes codificadores de
proteinas do DNA mitocondrial evoluam a uma taxa t&o rapida quanto a taxa de evolucéo da regido
controle (Moore e DeFilippis, 1997). A grande maioria das substitui¢gdes de nucleotideos do
citocromo b é sinénima e Kocher et al. (1989) destacam diversos aminoécidos, em especial quatro
que parecem ser essenciais para a fungdo do citocromo b, que ndo variam em organismos téo
distantes quanto o homem, roedores, aves e peixes. Ao contrério da regido controle, seqiiéncias de
citocromo b, por sua conservagdo e auséncia de insergdes ou delecles, sdo facilmente alinhaveis,
mesmo entre espécies as vezes muito distantes. Além de uma ordenag@o de genes diferente da
observada para a maioria dos vertebrados, outra caracteristica peculiar das aves € a baixa incidéncia
de timinas em posi¢Bes silenciosas de regides codificadoras do citocromo b, havendo quase 80% de
AC na 3 base dos codons, um desvio que pode tornar efeitos de saturagdo particularmente

importantes em estudos filogenéticos de aves utilizando seqiiéncias deste gene (Kocher et al., 1989;
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Edwards et al., 1991; Moore e DeFilippis, 1997). Moore e DeFilippis (1997) revisaram alguns
estudos com aves utilizando citocromo b e concluiram que este gene tem maior poder de resolucéo
quando se trata de relagdes entre espécies (ou subespécies) até no maximo entre familias. Em niveis
taxondmicos acima disso, outros marcadores que acumulam mdltiplas transi¢cdes mais lentamente,
seriam mais recomendados. Diferentes estudos tém estimado a taxa de divergéncia para citocromo b
em aves, em cerca de 2% de por milh&o de anos (Shields e Wilson, 1987; Tarr e Fleischer, 1993;
Randi, 1996), calibracdo que so serd Util enguanto houver uma relagdo linear entre tempo e
divergéncia, o que ocorre para citocromo b até aproximadamente cerca de 18% de divergéncia
entre sequiéncias, ou uma diferenciagdo ocorrida até cerca de 9 milhdes de anos atrés para aves com
tempo de geracdo de cerca de um ano, como pequenos Passeriformes (Moore e DeFilippis, 1997).
Segundo esta visdo, o citocromo b ndo seria Util para estabelecer relacOes entre familias de
Passeriformes uma vez que, mesmo as familias mais recentemente divergidas, devem ter se
separado entre 12 e 16 milhdes de anos atréas (Spicer e Dunipace, 2004). Outras estimativas de
rel6gio molecular sugeridas para citocromo b seriam em torno de 10% de divergéncia por milhdo de
anos para substitui¢cdes (transicdes ou transversdes) ou 0,5% para transversdes, ambas considerando
apenas 32 base dos codons (Irwin et al., 1991).

Enzimas de restricdo, através da técnica de RFLP, e sequenciamento sdo as ferramentas
usadas para andlises do genoma mitocondrial. Com o advento da reac&o de polimerase em cadeia
(polymerase chain reaction ou PCR; Saki et al., 1988) e o aumento da disponibilidade de
iniciadores (primers) para DNA mitocondrial (Kocher et al., 1989; Edwards et al., 1991; Tarr,
1995; Hackett, 1996; Sorenson et al., 1999), o segiienciamento tem sido cada vez mais a técnica
predominante, permitindo acesso & variaco genética no nivel do DNA de forma rgpida e direta
Apesar das vantagens da andlise de DNA mitocondrial j& abordadas anteriormente, Avise et al.
(1987) reconhecem que néo existe tal “sistema ideal” e destacam algumas limitagdes do DNA
mitocondrial como ferramenta molecular que incluem, entre outras coisas, homoplasia e problemas
com a escala taxondmica abordada pela andlise. A homoplasia no DNA mitocondrial
freqlientemente € atribuida a substituig&o de bases recorrente em alguns sitios com maior freqiiéncia
de mutagdo. A escala de abordagem pode representar um problema de duas formas: i) dificuldade
de comparar grupos mais distantes, uma vez que substitui¢cdes sempre iréo ocorrer rapidamente nos
sitios mais sujeitos a isso, até um ponto a partir do qual as mudangas passam a se acumular mais
lentamente, ou ii) dificuldade de comparar grupos com divergéncia recente, uma vez que boa parte
das diferencas observadas hoje no DNA mitocondrial j& devia estar presente antes da separagéo das
populagdes, sendo portanto um reflexo de polimorfismo ancestral. Além disso, a acurécia de
reconstrugdes filogenéticas feitas a partir de dados moleculares, incluindo segiiéncias de DNA

mitocondrial, pode estar comprometida pela limitacdo da quantidade de genes e de caracteres
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informativos utilizados, pelo nivel de amostragem de téxons (nimero de individuos ou de
hapl 6tipos por espécie) e pela escolha dos grupos externos ou outgroups (Hills et al., 1996; Zink et
al., 1998).

Apesar de haver diversos estudos em aves usando seqiiéncias de regido controle como
marcador genético (e.g. Omland et al., 2000; Kvist et al., 2001; Rhymer et al., 2001), seu uso ainda
€ muito menos fregiiente do que outras regides do DNA mitocondrial. Isso provavel mente se deve a
maior dificuldade de se desenhar primers (se ndo universais, pelo menos de uso mais abrangente)
para esta regido hipervariavel do que para outras regides mais conservadas. Este fato se reflete no
nimero muito mais reduzido de seqliéncias de regido controle disponiveis no GenBank do que de
citocromo b, por exemplo. Apenas para se ter umaidéia, até dezembro de 2003 havia no GenBank
apenas seis seqiiéncias de regido controle de seis espécies de todas as familias de Suboscines, sendo
apenas duas sequéncias da regido controle completa (Smithornis sharpei e Sayornis phoebe) e
outras quatro seqiiéncias parciais (envolvendo praticamente apenas o dominio |). Na maioria das
vezes aregido controle é usada para estabel ecer relacfes entre populagdes de uma espécie (Rhymer
et al., 2001), algumas vezes entre espécies de um mesmo género (Kvist, 2000; Kvist et al., 2001) e,
menos frequentemente, entre géneros de uma mesma familia (Sounders e Edwards, 2000). O
citocromo b, por sua vez, é provavelmente o gene mais seqiienciado em estudos genéticos de aves.
Além de haver na literatura uma grande disponibilidade de primers para amplificagdo e
seqlienciamento deste gene, o grande volume de dados facilita a comparacdo dos resultados entre
espécies (Kvist, 2000). Seqiiéncias completas ou parciais de citocromo b, geralmente associadas a
seqiiéncias de outros genes, mitocondriais (tais como rRNA18S, ND2 ou ND3) ou nucleares (tais
como c-myc, RAG-1 ou gene da mioglobina), ja foram usadas para estabelecer relagdes
filogenéticas dentro de espécies (Marks et al., 2002), entre espécies dentro do mesmo género
(Aleixo, 2002), entre géneros dentro de familias (Chikuni et al., 1996; Prum et al., 2000) e entre
familias (Irestedt et al., 2002).
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3MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem populacional

Todas as aves analisadas neste estudo foram capturadas em &reas de Mata Atlantica do
estado de Minas Gerais durante os anos de 2000 e 2001 (Fig. 4). A captura das aves foi feitacom 20
redes de neblina (12 x 2,5 m, malha de 35 mm), mantidas nas éreas de coleta durante 3 a 6 dias, do
nascer do sol até as 17 horas. A cada 30 minutos as redes eram vistoriadas para retirada das aves
que eram entdo identificadas (identificag@o feita pelo Prof. Miguel Marini e equipe), anilhadas
(anilhas fornecidas pelo CEMAVE/IBAMA) para posterior identificacdo em caso de recaptura,
medidas e liberadas apds a coleta de sangue e as informagdes terem sido anotadas nas fichas de
campo. O sangue periférico foi coletado através de uma pequena perfuracéo na perna (veia do tarso)
da ave, o suficiente para permitir a obtencéo de uma ou duas gotas de sangue sem causar maiores
danos a0 animal. O sangue foi armazenado em &cool 70% ou absoluto, em tubos de 1,5 ml
devidamente identificados com o nimero da anilha da ave. No campo, o sangue era mantido nestes
tubos em temperatura ambiente até ser levado para o Laboratério de Biodiversidade e Evolugao
Molecular (LBEM — ICB/UFMG), onde foi armazenado em geladeira até a extragdo de DNA
descrita a seguir. Apos a extracao de DNA todas as amostras passam a compor o banco de DNA do
LBEM, laboratério recentemente registrado como “Fiel Depositario” do patriménio genético
brasileiro no CGEN (Ministério do Meio Ambiente) sob o processo 02000.002032/2003-26
(publicado no D.O.U. em 14 de janeiro de 2004).

Em geral, duas éreas foram amostradas em cadalocal de coleta: uma &rea grande, com mais

de 1000 ha e um fragmento menor, proximo & érea continua, com menos de 30 ha. Embora este
delineamento amostral possa ser Util para sugerir a abundancia relativa das espécies analisadas em
dreas de diferentes tamanhos (Tabela 1), avaliagbes preliminares mostraram que ndo havia
justificativa para considerar os dois tipos de area de coleta nas analises genéticas. Desta forma, aves
coletadas na mesma éarea, independente do sitio de coleta, foram consideradas parte de uma Unica
populagdo. As caracteristicas do habitat descritas abaixo, ficam restritas aos aspectos da area
continua, sabendo que o fragmento préximo, com excegdo do tamanho, apresenta caracteristicas
similares.
Populacdo Si => Localizada préxima a0 municipio de Simonésia (20°07°S e 42°00°'W), a &ea
continua amostrada foi a Reserva Particular do Patrimoénio Natural (RPPN) da Mata do Sossego
que, apesar de ter apenas 180 ha de mata protegida (gerenciada pela Fundac&o Biodiversitas), faz
parte de um extenso remanescente de Mata Atlantica que cobre uma &rea de cerca de 1000 ha de
mata nativa preservada (Sebaio, 2002).
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Fig. 4 Locdizagdo das nove é&reas de coleta amostradas neste estudo (Jq = Jequitinhonha; SD =
Sdlto da Divisa; Cp = Candpolis; NL = Nova Lima; RD = regido do Parque Estadual do Rio Dace;
Ca = Caratinga; Si = Simonésia; SB = Sao Bartolomeu; Br = regido préxima ao Parque Estadual
Serra do Brigadeiro).

Populacdo Ca => Localizada as margens do Rio Manhuagu, no municipio de Caratinga, esta a
RPPN de Caratinga (20°50°S e 42°05'W), uma reserva com cerca de 860 ha de éarea protegida,
adjacente a florestas particulares, totalizando cerca de 1000 ha de Mata Atlantica (Sebaio, 2002). O
relevo daregido é relativamente montanhoso, com altitudes entre 340 e 680m. O inverno é seco mas
com temperaturas amenas (acima de 18°C). A vegetacdo € do tipo Floresta Pluvial Atlantica Baixo-
Montana. Esta érea esté situada no complexo da Serra da Mantiqueira.

Populacdo RD => O Parque Estadual do Rio Doce (19°48'S e 42°38'W) é a maior érea de Mata
Atlantica do Estado de Minas Gerais, cobrindo cerca de 36.000 ha. Sua vegetagdo é composta
principalmente por florestas primérias e secundarias, com caracteristicas semi-decidua e decidua
situando-se entre 300 e 800 metros de altitude (Rizzini, 1979).

Populacdo Br => O Parque Estadua da Serra do Brigadeiro, situado préximo a0 municipio de
Ervélia, € uma érea preservada com cerca de 13200 ha Trata-se de uma das Ultimas éreas de Mata

Atlantica do leste de Minas Gerais, situada em uma regido com ver8es Umidos (chuvas de

novembro a margo), de temperaturas médias a altas e invernos secos (Castro et al., 1983). A Serra
do Brigadeiro também pertence a0 conjunto Serrada Mantiqueira.

Populacdo NL => Préximo ao municipio de Nova Lima, a érea continua amostrada foi a RPPN
Mata do Jambreiro, uma &rea com aproximadamente 1000 ha, somando a mata protegida e florestas
adjacentes. O relevo na regido é bastante acidentado com altitudes entre 800 e 1.100 m. O verdo é
brando, com chuvas ocorrendo entre outubro e margo, e o inverno € seco e ndo rigoroso (Andrade,
1992).

Populacdo Jg => Nos arredores do municipio de Jequitinhonha (16°20°S e 41°00'W), foi amostrada
uma propriedade particular com cerca de 5.000 ha de matas continuas, situada na margem esquerda
do Rio Jequitinhonha (Sebaio, 2002). Esta regido apresenta relevo montanhoso, com até 1.100 m de
dtitude, e clima mesotérmico com verdes quentes e chuvosos. Nas partes mais elevadas as
bromeliaceas sdo abundantes em campos com arbustos e arvores de até 3 m de atura. A vegetagdo
do local pode ser definida como Floresta Estacional Semidecidual Submontana (Veloso et al.,
1991).

Populacdo SD => Também situada na margem esquerda do Rio Jequitinhonha, existe uma grande
area particular proxima ao municipio de Salto da Divisa, chamada Fazenda Santana (16°05’'S e
40°02'W). Nesta fazenda, uma floresta fragmentada incluindo matas em regeneracéo totaliza uma
area de cerca de 2.000 ha (Sebaio, 2002). O clima na regi&o é subimido a seco, com chuvas
distribuidas entre a primavera e o verdo. A vegetacdo é do tipo Floresta Estacional Decidua das
Terras Baixas (Veloso et al., 1991). Esta regido esta situada préxima ao limite de distribuicéo entre
as espécies Thamnophilus ambiguus e T. pelzelni. A Fazenda Santana é citada pelo Handbook of
the Birds of the World v. 8 (Zimmer e Isler, 2003), com um importante refigio de Rhopornis
ardesiaca.

Populacdo Cp => Localizada proxima ao municipio de Candpolis, esta € uma area em bom estado
de conservagdo, com aproximadamente 3.000 ha (M. Marini, com. pessoal). E a Unica dentre as
éreas amostradas que ndo se encontra na regido central do bioma Floresta Atlantica, sendo um
fragmento de mata em meio a0 bioma do Cerrado. Nesta regido ndo foi amostrado nenhum
fragmento pequeno.

Populacdo SB => A grande Mata de Sdo Bartolomeu, préxima a Ouro Preto, € uma &rea com mais
de 3.000 ha, embora n&o exista um levantamento preciso a esse respeito (M. Marini, com. pessoal).
A vegetacdo € do tipo Floresta Estacional Semideciual Montana formada principalmente por mata
secundaria em estégio inicial de sucessdo. Nesta regido também ndo foi amostrado nenhum

fragmento pequeno.



Tabela 1 Numero de individuos amostrados para as nove espécies analisadas neste estudo em cada uma das &reas de coleta descritas no texto. Cada area esta
identificada abaixo pelas iniciais da cidade ou da reserva mais proxima, seguidas da letra“c”, representando a &rea continua, ou “f”, representando o fragmento.

Pop T.caerulescens | T.pelzelni | T. ambiguus | T. doliatus | T. palliatus | D. mentalis | D. plumbeus | P.leucoptera | R ardesiaca | Total
Si-c 2 2
Si-f 2 4 6 }8
Cac 7 11 18 }24
Caf 2 4 6
RD-c 1 1 2
RD-f 2 2|14
Br-c 2 2 4
Br-f 10 4 |}
NL-c 2 1 2 5
NL-f 6 R
Jo-c 3 1 6 10

} 22
Jo-f 12 12
SD-c 26 2 13 6 47
SD-f 4 4 3 ]} s8
SB 2 2
Cp 2 1 3
Tota 29 2 52 4 1 7 11 35 9 150

3.2 Extracéo de DNA

A partir da amostras de sangue, foi feita extragdo de DNA gendmico através de protocolo
padréo de fenol-cloroformio com digesté&o por proteinase K (Sambrook et al., 1989), com algumas
modificagdes feitas em nosso laboratdrio. O protocolo detal hado esta descrito a seguir.

1. Centrifugar o tubo com sangue e dcool a 14.000 rpm por 1,5 min.

2. Tirar todo o acool do tubo com uma pipeta. Lavar o sangue com Tris NH,Cl e solugéo salina
0,85%.

3. Ressuspender o pellet em 300 pL de High TE e vortexar, quebrando os pellets com um bastéo
Se necessario.

4. Adicionar 400 L de solugéo de lise de Madisen previamente aquecida a 55°C e vortexar.

5. Adicionar 5-10 pL de Proteinase K 20mg/mL e vortexar.
Incubar amostras em banho-maria a 55°C over night ou o tempo que for necessério para a lise
completa do material. Vortexar algumas vezes durante o processo de lise.

7. Adicionar 10 pL de RNAse (10 pg/ml) a0 materia lisado. Deixar 3-5 min em temperatura
ambiente.

8. Completar volume do tubo com de fenol:cloroférmio:dcool isoamilico (25:24:1). Agitar
cuidadosamente os tubos por 10 min.

9. Centrifugar a 14.000 rpm por 10 min.

10. Pipetar cuidadosamente o sobrenadante para um novo tubo.

11. Repetir passos 8-10 mais uma ou duas vezes, até obter um sobrenadante limpo e livre de fenol.

12. Fazer umalimpeza com cloroformio:élcool isoamilico (24:1). Repetir passos 9-10.

13. Adicionar 100 pL de acetato de aménio 7,5 M e completar o volume do tubo com isopropanol,
ambos previamente resfriados em freezer. Inverter os tubos até a precipitagdo do DNA.

14. Ap6s os DNAs terem precipitado, centrifugar a 14.000 rpm por 15 min, descartar sobrenadante
cuidadosamente e deixar secar em temperatura ambiente.

15. Lavar DNAs com 100 pL de etanol 70% gelado e repetir passo 14.

16. Ressuspender o DNA em 50-100 pL de TE, conforme o tamanho do pellet.

17. Incubar em banho-mariaa 37°C por 30 min.

18. Quantificar DNA em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio.

19. Armazenar tubos a -20°C.

3.3 Amplificacdo e sequienciamento

Para amplificar aregido controle foram usados os primers L 16087 e H16137 (modificados a
partir de seqiiéncias fornecidas por M. D. Sorenson, com. pessoal), que resultavam em uma banda
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Unica de aproximadamente 1.200 pb, envolvendo a regido controle inteira e parte dos RNA
transportadores flanqueadores (Fig. 3). Para o citocromo b foram usados os primers L14841
(modificado de Kocher et al., 1989) e H16065 (Lougheed et al., 2000), resultando em uma banda
Unica com cerca de 1.100 pb abrangendo boa parte do citocromo b e uma parte do RNA
transportador na extremidade 3" (Fig. 3).

Os primers usados na amplificagdo da regido controle de todos os individuos ndo se
mostraram eficientes no seqlienciamento, resultando em poucas seqiiéncias de boa qualidade (talvez
por conterem sitios degenerados). Uma vez que ndo foi possivel encontrar naliteratura primers para
a regido controle de Suboscines, diversos primers internos para segiienciamento especifico desta
regido tiveram que ser elaborados em nosso laboratério. O desenho destes primers, feito com a
gjuda dos programas AMPLIFY 1.2 (Engels, 1993) e PRIMERS! v. 1.0 (Resnick, 1996), se baseou
nas seqiiéncias de regido controle de Suboscines disponiveis no GenBank (apenas seis seqiiéncias
de toda a subordem, incluindo um Thamnophilidae, um Furnariidae e um Dendrocol aptidae; Anexo
1) e nas primeiras seqliéncias obtidas neste estudo através dos primers L16087 e H16137. Entre os
primers elaborados para este estudo (Anexo 1), quatro se mostraram eficientes nas reacoes de
seqlienciamento da regido controle sendo que os primers L6 (localizado logo ap6s o hairpin de
citosing, préximo a extremidade 5° da regid@o controle) e H2 (localizado cerca de 50 pb antes do F
box, regido conservada no dominio central) foram usados em todos dos individuos, enquanto os
primers L3 (localizado na regido do F box) e H4 (localizado proximo a CSB-1, outra regido
conservada localizada no comego do dominio I1l) foram usados em algumas aves de todas as
espécies e em todas as aves das espécies Thamnophilus caerulescens e Rhopornis ardesiaca. Em
nosso laboratdrio, aregido controle de uma ave da espécie Conopophaga lineata (Conopophagidae)
foi parcialmente amplificada com os primers L16087 e H4 (por razdes ainda desconhecidas, o par
L 16087 e H16137 ndo se mostrou eficiente nesta espécie) e seqlienciada com os primers L 16087,
H2 e H4 (o primer L6, como mais tarde se verificou, nd0 encontra um sitio de pareamento
adeguado nesta espécie), com o objetivo de usar esta seqiiéncia como outgroup e tentar definir
como esta espécie se relaciona com os Thamnophilidae. Para seqiienciamento do citocromo b foram
usados os primers L14841 e H15149 (modificado de Kocher et al., 1989). As sequéncias dos
primers usados na amplificacéo e seqlienciamento das duas regides estdo apresentadas na Tabela 2.
Sequéncias de regido controle foram obtidas de todos os individuos das nove espécies analisadas
(n=150), enquanto seqliéncias de citocromo b foram obtidas de apenas alguns individuos de cada
espécie (n=42), geramente aqueles que apresentaram haplotipos de regido controle mais
divergentes. Essa estratégia de selecdo de individuos para o segiienciamento do citocromo b poderia
gerar superestimativas de diversidade intra-especificas para este gene, ja foram analisadas as aves

geneticamente mais divergentes, segundo as seqiiéncias de regi&o controle. Dessa forma, ainda que
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estas medidas sejam apresentadas e, algumas vezes, comparadas a0 observado para a regido
controle, é preciso esclarecer que elas podem ndo corresponder a realidade da populacdo em
questdo. Entretanto, esta estratégia ndo prejudica as comparacOes interespecificas, que eram o

objetivo principal em relag8o as sequiéncias de citocromo b.

Tabela 2 Primers utilizados para amplificagdo (A) e
seqglienciamento (S) da regido controle e do citocromo b das nove
espécies de Thamnophilidae deste estudo.

Nome* Seqiiéncia(5? 37)**
Regido controle
L16087 (A) TGGTCTTGTAAACCARARACTGAAG
H16137 (A) AAAATRYCAGCTTTGGGAGTTG
L6 (S) ACCACATCAGACATACTATGTA
H2 (S) CTGACCGAGGAACCAGAGGCGCA
L3 (9 TCGTACCTCTCACGAGAAACCA
H4 (S) TTGACGAGGTAAAAATATGTCT
Citocromo b
114841 (A;S) CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA
H16065 (A) GTCTTCAGTTTTTGGTTTACAAGAC
H15149 (S) CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA

* H e L sor referem a fita pesada ou leve do genoma mitocondrial,

el 5 genome tecoia e Gellus gals (Deacn s ors 1950

Sinda s o rowato da s e desnved o nos abrctate,

*R=AouG;Y=CouT.

Tanto para regi&o controle quanto para citocromo b, as reactes de amplificagdo foram feitas
em um volume final de 12,5 a 15 pl usando 10-40 ng de DNA gendmico, tamp&o TrisKCl 1X, 1,5
mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs, 0,5 uM de primer e 1 U/tubo de Taq polimerase. O programa de
amplificac@o da regido controle consistia de um passo de desnaturacéo de 94°C por 2 min, seguido
de 35 ciclos de 94°C por 30 seg, 65°C por 45 seg e 72° por 2 min, terminando com um passo final
de extensdo de 72°C por 10 minutos. Para amplificac8o de citocromo b, um programa similar foi
utilizado, apenas reduzindo a temperatura de anelamento de 65°C para 55°C. Apos as condigdes de
amplificag8o estarem devidamente padronizadas, uma aliquota de 5 pl do produto amplificado era
visualizada em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Apenas as amplificagGes que
resultavam em uma banda Unica, nitida e de maior concentragdo, eram usadas no seqiienciamento
(Fig. 5). Um controle negativo, no qual estavam presentes todos os reagentes com excegéo do DNA,
era feito a cada série de reacdes de amplificag@o, garantindo assim a auséncia de contaminago
entre amostras.
Antes das reagdes de seqlenciamento, o produto de PCR era tratado com exonuclease |

(Exol, para eliminagdo dos primers restantes da reacdo de amplificacéo) e fosfatase alcalina de
camardo (SAP, shrimp alkaline phosphatase, para eliminagdo do excesso de dNTPs restantes da
reacdo de amplificagdo) ou diluido em agua milliQ. O tratamento com Exol:SAP era feito
adicionando-se 1 pl de um mix de Exol:SAP [para 500 pl: 100 pl de Exol (10 U/ul), 100 pl de SAP
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(2 U/pl), 50 pl tampéo de SAP (10X), 250 pl &gua milliQ] a2 pl de produto de PCR, colocando em
seguida a 37°C por 45 min e 80°C por 15 min. Quando diluido em &gua, a propor¢éo era 1:1,
seguindo recomendagdes do fabricante do kit de sequencimento (ET DYE Terminator Kit,
Ammersham Biosciences). DNAs de fita simples foram produzidos usando-se apenas um primer por
reacao de seqiienciamento, feita em um volume final de 10 pl contendo: 2-4 pl de produto de PCR
(previamente tratado com Exol:SAP ou diluido), 1-3 pl de &guamilliQ, 1 pl de primer (5 pM), 4 pl
de kit de seqiienciamento. O programa de seqlienciamento das duas regides mitocondriais consistia
de 35 ciclos de 95°C por 25 seg, 50°C por 15 seg e 60°C por 3 min. Produtos de seqiienciamento
foram precipitados com acetato de amdnia e etanol, secos atemperatura ambiente, ressuspensos em
tamp&o com formamida-EDTA e aplicados no sequenciador automético MegaBace (60 a 120
segundos de injecao e 200 min de corrida).

Fig. 5 Gel de amplificacdo da regido controle
completa mostrando tamanho aproximado e
intensidade da banda amplificada. (M = 100 pb
Ladder).

Tanto para regido controle quanto para citocromo b, pelo menos duas seqiiéncias oriundas
de cada primer, obtidas a partir de diferentes produtos de PCR, foram utilizadas na construgéo de
seqliéncias-consenso para cada individuo. A maior parte da seqiiéncia de cada individuo era o
resultado do consenso entre seqiiéncias de diferentes fitas do DNA mitocondria (i.e., seqUiéncias do
mesmo individuo obtidas com primers forward e reverse). Entretanto, a depender da observacdo da
qualidade das sequéncias, foram admitidos alguns trechos, tanto para regi&o controle quanto para

citocromo b, que eram o resultado do consenso de duas seqiiéncias independentes da mesma fita.
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Para andlises intra-especificas, o tamanho final do fragmento analisado de regido controle
variou conforme a espécie (em funcdo da qualidade dos consensos em todos os individuos),
comegando aproximadamente no mesmo loca (logo ap6s o hairpin de citosina, para todas as
espécies com excegdo de Rhopornis ardesiaca) e abrangendo parte do dominio | e uma parte, maior
ou menor, do dominio central. Para as andlises entre as sequiéncias produzidas neste estudo (nove
espécies de Thamnophilidae, n=150), um fragmento de 572 pb de regi&o controle foi analisado.
Quando sequiéncias de regido controle de outras espécies de Thamnophilidae ou de familias
préximas, obtidas no GenBank (Anexo 1), eram acrescentadas as andlises, por limitagdo do tamanho
destas seqiiéncias depositadas, o fragmento analisado foi de 497 pb quando excluidos todos os sitios
com gaps de alinhamento (544 pb no total). A por¢do analisada do citocromo b foi um fragmento de
438 pb (146 codons), correspondendo a seqliéncia entre as posigdes 15037 e 15474 do DNA
mitocondrial de Gallus gallus (Degardins e Morais, 1990). Sequiéncias de citocromo b, de outras
espécies de Thamnophilidae ou de familias préximas, que abrangiam este fragmento de 438 pb,
também foram obtidas no GenBank (Anexo 1). Exceto quando especificado, a caracterizagdo da
variagdo genética daregido controle ou do citocromo b se refere apenas aos individuos e as espécies
seqlienciadas neste estudo.

3.4 Evitando numts

Ao tentar amplificar um segmento especifico de DNA mitocondrial a partir de uma fonte de
DNA gendmico, tém sido descrita, com alguma freqiiéncia, a ocorréncia em diversos organismos,
incluindo aves (Quinn, 1992; Arctander, 1995; Sorenson e Fleischer, 1996), de amplificacdo
indesgjada de seqiiéncias de DNA nuclear de origem mitocondrial ou numts [termo sugerido por
Lopez et al. (1994) e adotado para aves por Sorenson e Quinn (1998)]. Devido ao fato de que o
DNA nuclear e o DNA mitocondrial evoluem em diferentes taxas, uma vez inserida no ndcleo a
seqliéncia mitocondrial passa a evoluir de formamais lenta e independente do DNA na mitocdndria
Portanto, analisar uma sequiéncia de numt erroneamente acreditando se tratar de uma seqiiéncia de
DNA mitocondrial, pode levar um estudo a vérias conclusdes incorretas. Esse risco é ainda maior
em estudos filogenéticos, onde freqlientemente apenas um ou poucos individuos sdo usados para
representar espécies, géneros e até mesmo familias (Quinn, 1997). Por conter heméacias nucleadas e
ser um tecido relativamente pobre em mitocdndrias, 0 sangue de aves seria teoricamente uma fonte
inadequada de DNA para amplificagdo por PCR de seqliéncias mitocondriais, a partir da qual o
risco de amplificac8o de numts estaria bastante aumentado. Entretanto, sangue permanece sendo um
dos tecidos mais ssimples de ser coletado e armazenado em campo, caracteristica fundamental em
estudos populacionais, permitindo a extragdo de DNA de boa qualidade, de forma simples e com
baixo custo. Desta forma, por ser sangue a fonte de todo o DNA mitocondria sequenciado neste
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estudo, algumas medidas foram tomadas no sentido de prevenir a amplificagdo de numts ou
reconhecer uma seqiiéncia nuclear, caso ela fosse seqlienciada: i) sequiéncias amplificadas, tanto de
citocromo b quanto de regido controle, eram maiores que 1000 pb em todos dos individuos
analisados (Bates et al., 1999), com excegdo da seqiiéncia de regido controle de Conopophaga
lineata; ii) amplificagdo daregi&o controle foi feita com primers contendo sitios degenerados e com
sitios de ligagdo em genes de tRNA e, do citocromo b, feita com pelo menos um dos primers
ligando-se a um gene de tRNA (Sorenson e Quinn, 1998); iii) durante padronizacdo das
amplificagbes das duas regides do DNA mitocondrial, o produto de PCR era visualizado em gel de
poliacrilamida 8%, garantindo a presenca de uma Unica banda de amplificagdo sob as condicgfes
padronizadas; iv) reacBes de segquenciamento foram feitas utilizando-se diferentes primers,
permitindo obter consensos com sobreposi¢éo de diferentes seqliéncias do mesmo individuo, sendo
gue, em sua maior parte, 0 consenso era resultado de sequéncias de diferentes fitas do DNA
mitocondrial (Quinn, 1997; Bates et al., 1999); v) para cada individuo e para cada regido
seqlienciada, eram feitas no minimo duas reagbes de PCR independentes de forma que, para
construgéo dos consensos, eram utilizadas no minimo duas seqiiéncias de boa qualidade obtidas
com cada primer de seqlienciamento a partir de diferentes produtos de PCR; vi) com apenas duas
excegbes (Thamnophilus palliatus e Conopophaga lineata), foram usados no minimo dois
individuos de cada espécie, sendo que para seis, das nove espécies analisadas, foram usados pelo
menos sete individuos, permitindo a comparagdo de seguiéncias intra-especificas e aumentando a
chance de perceber a presenca de um numt, caso este viesse a ocorrer; vii) foi feita uma criteriosa
verificagdo dos cromatogramas das sequiéncias de todos os individuos em busca de ambigtidades,
principalmente as de ata qualidade, que poderiam denunciar a presenca de numts (Sorenson e
Quinn, 1998) e, findmente, viii) foi feito o alinhamento das seqliéncias de citocromo b com outras
seqiiéncias do mesmo gene em outras aves, inclusive Gallus gallus, em busca de insercoes,
delegdes, codons finalizadores ou sem sentido, que poderiam ser indicativos da amplificagéo
indesgjada de um nunmt (Quinn, 1992).

3.5 Andlise dos dados

Seqjiiéncias-consenso para cada ave foram obtidas através dos programas Phred v. 0.20425
(Ewing e Green, 1998; Ewing et al., 1998), Phrap v. 0.990319 (http://www.phrap.org/) e Consed
12.0 (Gordon et al., 1998) a partir das seqiiéncias (cromatograma) de cada individuo, produzidas
com diferentes primers. O programa Consed, por permitir a visualizago dos cromatogramas, foi
usado para conferéncia de todos os sitios variaveis. Posteriormente, alinhamentos intra e
interespecificos foram feitos usando o programa Clustal X (Thompson et al., 1997) com parémetros
default. Edices manuais de alinhamentos ou de sitios variaveis foram feitas quando necessario.
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As estatisticas de variagdo de nucleotideos [diversidade de nuclectideos (p), diversidade
génica ou haplotipica (h), nimero médio de substitui¢des de nuclectideos (k), taxas de transi¢do e
transversdo (ti/tv), composicéo de bases, substituico de aminoécidos] foram obtidas através dos
programas MEGA 2.1 (Kumar et al., 1993), DnaSP v. 3.99 (Rozas et al., 2003) e Arlequin 2.0
(Schneider et al., 2000). N&o foram feitas andlises de diversidade nas espécies em que apenas um
individuo havia sido amostrado (Thamnophilus palliatus) ou apenas um haplétipo foi identificado
(T. pelzelni).

3.5.1 Analises populacionais

Além de medidas de variacdo de nucleotideos, j& descritas, foram feitas networks de
hapl 6tipos de regido controle principalmente, mas também algumas com a combinagéo dos sitios
polimérficos de regi&o controle e citocromo b. As networks foram construidas pelo método median-
joining (MJ; Bandelt et al., 1999), usando o programa NETWORK 4.0. As networks s8o diagramas
multidimensionais que permitem visualizar a genealogia dos haplétipos de diferentes sitios de
coleta, ajudando na observacdo de padrdes de correlacdo geografica com melhor resolucéo do que
através da construcdo de arvores.

Em algumas espécies com tamanho amostral mais significativo, o programa Arlequin 2.0 foi
usado parainferir os niveis de variabilidade genética intra e interpopulacional através de andlise de
varianciamolecular (AMOVA; Excoffier et al., 1992), que considera as freqiiéncias dos hapl étipos
e adistancia filogenética entre eles para determinar componentes de variancia em diferentes niveis
hierarquicos. Durante a AMOVA, o Arlequin estima para o conjunto de populagdes e para cada par
de populagdes, valores de F st, uma medida andloga ao Fsr de Wright (1951), que sdo utilizados
para estimar a particdo da variagdo genética que representa a variabilidade dentro de populagdes,
entre populagdes (AMOVA em dois niveis) e entre grupos, esta Ultima no caso de uso de
agrupamento de populagdes (AMOVA em trés niveis). O Arlequin também executa um teste exato
de diferenciacao de populaces, avaliando a probabilidade de distribuicéo aleatdria dos hapl étipos
entre as popul agdes através de uma cadeia de Markov (10.000 steps), partindo de uma hipétese nula
de panmixia. Apenas dados da regido controle foram utilizados nestas andlises e a distancia entre
hapldtipos foi estimada pelo método Tamura-Nei, que considera diferentes taxas de transicéo e
transversdo bem como desvio no contelido de bases, caracteristicas tipicas do DNA mitocondrial
(Tamura e Nei, 1993). A significancia dos componentes de variancia foi testada através de 1000

permutaces, nas quais individuos sdo a eatoriamente colocados em popul agdes e grupos diferentes.
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3.5.2 Andlises filogenéticas

A ocorréncia de multiplas substituigdes levando a saturag8o no citocromo b, foi verificada
através da plotagem do nimero de transigoes e transversdes versus a distancia genética (Tamura-
Nei) entre seqiiéncias, usando o programa DAMBE (Xia e Xie, 2001). O modelo de substitui¢co de
nucleotideos utilizado nas analises de maxima verossimilhanga descritas a seguir, foi determinado
usando o programa MODELTEST 3.06 (Posada e Crandall, 1998). Usando o teste de razéo de
verossimilhancgca (likelihood-ratio test ou LRT), este programa escolhe o modelo mais simples que
ndo teve respaldo estatistico para ser rejeitado em favor de um modelo mais complexo. Esta andlise
também estima a frequéncia de cada base e o pardmetro a (shape parameter) de distribuicdo
gamma.

Todas as reconstrugdes filogenéticas foram feitas com as seqiiéncias de citocromo b e regido
controle separadamente. As analise filogenéticas feitas com regido controle usaram como outgroups
uma sequéncia de Furnariidae (Furnarius rufus) e outra de Dendrocolaptidae (Dendrocolaptes
picumnus), obtidas no GenBank (Anexo 1). Uma seqiéncia de Formicariidae do GenBank
(Formicarius colma) e outra de Conopophagidae (Conopophaga lineata) produzida em nosso
laboratério, também foram utilizadas nas andlises com as sequiéncias de Thamnophilidae (todas ou
algumas das seqiiéncias produzidas neste estudo mais uma seqiiéncia de Thamnophilus doliatus do
GenBank). Os gaps de alinhamento foram excluidos nas filogenias feitas com sequéncias de regido
controle. Para as filogenias feitas com citocromo b foram usadas todas ou algumas das sequiéncias
produzidas neste estudo e outras obtidas no GenBank (Anexo l): quatro segliéncias de
Thamnophilidae (Cercomacra melanaria, Drymophila squamata, Pyriglena leuconata e
Thamnophilus caerulescens), uma seqiiéncia de Formicariidae (Formicarius nigricapillus), uma de
Conopophagidae (Conopophaga lineata), uma de Rhinocryptidae (Rhinocrypta lanceolata) e dois
outgroups das familias Furnariidae (Lepidocolaptes angustirostris) e Dendrocolaptidae
(Cranioleuca pyrrhophia).

Andlises de méaxima parcimdnia (MP), conduzidas no programas MEGA [busca heuristica
com o agoritmo CNI (Close-Neighbor-Interchange), 1000 replicagdes de bootstrap com 10 turnos
de adicoes aleatdrias de seqiiéncias, gerando em seguida uma arvore consenso (bootstrap consensus
tree)], foram feitas usando todos os hapl6tipos de citocromo b e todos os haplétipos de regido
controle identificados neste estudo. Uma vez observados agrupamentos de haplétipos intra-
especificos, 0 que ocorreu tanto para o citocromo b quanto para a regido controle, foram criados
conjuntos de dados reduzidos, com no méximo dois haplétipos por espécie, para a conducéo das
andlises seguintes.

Andlises de méxima parciménia (MP) e méxima verossimilhanga (maximum likelihood ou
ML) foram conduzidas no programa PAUP* 4.08b (Swofford, 1998) através de busca heuristica
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com permuta de ramos usando algoritmo TBR (Tree Bisection Reconnection) e 10 turnos de adicéo
aleatdria de seqiéncias. Na ML, foi usada uma érvore inicial construida pelo método por neighbor
joining (NJ), em fung&o de limitagdo de tempo computacional. Os suportes dos nds foram testados
por 100 replicagdes de bootstrap nas andlises de ML e 1000 replicacdes nas andlises de MP. Nas
duas andlises foram obtidas &rvores consenso (majority rule consensus tree). Além da ML
conduzida no PAUP, outra ML foi feita usando o programa MetaPIGA 1.02 (Lemon e
Milinkovitch, 2002). O MetaPIGA utiliza um algoritimo genético metapopulacional (Meta GA),
capaz de calcular rapidamente arvores de ML com muitos taxons. O programa foi usado com a
maioria dos pardmetros no modo default, partindo de um conjunto de &rvores geradas por NJ com
perturbacao de ruido (noise perturbation) para gerar as populagdesiniciais (de &rvores), sendo feitas
50 réplicas, com armazenamento das cinco melhores arvores em cada uma das quatro popul agOes,
resultando na obtencg&o de até 1000 melhores arvores. Essas arvores foram entéo agrupadas em um
Unico arquivo usado como arquivo de entrada para o PAUP* calcular uma arvore consenso
(majority rule consensus tree), com a freqiiéncia estimada de cada n6 servindo como uma medida
de suporte.



4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Padr Ges ger ais de variacao e diver géncia de seqliéncias entr e espécies

As medidas preventivas usadas para evitar a amplificagdo acidental de numts se mostraram
eficazes uma vez que nenhum sina que indicasse que estariamos trabalhando com uma sequiéncia
de origem nuclear e ndo mitocondrial foi detectado. A checagem cuidadosa de todas as segiiéncias
de regi&o controle e de citocromo b, pela andlise visua dos cromatogramas, ndo revelou qual quer
ambiguidade. Observou-se ainda uma substancial variag&o intra-especifica nas sequiéncias de regido
controle da maioria das espécies analisadas, resultado diferente do obtido por Sorenson e Fleischer
(1996) que ndo observaram variagdo intra-especifica para os numts de regi&o controle, enquanto
extensiva variagdo neste nivel foi observada para as seqliéncias verdadeiramente mitocondriais. As
transigdes foram mais freglientes que as transversdes, tanto para a regido controle quanto para o
citocromo b, como é caracteristico do DNA mitocondrial. A composi¢ao de bases observada esteve
de acordo com o descrito para a regido controle (Baker e Marshall, 1997) e para o citocromo b
(Kocher et al., 1989). Apds alinhamento e comparag&o das sequiéncias de citocromo b das espécies
analisadas com sequiéncias de outros Suboscines e de Gallus gallus (Degardins e Morais, 1990),
ndo foram observadas inser¢des ou delecBes, nem a presenca de codons iniciadores, finalizadores
ou sem sentido. Além disso, os resultados como um todo n&o sugerem qualquer relagéo inesperada
entre hapl tipos interespecificos, havendo muita concordancia com filogenias propostas por outros
autores com base em marcadores morfol 6gicos e molecul ares.

Um fragmento de 572 pb de regido controle foi analisado em todos os individuos das nove
espécies de Thamnophilidae seqiienciadas neste estudo (n=150). Sessenta e trés hapldtipos de
regido controle foram determinados com a identificagdo de 179 sitios polimorficos (31,3%) e 169
sitios informativos para parciménia (29,5%) (Tabela 3). Em um total de 213 mutagBes, foram
observadas 10 mutagdes Unicas (autapomorfias), 30 mutagdes com trés tipos de bases e trés com
quatro tipos de bases. Cinco indels (inser¢des ou delegBes) estavam presentes nas posices 227,
245, 247, 481 e 520 do alinhamento. A composi¢cdo de nucleotideos esteve de acordo com o
previsto para a fita L do DNA mitocondrial: baixo contelido de G (17,6%) em relagdo as outras
bases (>26,4%). A taxa de transi¢ao, como esperado para DNA mitocondrial, também foi superior a
taxa de transversdo, sendo mais freqlentes as transi¢des do tipo C? T. Em todas as andlises
intrapopulacionais descritas adiante, a maioria das mutagdes detectadas ocorreu antes da posicéo
300 do ainhamento, mostrando a maior variabilidade presente no dominio | da regido controle.
Apesar das sequiéncias produzidas com o primer H2 freqlientemente alcangarem aregido do hairpin
de citosina, no comeco do dominio I, as sequéncias deste ponto em diante (em direcdo a
extremidade 57) geralmente ndo apresentavam boa qualidade e, portanto, para a maioria dos
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consensos, esta regido ndo foi considerada. Sounders e Edwards (2000) também tiveram dificul dade

em obter sequiéncias ndo-ambiguas nesta por¢&o da regido controle.

Tabela 3 Variabilidade do citocromo b (438 pb) e da regido controle (572 pb) para espécies de
Thamnophilidae. k é o nimero médio de substituicdes entre os pares de seqiiéncias e p a
diversidade nucleotidica

Thamnophilidae
Citocromo b
Nove espécies’ Doze espécies’  Regi&o controle®
Sitios variaveis (%) 119 (27,2%) 138 (31,5%) 179 (31,3%)
Sitios informativos (%) 98 (22,4%) 105 (24,0%) 169 (29,5%)
No. de mutactes 132 161 213
R (ts/tv) 46 44 1,7
InsergBes ou delegBes 0 0 5°
Composi¢&o de bases (%)
T 27,1 27,0 285
123 base 26,4 26,4 -
23 base 378 37,9 -
32 base 17,0 16,7 -
C 29,6 29,7 275
12 base 224 22,5 -
223 base 258 25,8 -
32 base 40,6 40,8 -
A 27,0 27,2 26,4
12 base 236 238 -
22 base 18,5 185 -
32 base 39,0 39,2 -
G 16,3 16,2 17,6
12 base 27,6 274 -
22 base 17,8 17,8 -
3 base 35 33 -
No. médio de sitios variaveis por
posicéo do codon

12 base 6,7 73 -

22 base 05 0,8 -

3 base 36,9 37,9 -
Substituicdes de aminoécidos 9 15 -
Medidas de variabilidade

k 441 459 57,7
p (%) 10,1 10,5 10,2

a= somente seqiéncias produzidas neste estudo (nove espécies).

b = sequiéncias produzidas neste estudo mais quatro seqiiéncias de Thamnophilidae do GenBank (incluindo uma
seqliénciade T. caerulescens).

¢ = Sitios com gaps excluidos das andlises

Alguns dominios conservados de regido controle puderam ser identificados nas nove
espécies analisadas. Seguindo indicagdo de Baker e Marshall (1997), foram identificados os boxes
F, D e C do dominio Il em todas as espécies analisadas (Fig. 6). O box B e o bird similarity Box,
destacados por Ruokonen e Kvist (2002), ndo foram identificados porque mesmo as seqliéncias de
regido controle de T. caerulescens e R. ardesiaca, em que foi possivel obter consensos de maior

tamanho, terminavam antes desses sitios conservados. Os boxes D e F se mostraram 0s mais
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conservados em relagdo a sequéncia de Gallus gallus (Degjardins e Morais, 1990), enquanto o box No ainhamento da regi&o controle com segiiéncias de Suboscines de outras familias e com a
C, embora conservado entre os Thamnophilidae testados, ndo se mostrou t&o similar a segiiéncia de seqiiéncia de Gallus gallus de Degardins e Morais (1990) foram observadas diversas insercoes,
G. gallus. delegOes e regides de dificil alinhamento, o que é esperado para a regido controle. Uma delegéo, a

uma distancia de cerca de 130 pb do hairpin de citosina, chama a atengéo em especial: 19 pb

ausentes nas sequiéncias de regido controle de todos os Thamnophilidae analisados (incluindo uma

g:g - seqiiéncia de Thamnophilus doliatus obtida no GenBank; Anexo I) e também na seqiiéncia de
=g IR . . P R .
Pop o 8 _§ g Conophaga lineata produzida em nosso laboratério (Fig. 7). O seqlienciamento da regi&o controle
E :g : Ej s % de mais aves podera dizer se essa delegéo, uma provavel sinapomorfia, esta presente em todas as
g 3 _g : g @g espécies destas duas familias. De qualquer forma, essa caracteristica parece reforgar uma maior
© %E : ; g g proximidade entre Conopophagidae e Thamnophilidae, sugerida por estudos recentes (Lovette e
g §g : 25 § Bermingham, 2000; Irestedt et al., 2001; Irestedt et al., 2002).
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obtida no GenBank), mas todos os outros hapl 6tipos analisados neste estudo contém a mesma delego.
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A porcentagem média de sitios divergentes entre hapl 6tipos de regido controle de diferentes
espécies variou entre 2,7% e 16,8% (Tabela 4). Rhopornis ardesiaca e P. leucoptera se mostraram
bastante divergentes das outras espécies de Thamnophilidae (>14,3% de divergéncia), e até mesmo
uma da outra (13,4% de divergéncia) ainda que Pyriglena e Rhopornis sejam considerados géneros
préximos (Zimmer e Isler, 2003). A divergéncia entre as duas espécies do género Dysithamnus foi
cerca de 6,6%, valor similar ao observado entre as espécies do género Thamnophilus (5,2-7,4%),
excetuando-se a divergéncia entre T. pelzelni e T. ambiguus (2,7%), e T. doliatus e T. palliatus
(3,0%). Essa baixa divergéncia observada nestes dois pares de espécies esta de acordo com a
similaridade morfoldgica existente entre elas (Sick, 1997; Zimmer e Isler, 2003). As medidas de
divergéncia de regido controle observadas entre espécies congenéricas estéo dentro da ampla faixa
revisada por Ruokonen e Kvist (2002) e também dentro do observado por Sounders e Edwards
(2000), para géneros de Corvidae (5,8-18,1%), e Ribas e Miyaki (2003) para o género Aratinga
(1,9-10,7%). A divergéncia entre as espécies dos géneros Dysithamnus e Thamophilus variou entre
9,6% e 12,8%, valores inferiores ao observado entre estes dois géneros e 0s géneros Rhopornis e
Pyriglena (>14,3%). Em média, a divergéncia entre estes quatro géneros variou entre 11,2% e
16,6%, valores menores do que o observado por Sounders e Edwards (2000), que estimaram em
média 20% de divergéncia para sequiéncias de regido controle completa entre géneros de Corvidae

(18% paradominio I, 9% para dominio central e 27% para dominio I11).

Tabela 4 Proporgéo média de sitios divergentes entre haplétipos de regi&o controle (572 pb’), hemimatriz inferior, e
entre haplétipos de citocromo b (438 pb), hemimatriz superior, das nove espécies andlisadas de familia
Thamnophilidae. Va ores minimos e maximos em negrito.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1. T. caerulescens 00662 00571 0,0811 0,0959 0,1010 0,1119 01443 0,1210
2. T. ambiguus 0,0717 00514 0,0913 0,109 0,1124 0,1142 01324 01324
3. T. pelzelni 0,0603  0,0266 0,0913 0,1050 01102 01142 0,457 0,1279
4.T. doliatus 0,0525 0,0737  0,0728 0,0548 00942 00959 01274 0,1210
5. T. palliatus 0,0517 00704 0,0653 0,0304 00816 0,0845 01283 0,1187
6. D. mentalis 0,1111 0,204 0,280 0,1007 0,1088 0,0788 0,313 0,1142
7. D. plumbeus 0,000 0,1158 0,135 0,0963 0,0994  0,0657 0,1452  0,1256
8. P. leucoptera 0,1693 0,507 0,474 01681 0,1668 0,1656  0,1680 0,1023
9. R. ardesiaca 0,1591 0,1434 0,1455 0,1645 0,1684 0,1619 0,1637 0,1339

* 567 pb, excluindo cinco posi¢des com gaps.

Apbs ainhamento e comparagdo das seqiiéncias de citocromo b das espécies analisadas com
seqliéncias de outros Suboscines e de G. gallus (Degjardins e Morais, 1990), ndo foram observadas
insercdes ou delegdes, nem a presenca de cddons finalizadores ou sem sentido. Como esperado, a
variagdo de citocromo b entre espécies proximas ocorre principalmente através de substituicdes
sindnimas, principalmente transi¢des. Entre as nove espécies analisadas, 42 individuos tiveram 438
pb do citocromo b seglienciados, resultando na identificagdo de 20 haplétipos, determinados por
119 (27,2%) sitios polimérficos e 98 (22,4%) sitios informativos para parcimonia (Tabela 3).
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Embora em relagdo ao citocromo b, a regido controle apresente maior propor¢do de sitios
polimérficos, sitios informativos e maior nimero médio de substituicdes entre sequiéncias (k), as
estimativas de diversidade nucleotidica (p) ficam em torno de 10% para estas duas regides
mitocondriais. E importante lembrar, no entanto, que as medidas de diversidade observadas para o
citocromo b devem ser vistas com cautela, uma vez que as seqiiéncias deste gene foram produzidas
apenas em individuos pré-definidos, com base nas seqiiéncias de regido controle, como
geneticamente mais divergentes. Assim como para a regido controle, as seqiiéncias de citocromo b
também exibiram baixos niveis de guanina (16,3% em média) em relacdo as outras bases (>27), 0
que é caracteristico da fita L do DNA mitocondrial (Baker e Marshall, 1997). Vale ressaltar que a
observacdo feita por Kocher et al. (1989) sobre a escassez de timina na 32 base do cédon do
citocromo b de aves, se confirma aqui. Praticamente todas as substitui¢des ocorreram na 12 ou na 3#
posicao do codon, com uma taxa de transigéo/transversdo de 4,6, maior do que o observado para a
regido controle. Ao traduzir as seqiiéncias de citocromo b, quatro aminoécidos possivelmente
essenciais para a fungdo da proteina e outros, descritos por Kocher et al. (1989) como invaridveis
entre os organismos testados por eles, também estavam presentes sem variagdo nas espécies
analisadas. Nove substituicdes de aminoécidos foram observadas entre as nove espécies de
Thamnophilidae analisadas (Tabela 3 e Fig. 8a). Entre as duas espécies do género Dysithamnus
ocorreu uma substituigdo de aminoéacidos, enquanto entre as cinco espécies de Thamnophilus, cinco
substitui¢des de aminoécidos foram observadas, inclusive uma entre hapl6tipos da mesma espécie
(codon 42, em T. caerulescens) e entre espécies consideradas proximas como T. pelzelni e T.
ambiguus, e T. palliatus e T. doliatus. Essa elevada taxa de substitui¢&o de aminoéacidos observada
entre espécies do género Thamnophilus difere do resultado obtido por Ribas e Miyaki (2003) que
ndo observaram qualquer substituico de aminoacidos no citocromo b de trés espécies de Aratinga
(340 pb analisados). Acrescentando sequéncias de trés outras espécies de Thamnophilidae
(Pyriglena leuconata, Drymophila sguamata e Cercomacra melanaria) e mais uma de
Thamnophilus caerulescens, obtidas no GenBank (Anexo |), o nimero de sitios polimorficos sobe
para 138 e o de substituigdes de aminoécidos sobe para 15 (Tabela 3 e Fig. 8b). Entre as duas
espécies do género Pyriglena ndo foi observada nenhuma substituicdo de aminoacidos, enquanto a
seqiiéncia acrescentada de T. caerulescens eleva para dois o nimero de substituicdes de
aminoacidos nesta espécie (cddons 42 e 55). Embora outras sequéncias de citocromo b de espécies
desta familia também possam ser obtidas no GenBank, apenas estas quatro abrangem os 438 pb

considerados para as espécies analisadas neste estudo.



a) 000000111
114577114
272515261
Pl eucoptera I SLLI STW
Rardesiaca  ....... G
Tcaerul escens TT#. VT..V
Tanbi guus TTMFVT. . V
Tpel zel ni TTIM VT. .V
Tdol i atus TT..VTA V
Tpal | i atus TT...T..G
Drental i s TT...T..V
Dpl unbeus TT..VT..V
b) 000000000111111
011245677113444
627025815263134
Pl eucoptera M SALLTI STWAI AG
Pl euconotaGB ...............
Rardesiaca  .......... G...
Tcaerul escens* . TT.#8. VT... V..
Tanbi guus TT. MR VT. .. V..
Tpel zel ni TT.M . VT... V..
Tdol i at us LTT... VTA L V..
Tpal | i atus TT..... T...G.
Drental i s TT..... T...V..
Dpl unbeus LTT. .. VT L V..
Cnel anariaGB . TTS..|.T....MS
Dr _squamataGB ATTT....T..T...

Fig. 8 Substituicdes de aminoécidos presumidas em 438 pb do citocromo b de espécies de
Thamnophilidae. (a) Apenas seqiiéncias produzida neste estudo (nove espécies). (b) Sequéncias
produzidas neste estudo mais quatro seqiiéncias obtidas no GenBank (Pyriglena leuconata,
Thamnophilus caerulescens, representada pelo asterisco, Cercomacra melanaria e Drymophila
squamata, ver Anexo I). Os nimeros correspondem a posigdo do aminoécido no ainhamento e
pontos correspondem & aminoécido idénticos aos aminoécidos da sequéncia de Pyriglena
leucoptera. #=L ou M, § =L ou F. I=isoleucina, S=serina, L=leucina, T=treonina , W=triptofano,
G=glicina, V=valina, M=metionina, A=alanina, F=fenilalanina.

Para o citocromo b, a porcentagem média de sitios divergentes entre espécies variou entre
5,1% e 14,6% (Tabela 4). Assm como observado para a regido controle, Rhopornis e Pyriglena,
apesar de considerados géneros proximos (Zimmer e Isler, 2003), exibiram consideravel
divergéncia uma da outra (10,2%) e grande divergéncia das outras sete espécies da familia
analisadas neste estudo (>11,4%). O menor valor de divergéncia observado para o citocromo b entre
espécies de géneros diferentes foi 8,2% (T. palliatus x D. mentalis). Prum et al. (2000), trabalhando
com 26 géneros de Cotingidae, encontrou porcentagens de divergéncia de citocromo b entre 4,3% e
25,7%. E possivel que com uma amostragem maior de géneros de Thamnophilidae, seja observada
uma faixa mais ampla de variagéo para valores de divergéncia de segiiéncias de citocromo b do que

0 observado no presente estudo.

61

No presente estudo, foi possivel comparar porcentagem de divergéncia entre sequéncias de
citocromo b entre espécies dentro de dois géneros. A divergéncia entre as espécies de Thamnophilus
variou entre 5,1% e 11,0% e, entre as duas espécies de Dysithamnus, 7,9% dos sitios analisados
eram divergentes. Estes valores se mostram superiores ao observado por GarciaMoreno et al.
(1999) entre espécies do género Cranioleuca (0,5-4,7%), mas sdo compativeis com o observado
para outras aves neotropicais. As divergéncias observadas por Bates et al. (1999), com base em
seqiiéncias de citocromo b e ND2, entre duas espécies de Drymophila (7,2%) e entre duas espécies
de Hypocnemis (9,3%), ambos géneros de Thamnophilidae, sdo compardveis aos valores
observados no presente estudo entre espécies dentro dos géneros Thamnophilus e Dysithamnus,
sugerindo eventos de especiagdo ocorridos ha muitos milhares de anos. Em oito conjuntos de
espécies congenéricas de Tyrannidae, Cicero e Johnson (2002) observaram uma divergéncia média
de 6,6%, baseado em seqiiéncias de citocromo b, ND2, ND3 e citocromo oxidase |.

Para o citocromo b, a divergéncia entre espécies dos géneros Thamnophilus e Dysithamnus
variou entre 8,2% e 11,4%, valores pouco menores do que 0 observado para a regido controle, mas
similares a0 observado por GarciaMoreno e Silva (1997) entre dois géneros proximos de
Dendrocolaptidae (5,9%-11,3% entre Lepidocolaptes e Xiphorhynchus), também baseados em
seqliéncias de citocromo b. Diferente do observado para a regido controle, onde a divergéncia entre
espécies dos géneros Thamnophilus e Dysithamnus era sempre inferior a divergéncia entre estas e
R. ardesiaca e P. leucoptera, para o citocromo b D. mentalis pode ser quase t&o divergente de T.
ambiguus e T. pelzelni quanto de R. ardesiaca. Interessante notar ainda que, para o citocromo b, T.
palliatus e T. doliatus podem apresentar-se tdo ou mais divergentes das outras espécies do género
Thamnophilus quanto das duas espécies de Dysithamnus. Assm como observado para a regido
controle, a divergéncia entre T. pelzelni e T. ambiguus (5,1%) é a menor divergéncia observada
entre espécies. Aleixo (2002), analisando sequiéncias de citocromo b, ND2 e ND3, encontra 4,8% de
divergéncia entre hapl étipos de duas espécies de Xiphorhynchus (X. triangularis e X. erythropygius,
Dendrocolaptidae), divergéncia que, segundo o autor, sugere isolamento reprodutivo de longo
prazo, o que se confirma pela auséncia de hibridos descritos entre as duas espécies. O mesmo pode
ser concluido aqui em relagdo a T. pelzelni e T. ambiguus, inclusive com a aparente auséncia de
hibridos na regi&o onde elas co-ocorrem (Isler et al., 1997). Este resultado portanto, fornece um
suporte molecular a separacéo de T. pelzelni e T. ambiguus feitapor Isler et al. (1997) com base em
marcadores morfol 6gicos e vocais.

4.2 Andlises intra-especificas

A Tabela 5 contém um resumo das principais medidas de diversidade intra-especificas
observadas para a regi&o controle de sete espécies analisadas, excluindo-se Thamnophilus palliatus,
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em que apenas um individuo foi amostrado, e T. pelzelni, em que apenas um hapl6tipo de regido
controle foi observado em dois individuos. O citocromo b foi parcialmente seqiienciado em uma
ave de T. pelzelni e na Unica ave de T. palliatus, e estas sequéncias, bem como as duas seqiiéncias

de regi&o controle, foram utilizadas nas andlises filogenéticas descritas adiante.
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Tabela 5 Caracteristicas e variabilidade observadas para a regido controle de sete espécies analisadas’ (medidas de diversidade + desvio padréo). N

corresponde a0 nimero de individuos analisados.

T. caerulescens

T. ambiguus

D. plumbeus

P. leucoptera
R. ardesiaca

T. doliatus
D. mentalis

Espécie

a
b
c=
d

4.2.1 Thamnophilus caerulescens

Um segmento de 721 pb foi analisado entre os 29 individuos de T. caerulescens,
observando-se 21 sitios polimorficos e 17 sitios informativos para parcimoénia, que resultaram na
distingdo de 16 hapl 6tipos entre as cinco popul agbes analisadas (Tabela 6). Dentre os 16 hapl tipos
observados nesta espécie, sete foram observados mais de uma vez, sendo que cinco destes eram
compartilhados por diferentes populagdes. O nimero médio de diferencas entre hapldtipos (k)
dentro de populagdes variou entre 1,8 e 6,4, com um vaor de 57 para T. caerulescens. A
diversidade de nucleotideos (p) estimada para a espécie foi 0,78%, variando entre 0,25 e 0,89% por
populagdo. Estes valores estdo um pouco acima das estimativas feitas por Bates et al. (2003) para
duas popul agdes de Cerrado da espécie de Thamnophilidae Formicivora rufa (0,17 e 0,49%), feitas
com base em sequéncias de citocromo b, mas Marks et al. (2002) encontraram até 2% de
divergéncia entre haplétipos de uma mesma localidade em Glyphorynchus spirurus
(Dendrocol aptidae), embora este valor elevado seja a excegdo e ndo aregra. As populacdes S e Ca
apresentaram os menores indices de diversidade, com excegéo da diversidade haplotipica ja que em
cada populacgéo os individuos apresentaram hapl6tipos Unicos. As populactes Br e NL, por outro
lado, apesar de apresentarem menores diversidades de haplétipos (h), exibiram maior variagdo
genética para a regido controle. A populagéo Jg, mesmo estando representada por apenas trés
individuos, apresentou valores intermediérios de variabilidade genética

Para melhor compreender como estes haplétipos estdo relacionados filogeneticamente e
distribuidos geograficamente, foi feita uma network pelo método median-joining, a principio apenas
com as sequéncias de regido controle (Fig. 9a). Por esta andlise percebe-se que néo existe umaclara
separacdo geografica entre os haplétipos, apenas havendo uma tendéncia de agrupamento dos
hapl 6tipos encontrados em Si e Ca, que ocupam uma posi¢éo intermediaria em relagdo aos outros
hapl 6tipos. As populagBes NL e Br apresentaram hapl 6tipos bem divergentes, o que se reflete nos
altos valores de k e p observados para estas populages (Tabela 6). E interessante observar também
que os haplétipos RC12, RC13 e RC14, estdo distantes dos outros por pelo menos quatro passos de
mutagdo, sugerindo a existéncia de dois grupos, porém sem correlagdo geogréafica. O hapl6tipo
RC11 ocupa em uma posi¢ao intermediaria entre este dois grupos, parecendo ser iguamente
divergente de ambos. Para quantificar esta diferenciagdo, estimou-se a porcentagem de divergéncia
entre hapl 6tipos dentro e entre dois grupos: o grupo 1 (GP1), contendo os hapl 6tipos RC01 a RC10,
e 0 grupo 2 (GP2), contendo os hapl6tipos RC12 a RC14. A propor¢ao de nucleotideos diferentes
entre hapl 6tipos dentro de GP1 e GP2 foi, respectivamente, 0,53 e 0,32%, enquanto na comparagao
entre hapl6tipos destes dois grupos, em média 1,38% dos sitios analisados eram diferentes. A

porcentagem média de sitios divergentes entre o hapl6tipo RC11 e os hapl 6tipos dos grupos GP1 e
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Tabela 6 Frequiéncia de ocorréncia de cada haplétipo de regido controle (721 pb andisados), por localizagdo geogréfica e total,

diversidade nucleotidica (p), haplotipica (h) e nimero médio de diferengas (K) para a espécie Thamnophilus caerulescens.

com céculos de

sitios polimérficos’
000111111222222235557
169001378035566880080

Areas de coleta”

Haplétipos  514696112461336992793  Br Jg NL Si Ca T. caerulescens
RCOla AGAAACTGCCTAAGTCTAACG 1 1 1 3

RC01b 2 1 3

RCO02 1 1

RCO03 1 1

RC04 1 1

RCO05 1 1

RC06b 2 1 3

RC06b 2 1 3

RCO7 1 1

RC08 1 1 2

RCO09 1 1

RC10 1 1

RC11 4 4

RC12 1 1

RC13 1 1

RC14 2 2

n ndmero de individuos 12 3 8 4 2 29

no. hapl. nimero de hapl6tipos 8 3 5 4 2 16

h div. hapl6tipos® 0,939+0,048 1,000+0,272 0,786+0,151 1,000+0,177 1,000+0,500 0,951+0,019
p div. nucleotideos® 0,0089+0,0051 0,0046+0,0040 0,0081+0,0049 0,0025+0,0022 0,0028+0,0034 0,0078+0,0043
k no.médio dif. nucleotideos® 6,4+3,3 3,3+2,3 5,8+3,1 1,8+1,3 2,0£1,7 5,7+2,8

"= NUmeros correspondem & posicao da base no pontos rep 20 mudam em relagao & seqUencia de referéncia RCOLa

b= Ver texto para referéncia aos nomes das populagoes.
¢ = Medidas de diversidade + desvio padréo.
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GP2 foi, respectivamente, 0,90% e 0,76%, revelando a posicao intermediaria deste hapl6tipo em

relacdo aos outros. Uma andlise de neighbor-joininig com estas seqliéncias de regido controle gjuda

a evidenciar a existéncia de dois grupos de haplétipos (Fig. 9b) e mostra o haplétipo RC11

agrupando com alto suporte (79%) com os haplétipos do grupo GP1, embora em termos de

porcentagem média de divergéncia entre hapl 6tipos RC11, seja menos distante do grupo GP2.

a') RC14*

RC12*O—=25%
RC13 .)/

RC10
© Caratinga
@ Brigadeiro RCO3
@ Simonésia 094
O NovalLima 16
O Jequitinhonha N .
RCO4 RCO6b* RCO6a* 5o
RCO05
RCO1b* *
RCO2 RCOla
b) £ RCO1 - RC10
RC11
0,028 0,003
60
o?z‘ RC12 - RC14
outgroup
0,044
P
0,01

Fig. 9 Andlises de MJ (network; Fig. 9a) e NJ (Fig. 9b) de haplétipos de regido controle (721 pb) de 29
aves da espécie Thamnophilus caerulescens. As &reas dos circulos sdo proporcionais a freqiéncia dos
haplétipos e cores representam areas de coleta, conforme legenda. Linhas entre hapl6tipos representam
as mutacdes que estdo identificadas por nimero. Os pontos pretos representam haplétipos hipotéticos
(median vectors). Asteriscos representam haplétipos com individuos que tiveram citocromo b
sequienciado. Na Fig. 9b uma sequiéncia de T. ambiguus foi usada como outgroup. Os nimeros acima do
ramo representam suporte de boostrap (1000 replicacfes) e os nlimeros abaixo representam o tamanho

do ramo.
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A andlise de varidncia molecular em dois niveis, feita com as sequiéncias de regido controle,
revelou uma consideravel proporcdo da variagéo genética presente entre populagdes (F st = 0,099),
embora este valor ndo seja significativo (P = 0,08). Entre pares de populagdes, o Unico par que
mostrou Fsr significativo foi Si e Jg, com valor proximo de 50% (P = 0,02), embora outros pares
também tenham exibido valores muito elevados de F sr, porém sem significancia. O teste exato de
diferenciag@o populaciona ndo revelou pares significativamente diferentes. A porcentagem média
de nucleotideos divergentes entre hapl 6tipos de diferentes populagdes variou entre 0,3% (Si x Ca) e
0,89% (Br x NL) (Tabela 7). Bates et al. (1999), analisando sequéncias de citocromo b,
encontraram valores muito acima disso entre populacdes dos Thamnophilidae Drymophila devillel
(2,5%), D. caudata (2,4%) e Hypocnemis cantator (em torno de 5%), mostrando que algumas vezes
sdo rios que servem de barreira ao fluxo génico enquanto outras vezes ndo hé barreira aparente. A
comparagao com este e outros estudos com aves amazonicas (e.g. Marks et al., 2002) sugere que 0s
niveis de divergéncia observados entre populagdes de T. caerulescens, separadas por até 500 km
(distancia linear aproximada entre Jq x RD) ndo sdo elevados e talvez sgiam comparaveis ao
observado por Bates et al. (2003) entre duas populagdes de algumas espécies de aves do Cerrado,
com base em seqiiéncias de citocromo b (0,13-2,6% com valor de 1,6% para 0 Thamnophilidae

Formicivora rufa).

Tabela 7 Porcentagem (%) média de sitios
divergentes entre haplétipos de regido controle
(721 pb) de cinco populagbes andisadas de
Thamnophilus caerulescens.

Jg Si Ca Br

X
S 0,682

Ca 078 0312

Br 0832 0613 0694

NL 084 0754 0728 0,890

Com base na network apresentada na Fig. 9a, alguns individuos, com haplétipos mais
divergentes de regido controle, foram selecionados para sequenciamento do citocromo b. Uma
seqiiéncia de 438 pb de citocromo b foi obtida de oito individuos, representantes dos haplétipos
RCO1la (uma ave da populagdo Jg), RCO1b (uma ave da populagéo Br e outra da populagdo NL),
RCO6a (uma ave da populagdo Br), RCO6b (uma ave da populagdo Si), RC08 (uma ave da
populagdo Ca), RC12 (uma ave da populacdo NL), RC14 (uma ave da populagdo Br). Entre os oito
individuos seqlienciados, dez sitios variaveis e oito sitios informativos revelaram quatro haplétipos
de citocromo b, um deles observado em cinco aves (quadro na Fig. 10). Apenas uma transversdo foi

observada, ocorrendo na 12 base do c6don 42 (mutagdo na posi¢ao 124), resultando na Unica troca
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de aminoécidos observada dentro de uma espécie (Fig. 8a). Esta substituicso e as vérias mutacdes
separando os hapl6tipos CB1 e CB2 dos haplétipos CB3 e CB4, evidencia a existéncia de dois
grupos distintos, que ja havia sido sugerida pela network de regido controle. Este dois grupos
aparecem nitidamente na network apresentada na Fig. 10, feita com a combinagdo dos dados de
regido controle e citocromo b. Para T. caerulescens a diversidade haplotipica (h) do citocromo b foi
0,643 enquanto a diversidade nuclectidica (p) foi 0,9% e nimero médio de diferengas (k) foi 3,9. Se
incluirmos nesta andlise um quinto hapl étipo de citocromo b de T. caerul escens obtido no GenBank
(Anexo 1), aém de ocorrer mais uma substituicdo de aminoécidos (codon 55; Fig. 8b), h, p ek
sobem respectivamente para 0,722, 1,04% e 4,6. Por outro lado, se considerarmos a existéncia de
dois grupos de haplétipos e medirmos a diversidade dentro destes grupos, os valores serdo bem
menores. Para o grupo formado pelos hapl 6tipos CBO1 e CB02, a diversidade de nucleotideos (p) é
de apenas 0,076% enquanto para o grupo de haplétipos CB03 e CB04, p € igua a 0,23%, valores
bem abaixo do valor de 0,9% observado quando se considera em conjunto todos os haplétipos de
citocromo b. Entre estes dois grupos, 1,98% dos sitios analisados eram diferentes, valor ainda maior
do que o observado entre os grupos GP1 e GP3 de regi&o controle descritos acima.

Como explicar a existéncia destas duas linhagens de haplétipos em T. caerulescens sem
correlacdo geogréfica? Avise et al. (1987) propdem uma explicagdo para este modelo
filogeogréfico, em que haplétipos divergentes podem ser encontrados na mesma localidade. Os
autores sugerem que a ocorréncia de divergéncia de grupos em alopatria, com posterior expansio
populacional e contanto secundario, poderia explicar este modelo. 1sso poderia estar ocorrendo nas
popul agdes de Brigadeiro e Nova Lima, onde foram observados hapl6tipos muito divergentes co-
existindo. Avise et al. (1987) sugere ainda que este padrdo filogeogréfico também pode ser
observado se duas espécies proximas, morfologicamente similares mas reprodutivamente isoladas,
vivendo em simpatria, forem erroneamente classificadas como sendo uma Unica espécie. O nivel de
divergéncia observado no citocromo b na comparagéo entre os dois grupos de hapl 6tipos (CBO1-
CBO02 x CB03-CB04) sugere uma separagdo entre eles de milhares de anos, mas ndo ha como saber
se individuos dos dois grupos estdo ou ndo reprodutivamente isolados. Outra possivel explicagdo
deste padrdo poderia estar relacionada a ocorréncia de fluxo génico entre localidades distintas.
Apesar dos Thamnophilidae serem aves reconhecidas por seu sedentarismo, T. caerulescens pode
ser uma excegdo a esta regra, uma vez gue ja foram registrados deslocamentos sazonais ocorrendo
no norte da Argentina (Zimmer e Isler, 2003). Ribon (1998) encontrou individuos desta espécie em
fragmentos pequenos de Mata Atlantica, sugerindo que aves desta espécie possam estar se
deslocando por éreas abertas. No presente estudo vérios individuos desta espécie foram amostrados
em fragmentos com menos de 30 ha (Tabela 1), concordando com o relato de Ribon (1998).

Entretanto, ainda que fosse possivel admitir a ocorréncia de fluxo génico entre as populagGes do
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sudeste de Minas Gerais (ver Fig. 4), € pouco provavel que isto também estivesse ocorrendo entre
estas e a populagdo Jg, situada no nordeste do estado e distante das outras (com excegdo da
populagdo SD) por mais de 400 km. Os dois hapl 6tipos Unicos da populagéo Jg (RC03 e RCO5) ndo
se mostram especiamente divergentes dos demais e o hapl6tipo RCO1b é compartilhado entre esta
populagdo e as populagdes NL e Br. Ainda que ndo sgja possivel concluir qual a causa do padréo
filogeografico observado em T. caerulescens, é preciso lembrar que as areas de amostragem desta
espécie neste estudo correspondem a uma pequena parte de sua distribuicdo total (Fig. 2b), ficando
em aberto, portanto, a possibilidade de se observar alguma estruturacdo geografica em uma escala
de amostragem mais abrangente do que arealizada aqui.

Caratinga
Brigadeiro
Simonésia
NovalLima
Jequitinhonha

0000 e

0001122233
1890257869
8735420536
CBO1
RO01a-Jq AAGCCCGACC
RCO1b-Br ..........

RC14-Br GG TATA TT
CB04
RC12-NL  GGATATA. TT

Fig. 10 Andlise de MJ (network) construida com a combinagéo dos hapl6tipos de regido controle (721 pb) e de
citocromo b (438 pb) de oito individuos analisados da espécies Thamnophilus caerulescens. As éreas dos circulos
sdo proporcionais a freqiiéncia dos haplétipos e cores representam diferentes populagdes, conforme legenda
Linhas entre haplétipos representam as mutacdes que estdo identificadas por nimero (mutagdes de citocromo b,
ndmeros em vermelho, com peso 2x maior do que mutacdes de regido controle). Os pontos pretos representam
haplétipos hipotéticos (median vectors). Circulos englobam individuos com mesmo haplétipo de citocromo b.
Quadro mostra as mutagdes (e suas posigdes) presentes nos quatro haplétipos de citocromo b (CB01, CB02,
CBO03 e CB04) identificados nos individuos analisados.
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4.2.2 Thamnophilus ambiguus

Um padréo de relagGes entre hapl6tipos, diferente do descrito acima para T. caerulescens,
foi observado para os 52 individuos de quatro populagGes amostradas para a espécie T. ambiguus.
Foram analisados 570 pb de regido controle, resultando naidentificagdo de 16 sitios varidveis e uma
delegdo (ndo considerada nas andlises de variabilidade), sendo 11 sitios informativos para
parcimbnia. Foram identificados 17 hapl6tipos, sendo nove hapl6tipos Unicos (Tabela 8). Apenas
trés hapl 6tipos foram compartilhados por diferentes populagfes, sendo que, nestes casos, sd houve
compartilhamento de hapl 6tipos entre as populagdes RD e Ca e as populagbes SD e Jg. As medidas
de diversidade ndo variaram muito entre as populagdes RD, Ca e SD, mas a populacdo Jg
apresentou indices muito inferiores para todos os pardmetros analisados (Tabela 8). Em T.
ambiguus, a diversidade de nucleotideos para a regido controle foi 0,56%, sendo 3,2 o nimero
médio de diferencas entre hapl 6tipos, ambos valores inferiores aos observados para T. caerulescens
(Tabelab).

A network revelou nitidamente os agrupamentos dos hapl 6tipos das populagdes Ca e RD e
das populagdes SD e Jq (Fig. 11). Vérios hapl6tipos hipotéticos (median vectors) tiveram que ser
criados para unir estes dois grupos, formando a estrutura multidimensional em forma de cubo que
aparece entre os haplotipos RC07, RC09 e RC12. Com a separagdo dos dois grupos, uma nova
network construida apenas com os haplétipos de SD e Jq (ndo mostrada) evidencia uma estrutura
em forma de estrela que permite sugerir que o hapl6tipo RC12 é o hapl6tipo ancestral deste grupo
pois, além de ser 0 mais frequiente, da origem atodos os demais hapl 6tipos.

Tanto aAMOVA gquanto a medida do nimero médio de divergéncias entre os dois grupos de
hapl 6tipos de regido controle (RD-Ca e Jg-SD), revelaram uma significativa estrutura popul acional.
A AMOVA feita com dois niveis hierarquicos (sem agrupamento de populagdes), indicou que
62,3% da variacdo genética estava presente entre populagdes (Fsr = 0,623, P < 0,001), mas esta
grande variac&o esta ligada principalmente a divergéncia entre os dois grupos de popul agfes, como
revelado pelaa AMOVA feita em trés niveis (Tabela 9). Esta andlise indicou que mais de 75% da
variagdo genética total observada na regido controle das aves desta espécie pode ser atribuida a
divergéncia entre os dois grupos de populagtes. Este € um valor consideravel de divergéncia entre
regides geogréficas, mas valores ainda maiores j& foram observados entre grupos de populagtes de
outras espécies de aves (Mila et al., 2000). Os haplétipos de regido controle destes dois grupos de
populagdes (RD-Ca e Jg-SD) divergem em meédia por 1,17% (1,13-1,20%) dos sitios analisados,
enquanto a divergéncia intra-grupos fica entre 0,13% e 0,28% (Tabela 10). Os valores de Fsr
observados entre pares de popul agdes de grupos distintos se apresentaram altos e significativos (F st

> 0,7), enquanto ndo houve diferenciagdo significativa (P > 0,05) entre popul ages do mesmo grupo
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(Tabela 10). O mesmo resultado foi obtido com o teste exato de diferenciacdo populacional, com

valores significativos observados apenas entre popul agdes de grupos diferentes.
RG0S5 Rcos
O

» 33
L5 09
09
Tabela 8 Freqguiéncia de ocorréncia de cada hapl 6tipo de regido controle (570 pb analisados), por localizagéo geogréfica e total, com cBO1
célculos de diversidade nucleotidica (p), haplotipica (h) e nimero médio de diferencas (k) para a espécie Thamnophilus ambiguus. RCL2-Jq TC
o - RCL6- SD
sitios polimérficos® RCL2- 5D
00000011111234555 B RCl4- SD
03477804558708136 Areas de coleta’ ® Sdtc-) @Dle&l RO0S- 1
Hapléti 53035465297137800 SD RD Ca T. ambi O Jecwitinhona RO08- SD
o AATTTTCGACATAT- AT = S O RioDoce o0
RCOL ) 2 3 5 @ Caratinga RQ06-Ca CT
RCO2  ...... T - 1 1 RCO1-RD CT
RCO3 ... C....... - 1 1
RCO4 ........ G..T.GG 1 1
RCOS v G.c.ca ! L Fig. 11 MJ network construida com os hapl 6tipos de regido controle (570 pb) de Thamnophilus ambiguus
RCOG ... G....Ga 1 1 (n=52). As éreas dos circulos sdo proporcionais a frequiéncia dos hapl6tipos e cores representam diferentes
RCo7 G..CC.G....cC 2 2 populagdes, conforme legenda. Linhas entre hapl 6tipos representam as mutagdes que est&o identificadas por
RC08 G.CC.Gl...GL 4 4 nimero. Os pontos pretos representam haplétipos hipotéticos (median vectors). Circulos englobam
RC09 G.CC.G....cx 2 1 3 individuos com, supostamente, 0 mesmo haplétipo de citocromo b, ja que apenas alguns individuos,
RC10 GG CCC.. G Neee 1 1 representantes de haplétipos de regido controle marcados com asteriscos, tiveram 438pb de citocromo b
RC11 G.CCC. .G AGGC 1 1 seqienciado. Quadro mostra as mutagdes (e suas posicdes) presentes nos dois hapl6tipos de citocromo b
RC12 G.CCC..G....GC 10 12 22 (CBO1 e CB02) identificados em oito individuos analisados.
RC13 G.CC.TAG....GC 2 2
RC14 G .CCCTAG . ... GG 3 3
RC15 G .CCC AG....CEC 1 1
RC16 G.CCC..GG..C 2 2
RC17 G CCCC..G....CG 1 1
n numero de individuos 12 30 3 7 52 Tabela 9 Andlise de variancia molecular (AMOVA) em dois e trés niveis para os 52 individuos das quatro
no. hapl. ntmero de haplétipos 2 1 2 5 17 populagdes de Thamnophilus ambiguus. (GL = graus de liberdade; SQ = soma de quadrados)
h div. hapl otipos® 0,303+0,148 0,821+0,061 0,667+0,314 0,857+0,137 0,807+0,052 Componentes % do
p div. nucleotideos® 0,0005+0,0006 0,0036+0,0023 0,0035:0,0033 0,0032+0,0024 0,0056+0,0033 Fonte de variagdo GL Q davariancia total Valor deP
K no.médio dif. nucleotideos® 0,3+0,3 2,1+1,2 2,0+15 1,8+£1,2 3,2+1,7 T. ambiguus
a= Numeros correspondem & posi¢ao da base no alinhamento e pontos representam bases que ndo mudam em relago a seqiiéncia de referéncia RCOL. A posigéo 518 Entre pOpuI at;c”)& 3 44.61 1.367 62.27 <0,001
(delegao) ndo foi considerada nas andlises de diversidade. ’ ’ ! ’
b = Ver texto para referéncia a0s nomes das populagdes. Dentro de popul agbes 48 39,77 0,829 37,73
¢ = Medidas de diversidade + desvio padrao.
SD-Jg x RD-Ca
Entre grupos 1 41,77 2,536 75,67 <0,001
Entre populagdes / dentro de grupos 2 1,59 -0,002 -0,06 NS
Entre individuos / dentro de populagdes 48 39,25 0,818 24,39 <0,001

NS = néo significativo

Tabela 10 Valores de Fgsr (hemimatriz inferior) e
porcentagem (%) de sitios divergentes (hemimatriz superior)
entre haplétipos de regido controle (570 pb) de aves das
quatro popul agdes analisadas de Thamnophilus ambiguus.

Ca RD SD Jq
Ca - 0,28 1,18 1,13
RD  -0167 - 1,20 1,14
SD 0,704 0,702+ - 0,23

0,867* 0,909* 0,030"° -
*=P<0,05

NS = ndo significativo
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Oito individuos foram selecionados para sequienciamento do citocromo b, representantes dos
hapl6tipos RCO1 (uma ave da populagdo RD), RC06 (uma ave da populagdo Ca), RC08 (uma ave
da populag@o SD), RC09 (uma ave da populagdo Jg), RC12 (uma ave da populagéo SD e outra da
populagéo Jg), RC14 (uma ave da populagdo SD) e RC16 (uma ave da populagdo SD). Entre estes
oito individuos apenas dois hapl étipos foram identificados, resultantes de duas transi¢cdes (C? T) na
32 base dos cddons 100 e 133, sem que houvesse nenhuma substituigdo de aminoacidos. O que ja
havia sido observado para a regido controle se repete com as sequéncias de citocromo b: uma
separacao entre as aves amostradas no nordeste e no sudeste de Minas Gerais, com as duas aves de
RD e Ca compartilhando um haplétipo (CBO1) e as seis aves de SD e Jq compartilhando outro
haplétipo (CB02). Estes dois haplétipos de citocromo b diferem por 0,5% dos nuclectideos
analisados. Diferente do observado para T. caerulescens, as seguiéncias de regi&o controle ressaltam
mais a diferenga entre os grupos de hapl 6tipos do que o citocromo b. A variabilidade do citocromo
b para os oito individuos analisados de T. ambiguus foi bastante reduzida em relagdo aos oito
individuos de T. caerulescens (p=0,2%, h=0,43, k=0,86).

Como visto anteriormente, T. ambiguus e T. pelzelni sdo duas espécies novas, definidas em
1997 a partir da divisdo do complexo T. punctatus (Isler et al., 1997). Os autores responsaveis por
esta divisdo ndo puderam avaliar nenhuma ave amostrada na regido de Sato da Divisa e
Jequitinhonha, uma érea bem préxima ao local onde as distribuices de T. ambiguus e T. pelzelni se
sobrepdem (Fig. 2a). As distingdes morfoldgicas e de canto, determinadas por Isler et al. (1997)
para estas duas espécies, sdo bastante sutis, dificeis de serem consideradas em campo. A proposta
inicial era que as aves coletadas em Canépolis (area Cp), por estarem no centro dadistribuigdo de T.
pelzelni, seriam representantes desta espécie, enquanto as aves amostradas nos sitios RD e Ca
certamente eram da espécie T. ambiguus[Isler et al. (1997) avaliou aves daregido de RD e Caeas
classificou como T. ambiguus] e, as aves capturadas nas &reas SD e Jg, seriam provaveis
representantes de T. ambiguus (M. Marini, com. pessoal). Somente apds concluidos os trabalhos de
seqiienciamento da regido controle, que mostraram grande divergéncia entre as aves amostradas no
sitio Cp em comparagdo com as aves das éreas Jg, SD, Ca e RD, foi possivel assumir que os
individuos presentes nestas quatro Ultimas localidades representavam T. ambiguus, ainda que niveis
consideraveis de divergéncia tenham sido observados entre as populagfes SD-Jq versus Ca-RD.
Com o posterior segiienciamento do citocromo b de aves destas trés areas, ficou mais evidente que
as aves de Cp realmente eram de uma espécie distinta da espécie amostrada no nordeste e sudeste
de Minas Gerais. Ainda que o nivel de divergéncia observado entre hapl6tipos de citocromo b das
aves de SD-Jq e Ca-Rd seja consideravel (0,5%), ele é dez vezes menor do que ao observado entre
hapl 6tipos destas quatro popul agdes e o hapl 6tipo encontrado no sitio Cp (5,0%; Tabela 5) e, ainda,

quatro vezes menor do que o observado entre os agrupamentos de hapl6tipos identificados na
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espécie T. caerulescens (2,0%). Portanto, estes resultados permitiram concluir que as aves
amostradas nos sitios SD, Jg, Ca e RD s30 realmente de uma Unica espécie (T. ambiguus) diferente
da espécie encontrada em Candpolis (T. pelzelni).

Embora a distribuigdio geogréfica de Thamnophilus caerulescens seja muito distinta da
distribuicdo de T. ambiguus, algumas comparagbes podem ser feitas entre os padrdes
filogeogréaficos observados no presente estudo para estas duas espécies morfol ogicamente similares
(Sick, 1997). Em primeiro lugar, os haplétipos de regido controle ou de citocromo b de T.
caerulescens ndo estdo distribuidos conforme localizagdo geografica, mas percebe-se nesta espécie
a existéncia de dois grupos de hapl6tipos. Os hapl6tipos de T. ambiguus, por outro lado, também
estéo organizados em dois agrupamentos, porém muito bem estruturados geograficamente, indo de
encontro ao primeiro (modelo 1) dos cinco modelos filogeograficos propostos por Avise et al.
(2987). A auséncia de fluxo génico entre os dois grupos de popul agdes/hapl étipos de T. ambiguus &
esperada, considerando-se a grande distancia que separa as duas regides e a caracteristica sedentéria
dos Thamnophilidae. Isso poderia explicar 0 padréo observado nesta espécie, embora em T.
caerulescens ndo seja possivel descartar a ocorréncia de algum nivel de fluxo génico entre as
populagdes analisadas. Infelizmente nenhum sitio de coleta foi amostrado entre as populagdes do
sudeste e do nordeste do estado para que pudéssemos inferir se hd ou ndo isolamento por distancia.
Entretanto, Avise et al. (1987) propde ainda que uma barreira muito antiga ao fluxo génico poderia
ser a responsavel por esse padrdo. A existéncia de tal barreira poderia ser sugerida se outras
espécies, com distribuicao semelhante, também apresentassem uma “quebra genética’ nos mesmos
moldes. Como serd visto adiante, separacdo entre populagbes de Mata Atlantica do nordeste e
do sudeste de Minas Gerais, ocorre com pelo menos mais uma das espécies analisadas neste estudo
(P. leucoptera).

4.2.3 Thamnophilus doliatus

A despeito de Thamnophilus doliatus ser uma espécie comum, de ampla distribuicdo e
resistente a fragmentag&o (Sick, 1997; Zimmer e Isler, 2003), apenas em um fragmento de Salto da
Divisa (érea SD) foi possivel capturar quatro individuos desta espécie. Os trés sitios variaveis
identificados em 576 pb, duas transi¢gdes (C? T, posi¢oes 186 e 217 do alinhamento) e uma
transversdo (A? T, posicdo 302 do alinhamento), permitiram a distingdo de um haplétipo Gnico
para cadaindividuo. Embora a diversidade haplotipica tenha sido ata, a diversidade de nucleotideos
e 0 nimero médio de diferencas foi menor para T. doliatus do que para as outras duas espécies deste
género em que foi possivel fazer estas estimativas (Tabela 5). Talvez com mais individuos
analisados, amostrados em diferentes populagdes, as medidas de variabilidade genética nesta

espécie teriam dado resultados similares ou superiores aos observados para T. caerulescens e T.
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ambiguus. O citocromo b foi seqiienciado em trés individuos da espécie T. doliatus, representantes
dos hapldtipos RC02, RCO3 e RC04. Nenhuma mutacdo foi observada nos 438 pb analisados,
resultando na obtencdo de um Unico haplétipo de citocromo b usado nas reconstrucdes filogenéticas

descritas adiante.

4.2.4 Dysithamnus mentalis

A amostragem populacional de D. mentalis foi bastante “pulverizada’, tendo sido possivel
capturar sete individuos em cinco localidades diferentes. Interessante notar que, embora a presenca
desta espécie em um fragmento pequeno de mata da regido amazonica, caracterizado pela aparente
extingdo local de diversas aves de floresta (Bates, 2000), possa sugerir uma boa resisténcia de D.
mentalis a fragmentagdo, no presente estudo esta espécie foi uma das poucas capturadas
exclusivamente em &reas continuas (Tabela 1). E preciso considerar, no entanto, que o fragmento
referido por Bates (2000) tinha area de 350 ha, enquanto os fragmentos pequenos amostrados neste
estudo tém érea inferior a 30 ha De qualquer forma, a amostragem conseguida neste estudo
dificulta a realizacdo de estudos populacionais, embora a variagdo da regido controle possa ser
descritaparaaespécie. A grande variagé@o observada nos 591 pb de bases da regi&o controle comega
a ser observada a partir da identificagdo de um haplétipo diferente para cada individuo analisado
(Tabela 11). Apesar do reduzido tamanho amostral, foram encontrados mais sitios varidveis em D.
mentalis do que nos 54 individuos de T. ambiguus e nos 35 de P. leucoptera (Tabela 5). Nove sitios
informativos para parciménia e nove mutagGes Unicas (autapomorfias) foram observados entre os
18 sitios variaveis. Em todas as andlises intra-especificas, D. mentalis foi a Gnica espécie em que a
regido controle exibiu um sitio com dois tipos de mutag&o (posi¢do 115), uma transi¢éo (T? C) e
uma transversdo (T? A). Nas populaces Br e SD, nas quais duas aves foram amostradas,
hapl 6tipos muito divergentes foram observados, o que se reflete nos altos valores de diversidade de
nucleotideos observados nestas populagtes (1,4 e 0,8%, respectivamente), valores superiores ou
similares ao observado na populacéo mais diversa de T. caerulescens (populacdo Br). Dysithamnus
mentalis foi a espécie com maiores indices de variagdo dentre as nove espécies observadas (Tabela
5), apresentado 1,24% de sitios divergentes entre hapl 6tipos, o que significa uma média de cerca de
7 diferencas entre os pares de seqiiéncias. E interessante notar que apenas os haplétipos RCO1 e
RCO02 sdo separados por uma mutagdo, enquanto duas mutagdes separam os haplétipos RC06 e
RCO07 e em todos os outros casos ha de 5 a 11 mutagGes separando os hapl étipos.

Apesar de ser dificil fazer inferéncias sobre estrutura populacional com esse nimero
reduzido de individuos nas populagfes, foi construida uma network pelo método median-joining
que resultou em uma configuracdo de dificil interpretacdo, mas com auséncia de agrupamentos de
hapl 6tipos por populagdo (Fig. 12). A estrutura ambigua em forma de pirdmide é resultante da
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presenca de dois tipos de substituicdes na posicdo 115, referida acima. Embora néo esteja claro na
network, parece haver uma tendéncia de menor divergéncia entre os haplétipos de Jg e SD. A
observacdo da porcentagem de substituicdes entre os hapl6tipos de diferentes populagBes revelou
que, de fato, a menor divergéncia aparece entre os hapl6tipo das populagbes SD e Jq (0,6%)
enquanto a divergéncia destas duas populagdes para as outras fica entre 1,1% e 1,9% (Tabela 12).
Interessante notar que os dois menores valores de divergéncia foram observados entre os dois pares
de populagdes mais proximas entre si (SD-Jq e Br-NL), enquanto grande divergéncia é observada
entre a populagdo Cp, geograficamente distante das demais, e as outras quatro populagoes (>1,1%).
Estes achados parecem sugerir a ocorréncia de algum nivel de isolamento por distancia, mas
somente com uma amostragem mais completa serd possivel obter uma melhor resolugdo da
estrutura populacional de D. mentalis. Uma AMOVA feitaem dois niveisindicou que cerca de 12%
da variagdo genética estava presente entre populagdes, embora este valor ndo seja significativo,
possivelmente em decorréncia do fato de trés da cinco populagdes serem representadas por apenas

um individuo.

Tabela 11 Freguéncia de ocorréncia de cada haplétipo de regido controle (591 pb analisados), por localizacdo
geogréfica e total, com célculos de diversidade nucleotidica (p), haplotipica (h) e nimero médio de diferengas (k) paraa
espécie Dysithamnus mentalis.

sitios polimérficos™

001111112222222333
990011160244588236 Areas de coleta”
Hapldtipos 244945734118508790 Br Jy NL SD Cp D.mentalis
RCO1 ATGATCAGITACCGTTAA 1 1
RCO02 LA 1 1
RCO03 CACLUTOACCG L 1 1
RC04 LACGCAA L G 1 1
RCO05 AL T.ALLT..AC. G 1 1
RCO06 GA. . CTTA. .. TTA . GG 1 1
RC07 GAA. CTTA. . . T. A.. GG 1 1
n ndmero de individuos 2 1 1 2 1 7
no. hapl. ndmero de hapl 6tipos 2 1 1 2 1 7
h div. hapl6tipos® 1,000+0,500 - - 1,000+ 0,500 - 1,000+0,076
p div. nucleotideos® 0,0135+0,0144 - - 0,0085+0,0093 - 0,0124+0,0076
k no.médio dif. nucleotideos® 8,0+6,0 - - 5,0+3,9 - 7,339

a= Numeros correspondem & posi¢&o da base no alinhamento e pontos representam bases que nd mudam em relacéo a seqliéncia de referéncia
RCO1.

b = Ver texto parareferéncia aos nomes das popul agdes.

¢ = Medidas de diversidade + desvio padréo.
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Fig. 12 MJ network construida com os haplétipos de regido controle (591pb) de Dysithamnus
mentalis (n=7). As é&eas dos circulos sdo proporcionais a frequéncia dos haplétipos e cores
representam diferentes populacfes, conforme legenda Linhas entre haplétipos representam as
mutagdes que estdo identificadas por nimero. Os pontos pretos representam haplétipos hipotéticos
(median vectors). Asteriscos representam haplétipos com individuos que tiveram citocromo b
seqiienciado. Quadro mostra as mutagdes (e suas posicdes) presentes nos quatro haplétipos de
citocromo b (CB01, CB02, CB03 e CB04) identificados em quatro individuos analisados.

Seqiiéncias de citocromo b foram produzidas em quatro individuos com os seguintes
hapl 6tipos de regido controle: RC01, RC04, RC05 e RCO7. Novamente foi possivel identificar um
haplétipo distinto para cada individuo analisado. Estes quatro hapl6tipos de citocromo b foram
revelados por cinco mutages, todas transigdes Unicas, ocorrendo na 32 base dos cddons 47, 56, 83,
124 e 137 (quadro na Fig. 12). Nenhuma substitui¢do de aminoécidos foi observada dentro da
espécie D. mentalis. O representante do hapl6tipo RC07, uma ave da populag@o NL, apresentou o
haplétipo de citocromo b (CB04) mais divergente, que contém trés das cinco mutagbes
identificadas. O hapl6tipo CB04 difere dos outros hapl 6tipos de citocromo b em pelo menos 0,69%
dos sitios analisados, enquanto a divergéncia dos outros trés haplétipos entre s ndo ultrapassa
0,46%. Para a regido controle, o haplétipo desta ave (RC0O7) ja era consideravel mente divergente
dos outros, excetuando-se 0 haplétipo RC06 (presente em uma ave da populagdo Br que ndo teve o
citocromo b seqiienciado). A variabilidade do citocromo b para os quatros individuos analisados de
D. mentalis (p=0,57%, h=1,00, k=2,5) foi intermedi&ia em relacdo a T. ambiguus e T.

caerulescens.

7

Tabela 12 Porcentagem (%) média de sitios
divergentes entre haplétipos de regido controle
(591 pb) de cinco populagbes andisadas de
Dysithamnus mentalis.

Jq SD Br Cp

X
D 059

Br 144 1,40

Ccp 118 1,10 1,18

NL 186 1,78 0,85 1,35

4.2.5 Dysithamnus plumbeus

Apesar de Zimmer e Isler (2003) destacarem a ocorréncia de Dysithamnus plumbeus no
Parque Estadual do Rio Doce, neste estudo esta espécie somente foi amostrada na RPPN de
Caratinga (Tabela 1), indicando esta &rea como importante reduto desta espécie considerada
vulneravel a extingdo (critérios IUCN). Nas 11 aves amostradas neste estudo, foi analisado um
trecho de 594 pb de regido controle, encontrando-se apenas seis transi¢oes (cinco A? G e uma
C? T), todas informativas (Tabela 13). Estes sitios varidveis permitiram a identificagdo de trés
hapl 6tipos que divergem entre si por 0,5 a 0,8% dos sitios analisados. Dysithamnus plumbeus, ou a
populagdo Ca, apresentou valores de p, k e h iguais a 0,42%, 2,5 e 0,69, respectivamente (Tabelas 5
e 13). Portanto, a diversidade de nucleotideos observada na Unica populagdo amostrada de D.
plumbeus € equivalente ao observado na populagdo Jq de T. caerulescens e maior do que o
observado nas populagdes de T. ambiguus. Entretanto, estas medidas de variabilidade genética da
regido controle estdo muito abaixo dos valores observados para seu congénere de ampla
distribuicdo, D. mentalis. Talvez com a amostragem de mais popul acBes desta espécie, D. plumbeus
pudesse apresentar niveis de diversidade mais altos.

Em D. plumbeus, um individuo representante de cada um dos trés haplétipos de regido
controle teve o citocromo b seqiienciado, resultando na identificagdo de um Unico haplétipo

(CBO01), usado nas andlises filogenéticas adiante.
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Tabela 13 Frequéncia de ocorréncia de cada haplétipo de
regido controle (594 pb anaisados),com céculos de
diversidade nucleotidica (p), haplotipica (h) e nimero médio
de diferengas (k) para a espécie Dysithamnus plumbeus.
Todos os individuos foram amostrados na populagéo Ca.

sitios polimarficos®

111122

001422
Hapldétipos 493117 D. plumbeus
RCO1 AGGACG 5
RC02 G..TA 4
RCO3 . AAG A 2
n nimero de individuos 11
no. hapl. nimero de hapl 6tipos 3
h div. haplétipos® 0.691+0.086
p div. nucleotideos® 0.0042+0.0028
k no.médio dif. nucleotideos®  2.5+1.5

a = Ndmeros correspondem a posicdo da base no alinhamento e pontos
representam bases que nd mudam em relagdo a seqiiéncia de referéncia
RCO1.

b = Medidas de diversidade + desvio padréo.

4.2.6 Pyriglena leucoptera

Trinta e cinco individuos da espécie Pyriglena leucoptera foram amostrados em sete
localidades diferentes. Interessante notar que, neste estudo, esta espécie foi amostrada em pelo
menos trés fragmentos com menos de 30 ha (Tabela 1), contrariando o estudo de Willis (1979) que
indicou que P. leucoptera ndo seria capaz de sobreviver em fragmentos com &reainferior a 300 ha
Um trecho de 583 pb da regido controle foi analisado, resultando na identificagdo de 13 sitios
polimorficos, todos com transicOes, e 9 sitios informativos para parciménia (Tabela 14). Quatorze
hapl 6tipos foram identificados nesta espécie, sendo seis hapl 6tipos Unicos (autapomorfias) e apenas
dois compartilhados por popul agdes diferentes (RC03 e RC06). O hapl6tipo RCO3 foi observado em
quatro populacfes diferentes, caracteristica que, associada ao fato deste ser o haplétipo mais
freqgliente, sugere que RCO3 deve ser 0 hapl6tipo ancestral de regido controle. O nimero médio de
diferencas entre hapl6tipos (k) e a diversidade de nucleotideos (p) observada em P. leucoptera foi
muito similar ao observado para os onze individuos de uma Unica populagdo de Dysithamnus
plumbeus, apesar de P. leucoptera ser representada por mais individuos, apresentar mais sitios
polimérficos e mais haplétipos. Nas quatro populagbes em que mais de um haplétipo foi
identificado, p variou entre 0,24% e 0,52%, com os maiores valores aparecendo nas populagdes NL

(n=2) e Si (n=4). Em trés populagdes (Br, SB e Ca), apenas um haplétipo foi identificado entre os
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individuos analisados. A populagdo SD, com maior nimero de aves amostradas (n=13), apresentou

valores médios de diversidade genética em relacéo as outras popul agoes.
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Na network construida com os haplétipos de regido controle é possivel perceber algumas
tendéncias em relagdo ao surgimento de grupos (Fig. 13). Percebe-se, por exemplo, uma maior
proximidade entre os haplétipos de Jg e SD. Os hapl 6tipos dos sitios Ca e Si também parecem ter
maior similaridade entre si, relagéo que j& havia sido observada anteriormente para T. caerulescens,
e que ndo é surpreende ja que se trata das duas populagdes geograficamente mais proximas. O
hapl6tipo RC14, da populagéo Si, aparece envolvido em uma ambigtidade junto com o hapl6tipo
RC13, da populagéo Br. Esta ambiguidade poderia ser arbitrariamente resolvida assumindo-se que a
mutacdo 219 tenha ocorrido duas vezes independentemente (uma entre RC03 e RC10 e outra entre
RC14 e RC13) e que as mutages 482 e 488 n&o tenham ocorrido entre os hapl 6tipos RC03 e RC13.
Entretanto, mesmo desconsiderando esta resolucéo arbitréria, percebe-se uma tendéncia a definicao
de dois grupos originados a partir do hapl6tipo RC03, um grupo com individuos das populagdes de
SD e Jg e outro com individuos das outras populagdes. As seqiiéncias de citocromo b descritas

abaixo ajudam aevidenciar este agrupamento.

RC14*

@ SdtodaDivisa
@ SZo Bartolomeu
@ Brigadeiro

O Novalima

O Jequitinhonha
© Caratinga

@ Simonésia

RCO02*

O
RCO7

Fig. 13 MJ network construida com os haplétipos de regido controle (583 pb) de Pyriglena
leucoptera (n=35). As é&reas dos circulos sd0 proporcionais a fregiiéncia dos haplétipos e cores
representam diferentes populagdes, conforme legenda. Linhas entre haplétipos representam as
mutagdes que estdo identificadas por nimero. Asteriscos representam hapl 6tipos com individuos que
tiveram citocromo b segiienciado.
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A AMOVA, feita com as sequéncias de regido controle, revelou diferenciagéo ata e
significativa entre populactes (F st = 0,433, P < 0,001; Tabela 15). A mesma andlise feita em trés
niveis, considerando dois grupos de populagdes (SD-Jg x NL-Si-Ca-SB-Br), revelou também altae
significativa diferenciaco entre grupos (cerca de 17%, P = 0,042; Tabela 15), mantendo ata
diferenciacdo entre populagdes dentro de grupos (cerca de 30%; P < 0,001). Na estimativa de
divergéncia entre os pares de populagdes, valores de F sr altos (>0,28) e significativos (P < 0,05)
foram observados entre SD e as demais populacfes, excetuando-se Jg e NL, e entre Jq e as outras
populagdes, excetuando-se SD e NL (Tabela 16). A fata de F st significativo entre SD e Jg, sugere
que boa parte da variagdo observada entre populagtes dentro de grupos (AMOVA em trés niveis),
deve estar presente no grupo formado pelas populagdes NL, Si, Ca, SB e Br. Embora varios valores
ndo significativos de F st sejam observados entre estas popul agoes, a presenca de hapl 6tipos Unicos
e exclusivos nas populagdes Br (RC13) e Ca (RC10), devem ter contribuido para elevar o valor e a
significancia da divergéncia entre populagdes dentro deste grupo. O teste exato de diferenciagéo
populacional revelou diferenca significativa entre os mesmo pares de populagdes para 0s quais
significativos valores de Fsr haviam sido observados, com excegdo do par Jg-SB que, apesar de
apresentar Fsr significativo, ndo se apresentou significativamente diferente no teste exato. As
porcentagens médias de divergéncia entre hapl 6tipos de diferentes popul agdes variaram entre 0,17%
(Cae SB) e 0,69% (Br e SB) (Tabela 16). Novamente, percebe-se uma tendéncia de valores baixos
de divergéncia de nucleotideos entre populagdes, inclusive com pouca correlagdo com distancia
geogréfica. Percebe-se, por exemplo, que a maior porcentagem média de sitios divergentes ocorre
entre hapl6tipos de duas populacfes separadas por cerca de 100 km (Br e SB) enquanto uma
divergéncia menor é observada entre Ca e Jg, duas populagdes separadas por cerca de 400 km.
Promovendo dois agrupamentos de populagdes, como feito paraa AMOVA em trés niveis, observa-
se que a porcentagem média de sitios divergentes entre haplétipos dos dois grupos é 0,49%,
enquanto dentro de grupos este valor cai para 0,33% no grupo SD-Jg e 0,39% no grupo NL-Si-Ca-
SB-Br.

Tabela 15 Andlise de variancia molecular (AMOVA) em dois e trés niveis para os 35 individuos das sete
populagdes de Pyriglena leucoptera. (GL = graus de liberdade; SQ = soma de quadrados)

Componentes % do

Fonte de variagdo GL SQ davariancia total VaordeP
P. leucoptera
Entre popul agBes 6 20,82 0,588 43,26 < 0,001
Dentro de popul agbes 28 21,60 0,771 56,74
(SD-Jg) x (NL-Si-Ca-SB-Br)
Entre grupos 1 8,00 0,246 16,96 <0,05
Entre populagdes / dentro de grupos 5 12,82 0,433 29,85 <0,001
Entre individuos / dentro de populagdes 28 21,60 0,771 53,19 <0,001
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Tabela 16 Vaores de Fsr (hemimatriz inferior) e porcentagem (%) média de
diferencas (hemimatriz superior) entre haplétipos de regido controle (583 bp) de
aves das sete popul agdes analisadas de Pyriglena leucoptera.

Jq SD NL Br SB Ca S
Jq - 0,319 0457 0486 0543 0,372 0,500
SD 0,045" - 0,482 0,567 0,567 0,396 0,541
NL  0320% 0,184% - 0,600 0,429 0257 0472
Br 0,703 05556  0,768"° - 0,686 0515 0,515
SB 0,655* 0485 0,400 1,000%° - 0172 0,429
Ca 0616* 02393 0,383 1,000 1,000 - 0,257

Si 0,337 0277  -0,011"° 0556+ 0,273%°  0,109"°
* = P <0,05; NS = néo significativo

O citocromo b foi parcialmente seqiienciado (438 pb) em 13 individuos da espécie P.
leucoptera, representantes dos seguintes haplétipos de regido controle: RC02 (uma ave da
populagdo SD), RC0O3 (uma ave da populagdo NL, outra da populagdo Jg, outra de SD e outra de
Si), RC04 (uma ave da populagdo SD), RC06 (uma ave da populagéo Jqg e outra de SD), RC08 (uma
ave da populagdo SB), RC09 (uma ave da populagdo NL), RC10 (uma ave da populagdo Ca), RC13
(uma ave da populagdo Br) e RC14 (uma ave da populagdo Si). Nestes individuos, foi possivel
determinar cinco haplétipos de citocromo b com a identificagdo de cinco sitios polimorficos (5
transicOes, todas na 3?2 posigao dos codons). Nenhuma substituicio de aminoécidos foi observada
nesta espécie. A variabilidade genética observada no citocromo b dos treze individuos analisados da
espécie P. leucoptera foi superior ao observado para T. ambiguus, mas inferior ao observado paraT.
caerulescens e D. mentalis (p=0,35%, h=0,77, k=1,5). Pyriglena leucoptera foi a Unica espécie
analisada em que individuos com mesmo haplétipo de regido controle apresentaram diferentes
haplétipos de citocromo b. Interessante notar que este fato promove o “desmembramento” do
haplétipo RCO3, seguindo a diregéo apontada anteriormente em termos de distribuicéo geogréfica,
ou sgja, as aves das populagdes Jg e SD com hapl6tipo RC03 apresentaram 0 mesmo hapl 6tipo de
citocromo b (CB05), enquanto as aves das populagdes NL e Si com haplétipo RC0O3 apresentaram
outro haplétipo de citocromo b (CB02). Duas hipdteses alternativas poderiam explicar este fato: 1)
nesta espécie ocorreu mutagdo no citocromo b, mas ndo ocorreu na regido controle, com a
manutencdo do haplétipo ancestral (RC03) ou 2) esta espécie acumulou mutagdes nas duas regides
do DNA mitocondrial e uma ou mais mutagdes recorrentes na regido controle retornaram a
seqliéncia para o hapl6tipo ancestral. Considerando a alta taxa de evolugéo daregido controle, ainda
que a 3? posi¢éo dos codons de citocromo b também evolua de forma répida, parece pouco provavel
observar divergéncia em citocromo b sem que ocorra, paraelamente, divergéncia na regido
controle. Por esse motivo, a segunda hipétese parece explicar melhor o observado.

Com a combinag8o das seqliéncias das duas regides mitocondriais e a construgdo de outra

network, torna-se mais nitida a existéncia dos dois agrupamentos de populagdes (Fig. 14). Os

83

hapl 6tipos CB01, CB04 e CBO5 estéo presentes apenas em individuos das populagfes Jq e SD. O
haplétipo CB02 é possivelmente o haplétipo ancestral de citocromo b, uma vez que aparece em
vérios individuos de diferentes populacBes. Finalmente o citocromo b confirma a distingdo da
populagdo Br que apresenta haplétipos Unicos tanto para regido controle (RC13) quanto para
citocromo b (CB03), hapl 6tipos estes proximamente rel acionados com os hapl 6tipos RC14 e CB02,
respectivamente. A porcentagem média de sitios divergentes entre hapl tipos das populagtes SD e
Jg é 0,37% (CBO1xCB04xCBO5), entre haplotipos das outras quatro populagBes é 0,07%
(CB02xCBO03) e entre hapldtipos destes dois grupos € 0,49%, valor idéntico a0 observado com
seqliéncias de regido controle entre estes dois agrupamentos de popul agGes.

11234
89792
32966
CB01
RQ06-Jg TACCC
RC06-SD .. ...
CB02 CB01
RCO3-NL C..TT
RO03-Si C..TT @ SdtodaDivisa
RCO08-SB C..TT @ S0 Bartolomeu
RC09-NL C.. TT @ Brigadeiro
RC10-Ca C..TT O Novalima A
RC14-Si C..TT O Jequitinhonha
%g Br CGTT O Coratinga 7
-Br e
Bo4 @ Simonésia

Fig. 14 Andlise de MJ (network) de hapl 6tipos de regido controle (583 pb) e citocromo b (438 pb) de 13
individuos analisados da espécie Pyriglena leucoptera. As &reas dos circulos s30 proporcionais a
freqiiéncia dos haplétipos e cores representam diferentes populagdes, conforme legenda. Linhas entre
hapl 6tipos representam as mutactes que estdo identificadas por nimero (mutagdes de citocromo b,
nimeros em vermelho, com peso 2x maior do que mutagdes de regido controle). Os pontos pretos
representam hapl6tipos hipotéticos (median vectors). Circulos englobam individuos com mesmo
hapl 6tipo de citocromo b. Quadro mostra as mutagdes (e suas posigdes) presentes nos quatro hapl 6tipos
de citocromo b (CB01, CB02, CB03, CB04 e CB05) identificados nos individuos analisados.



Algumas comparactes podem ser feitas entre a filogeografia observada para P. leucoptera e
a descrita anteriormente para T. ambiguus. O que mais chama a ateng@o em relacdo a estas duas
espécies é a diferenciacdo observada entre as populagtes do nordeste (SD, Jg) e do sudeste de
Minas Gerais (Ca, RD, Si, NL, SB, Br), bastante evidente nas networks de ambas espécies (Fig. 11
e 14). Considerando a distancia geogréfica entre as populagdes destas duas areas (3 400 km), e a
caracteristica sedentaria dos Thamnophilidae, esta divergéncia ndo € inesperada. Além disso,
diversos rios e mudancas de relevo ocorrem entre estas duas regides, sugerindo que auséncia de
fluxo génico possa ser o fator responsével pela divergéncia observada. Nestas duas espécies, a
porcentagem média de sitios divergentes entre seqiiéncias de citocromo b das populagdes do sudeste
e do nordeste de Minas Gerais (cerca de 0,5%), sugere uma separacdo destes grupos intra-
especificos ocorrida por volta de 250 mil anos, ou seja, ainda durante o Pleistoceno (1,8 milhdo a12
mil anos atrés). Essa divergéncia ndo é ata e pode ser menor do que o observado dentro de
populacBes de outras aves neotropicais (Bates et al., 1999; Marks et al., 2002), mas aindaassim, ela
pode estar refletindo algum padréo em relagéo a separagdo destas populagdes. Zink (1997) ressalta
que filogeografias congruentes sugerem respostas similares a um mesmo evento histérico. Esta
filogeografia é semelhante ao observado por Costa (2003) em pelo menos uma espécie de marsupial
(Metachirus nudicaudatus), embora a divergéncia observada tenha sido maior e os grupos de
populagdes estejam mais distantes geograficamente (sudeste de Minas Gerais x sudeste da Bahia).
A separacdo geogréfica de grupos de haplétipos intra-especificos, quando observadas em vérias
espécies, pode ser um indicativo da existéncia de uma barreira muito antiga separando estas
populagdes (Avise et a., 1987). Ainda que no caso descrito neste estudo, a referida barreira possa
ndo ser tdo antiga, j& que o tempo de divergéncia estimado entre estes grupos parece ser
relativamente recente, ndo podemos deixar de consideré-la. E provavel que variagbes ambientais
ocorridas durante o Pleistoceno, principalmente nos Gltimos 250 mil anos (tempo estimado de
divergéncia entre as popul agdes do nordeste e sudeste de Minas Gerais), possam ter exercido algum
papel na diferenciacdo entre estes dois grupos. O resultado observado neste estudo para P.
leucoptera e T. ambiguus, comparado com as éreas de endemismo de aves da Mata Atlantica,
apresentadas por Haffer (1987) e coincidentes com refugios pleistocénicos propostos para estas
espécies (Sick, 1997), sugerem que populagtes do nordeste de Minas Gerais podem fazer parte de
um grupo diferente das populacdes do sudeste do Estado. As populagBes da regido nordeste de
Minas Gerais podem ser remanescentes do refigio de Mata Atlantica do Nordeste brasileiro que
iniciano sul daBahia

Outro fator importante que precisa ser lembrado neste caso estd ligado as diferentes
caracteristicas dos hébitats no nordeste e no sudeste de Minas Gerais. Embora ambas |ocalidades
estejam nos dominios da Mata Atlantica, o clima, a atitude e alguns aspectos da flora diferem entre
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as duas regides. Endler (1982) destaca a importéancia que um gradiente de variagdo ambiental pode
ter na diferenciacdo de populagbes. Smith et al. (2001) apresentaram evidencias genéticas e
morfol 6gicas deste tipo de diferenciacdo ocorrendo em duas espécies de aves africanas. Portanto, a
diferenciag@o entre os grupos de populagdes destas duas éreas pode ser o reflexo de mudancgas
genéticas provocadas por adaptacdes a diferentes ambientes.

Mais estudos com aves de Mata Atlantica sdo necessarios para que se possa observar se esta
quebra genética observada entre sudeste e nordeste de Minas Gerais ocorre também em outras
espécies. Neste estudo, um padréo similar pode ser sugerido com cautela para D. mentalis, mas ndo
aparece nas andlises de T. caerulescens, nas quais a populagéo Jq ndo se apresentou particularmente
divergente das outras (embora, como j& discutido, a filogeografia sem qualquer estruturagdio
geogréfica observada nesta espécie possa estar relacionada a outros fatores, como maior capacidade
de fluxo génico). Além disso, amostragens de aves das espécies T. ambiguus e P. leucoptera em
sitios intermediérios entre estas duas areas poderdo ajudar a esclarecer se a distancia geogréfica é a
principal causa da divergéncia observada entre elas. Outras espécies de ampla distribui¢do, como D.
mentalis, T. doliatus e T. caerulescens, oferecem ainda a oportunidade de avaliar como as

populagdes de Mata Atlantica se relacionam com as popul agdes Amazonicas.

4.2.7 Rhopornis ardesiaca

Todas as nove aves da espécie Rhopornis ardesiaca foram amostradas na regido de Salto da
Divisa, um importante reduto desta espécie ameagada, segundo Zimmer e Isler (2003). Nos 728 pb
analisados, apenas uma transicdo (C? T) foi identificada na posicdo 225 do alinhamento,
permitindo a determinagdo de dois haplétipos de regido controle. Esse Unico sitio polimorfico, em
nove individuos analisados, coloca a variabilidade da regido controle nesta espécie em Ultimo lugar
entre todas as espécies analisadas (Tabela 5). A espécie Dysithamnus plumbeus, também ameacada
e de distribuicdo restrita, também amostrada em uma Unica localidade, apresentou valores de
diversidade consideravel mente maiores do que os observados para R. ardesiaca. E mesmo a espécie
Thamnophilus doliatus, da qual apenas quatro individuos foram amostrados em uma Unica
populagdo, apresentou maior variagdo genética. Seria interessante observar se essa baixa
variabilidade se mantém ao longo de toda a distribuicdo de R. ardesiaca. Interessante notar que o
hapl6tipo RCO1 estava presente em cinco individuos amostrados na Fazenda Santana, enquanto o
outro haplétipo (RC02) foi observado nas trés aves do fragmento préximo a Fazenda Santana, mas
também em uma ave capturada na Fazenda Santana. Essas duas localidades, situadas em margens
opostas do Rio Jequitinhonha, compartilham portanto um haplétipo de regido controle. Rhopornis
ardesiaca foi a Unica espécie em que foi possivel obter em todos os individuos boa qualidade de

seqiiéncia na regido do hairpin de citosina, mostrando que nesta espécie o padréo €&
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5"CCCCCCCCCTCCCCCCCC3' (fitaL). O citocromo b foi parcialmente seqiienciado em uma das
nove aves amostradas e esta seqiiéncia foi utilizada nas andlises filogenéticas descritas a seguir.

4.3 Reconstrugdes filogenéticas

As andlises filogenéticas foram feitas considerando as duas regides mitocondriais
separadamente. Ainda que muitos autores combinem sequiéncias de regido controle com seqiiéncias
de genes mitocondriais, como citocromo b, para reconstrucdes de filogenias (Sounders e Edwards,
2000; Ribas e Miyaki, 2003), um dos fatores que motivou esta op¢éo foi a falta de outgroups
adeguados para as arvores. Uma vez que todos as seqiiéncias usadas como outgroup foram obtidas
no GenBank e, como dito anteriormente, quase ndo ha seqiiéncias de regi&o controle de Suboscines
disponivels, seria necessaria a combinagdo de seqiiéncias de diferentes estudos ou de diferentes
espécies do mesmo género [uma seqiiéncia “hibrida’, como feito por Sounders e Edwards (2000)
com duas diferentes espécies de Corvus], para que se pudesse obter uma seqiiéncia a ser usada
como outgroup para os dados combinados. Além disso, 0 objetivo das reconstrucdes descritas a
seguir era ndo apenas descrever as relagdes entre espécies e géneros de Thamnophilidae como
também, se possivel, tentar elucidar as relagtes desta familia com outras familias de Furnarioidea,
como Conopophagidae e Formicariidae. Para atingir este objetivo, a regido controle foi usada de
forma experimental j& que, por sua elevada taxa de mutacdo e alta recorréncia de substituicdes
nucleotidicas, esta ndo € uma regido adequada para nenhum dos dois tipos de reconstrucao, embora
alguns autores ja a tenham usado para a primeira finalidade (Sounders e Edwards, 2000). O
citocromo b, por outro lado, se mostra bastante adequado em ajudar a estabelecer relagles entre
géneros da mesma familia, mas nem sempre relacoes entre familias (Spicer e Dunipace, 2004). E,
por fim, as diferentes naturezas da regido controle e do citocromo b, respectivamente regides néo-
codificadora e codificante, fizeram com que optassemos por fazer as filogenias a seguir com os dois
genes separadamente.

A plotagem da fregiiéncia de transi¢des e transversdes de citocromo b em relacdo a disténcia
genética (Tamura-Nei) indicou presenca de saturagdo nas transi¢des da 32 base dos codons a partir
de uma divergéncia genética de cerca de 13% (gréfico ndo apresentado). Klicka et al. (2000)
também observaram saturacéo na 32 base dos cddons de citocromo b a partir de uma divergéncia de
10% entre membros da familia Fringilidae. Os autores destacam que, nesse caso, a baixa resolugéo
obtida nas andlises filogenéticas pode estar relacionada a saturagdo dos dados. Johansson et al.
(2002), estudando a filogenia de membros da superfamilia Tyrannoidea, também observaram
saturagdo na 3 base do citocromo b com aumento do suporte dos nés nas reconstrucdes
filogenéticas, com a eliminag&o das transi¢es de 32 base. Apesar da presenca de saturacdo, optamos
por manter nas analises filogenéticas o conjunto de dados completo, uma vez que a sequéncia
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analisada de citocromo b era de 438 pb (menos da metade do tamanho total do gene) e a grande
maioria dos sitios variaveis e informativos estava na 32 posi¢ao dos codons. A concordancia entre 0s
resultados descritos a seguir, entre os vérios métodos utilizados com as duas regides mitocondriais,
e os elevados valores de bootstrap observados para varios agrupamentos, sugerem que a saturagdo
ndo interferiu nas reconstrugdes filogenéticas.

A andlise de MP (ver parametros em Material e Métodos) feita no programa MEGA com
todos os haplétipos de citocromo b produzidos neste estudo, mais quatro seqUéncias de
Thamnophilidae do GenBank (Cercomacra melanaria, Drymophila squamata, Pyriglena leuconata
e Thamnophilus caerulescens; Anexo |) e seqiiéncias de Conopophaga lineata e Formicarius
colma (ambas do GenBank) usadas como outgroup, resultou em 50 &rvores mais parcimoniosas
(comprimento da arvore = 391, Cl = 0,547 e Rl = 0,745). A éarvore consenso (Fig. 15) mostra que a
familia Thamnophilidae aparece como um grupo monofilético bem definido (bootstrap 91%), com
todos os haplétipos de uma mesma espécie se agrupando com alto suporte (bootstrap 92-99%).
Dentro da familia Thamnophilidae percebem-se dois grupos principais, também com consideréavel
suporte: um grupo, contendo todos os haplétipos dos géneros Thamnophilus e Dysithamnus
(bootstrap 79%) e outro grupo contendo os haplétipos dos géneros Pyriglena e Rhopornis
(bootstrap 71%). As espécies Drymophila squamata e Cercomacra melanaria aparecem entre 0s
Thamnophilidae, porém sem posicdo definida (D. squamata agrupa com os dois grupos descritos
acima, porém com bootstrap de 50%). O agrupamento dos dois haplétipos de T. doliatus e T.
palliatus um com o outro e com as outras espécies do género tem baixo suporte (bootstrap 58% e
50%, respectivamente), mas o agrupamento dos haplétipos das trés outras espécies de
Thamnophilus teve ato suporte (bootstrap 98%), com T. ambiguus e T. pelzeni como espécies-
irmas (bootstrap 73%). Da mesma forma, as duas espécies de Pyriglena formam um clado com ato
suporte (bootstrap 99%), sendo um grupo irméo de R. ardesiaca.

Uma vez que todos os hapl6tipos de citocromo b intra-especificos se agruparam com alto
suporte de bootstrap na andlise anterior, novas andlises foram feitas com um conjunto de dados
reduzido, utilizando no méaximo dois haplétipos (os mais divergentes) para cada espécie e incluindo
seqiiéncias do GenBank descritas anteriormente (ver Material e Métodos). O programa
MODELTEST sugeriu como melhor modelo para este conjunto de dados o GTR (general time
reversible) com a=0,144 e estimou as freqiiéncias de nucleotideos e de cada tipo de substitui¢ao. As
andlises de ML (ML1 usando o programa PAUP* e ML2 usando o programa MetaPIGA; ver
parémetros em Material e Métodos) resultaram em topologias muito similares e com muitas das
caracteristicas j& descritas acima (Fig. 16). A principal diferenca entre estas andlises, dentro dos
Thamnophilidae, esta relacionada as espécies T. doliatus e T. palliatus que formam um clado

apenas na ML2 (frequiéncia de 89%) e se agrupam com os outros Thamnophilus apenas na ML1,
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com suporte de bootstrap de 63% (na ML2 T. doliatus e T. palliatus se agrupam com o género
Dysithamnus com frequiéncia de 67%). Nas duas analises de ML o suporte para o clado contendo T.
pelzelni e T. ambiguus € maior do que o observado na analise de méxima parcimonia (89%/91% x
73%). Na ML2 Cercomacra melanaria agrupa com 66% de suporte com o clado contendo R.
ardesiaca e Pyriglena, mas na ML1 esta espécie aparece sem posi¢éo definida dentro da familia,
assim como Drymophila squamata. O agrupamento entre as duas espécies de Dysithamnus e destas
com o género Thamnophilus, o agrupamento entre as duas espécies de Pyriglena e destas com R.
ardesiaca e a monofilia dos Thamnophilidae recebem alto suporte em ambas andlises, mostrando
relacBes que haviam surgido anteriormente na andlise de MP j& descrita (Fig. 15). Interessante notar
as relagdes de Conopophaga lineata e Rhinocrypta lanceolata com os Thamnophilidae, recebendo
suporte, entre moderado e ato (67% a 97%), nas duas andlises de ML. Na ML1, Formicarius
nigricapillus surpreendentemente agrupa com o Furnariidae Cranioleuca pyrrhophia, usado como
outgroup junto com L. angustirostris, ainda que formem um clado com baixo suporte (52%),
ausente na ML2. Conclui-se que a andlise de maxima verossimilhanca sugere uma relagcdo mais
préxima entre Thamnophilidae e Conopophagidae, do que entre Conopaphagidae e Rhinocryptidae.
A andlise MP, feita no PAUP* com este mesmo conjunto de dados, revelou praticamente os
mesmos grupos e sustenta a monofilia do género Thamnophilus, porém com suporte baixo
(bootstrap 55%). Além disso, nesta andlise Dryomphila squamata forma um clado com
Thamnophilus e Dysithamnus com suporte de bootstrap de 59%. A arvore de MP néo resolve a
posicéo de Cercomacra melanaria dentro da familia, bem como as relagdes entre Thamnophilidae e
as outras familias.

Nas arvores produzidas com sequéncias de regido controle, todos os sitios com gaps de
dinhamento foram excluidos. A andlise de MP feita no programa MEGA, usando todos os
hapl 6tipos de regido controle produzidos neste estudo para as espécies de Thamnophilidae, mais
uma sequéncia de Conopophaga lineata produzida em nosso laboratério e quatro seqiiéncias do
GenBank (ver Material e Métodos), resultou em 97 arvores mais parcimoniosas (comprimento da
arvore = 647, Cl = 0,604 e Rl = 0,895). A arvore consenso (bootstrap consensus tree, ndo
apresentada) exibe todos os hapl6tipos intra-especificos agrupando juntos e com ato suporte
(bootstrap >85%), embora dentro de espécies, poucos agrupamentos de hapl6tipos apresentem
bootstrap maior do que 50%.

Com o conjunto de dados reduzido, as andlises de ML (MODELTEST indicando modelo
HKY com a = 0,5309, ttv = 1,5932) e MP revelaram praticamente 0s mesmos agrupamentos ja
descritos para citocromo b (Fig. 17). Mais uma vez a familia Thamnophilidae forma um grupo
monofilético com alto suporte. Diferente das arvores de citocromo b, o género Thamnophilus

apresenta-se monofilético em todas as andlises, embora com moderado suporte de bootstrap na

89

ML1 enaMP (63% e 67%). A Unica espécie de Thamnophilidae com sequiéncia de regido controle
disponivel no GenBank € Thamnophilus doliatus. Esta seqliéncia agrupa com alto suporte com todas
as sequiéncias de T. doliatus produzidas neste estudo (bootstrap 85% na andlise de MP com todos os
hapl 6tipos de regido controle; &rvore ndo apresentada), embora na Fig. 17 somente o hapl6tipo
RCO1 tenha sido usado. A monofilia do género Dysithamnus também aparece nas trés andlises, com
suporte de 77% na ML1, que havia dado alto suporte para este clado na érvore de citocromo b
(91%, Fig. 16). Da mesma forma, a ML1 déa suporte apenas moderado (bootstrap de 63%) para o
grupo formado pelos géneros Thamnophilus e Dysithamnus na andlise com segiiéncias de regido
controle, diferente do ato suporte dado a este mesmo clado na éarvore de citocromo b (87%, Fig.
16). A andlise de ML feita através do programa MetaPIGA (ML2) armazenou 827 melhores
arvores. O consenso destas &rvores (majority rule consensus), em gera, da maior suporte
(determinado pela freqiiéncia com que um determinado ramo foi observado) aos nés do que as
andlises de bootstrap feitasnaML1 e naMP, mas a maior parte dos resultados € concordante, com
duas excegdes: 1) o clado formado por T. doliatus e T. palliatus aparece em mais de 80% das
melhores arvores armazenadas pelo programa MetaPIGA, enquanto este clado ndo encontra suporte
em nenhuma das outras duas andlises (ML1 e MP) e 2) a sequiéncia de Formicarius colma, obtida
no GenBank, agrupa com o clado contendo Thamnophilidae e Conopophaga lineata em 78% das
arvores, agrupamento este que ndo foi observado naML1 nem naMP. Os altos valores de bootstrap
observados na filogenia de regi&o controle, bem como a concordancia com as arvores de citocromo
b e com dados morfoldgicos, indicam que a regido controle pode ter papel importante no
estabelecimento de relaces filogenéticas entre géneros dentro de familias e, eventualmente, até
mesmo entre familias préximas de aves. Esta conclusdo esté de acordo com o resultado obtido por
Sounders e Edwards (2000) nas andlises de géneros de Corvidae usando sequéncias de regido
controle.

As reconstrucoes filogenéticas feitas com as duas regides mitocondriais revelaram alguns
padrfes interessantes, confirmando estudos baseados na morfologia e/ou ecologia destas aves, e
mostrando a robustez dos dois conjuntos de dados. Em todas as andlises os géneros Thamnophilus e
Dysithamnus formam um grupo com suporte consideravel (>63%), concordando com Sibley e
Alquist (1990) e Zimmer e Isler (2003) que ja haviam destacado a proximidade entre estes dois
géneros. Embora as andlises com citocromo b indiqguem a monofilia do género Thamnophilus, o
suporte dado a este clado ndo € ato (<63%), com T. palliatus e T. doliatus ndo se agrupando
fortemente com as outras espécies do género, chegando mesmo a se agrupar com as espécies do
género Dysithamnus em uma das andlises (ML2). 1sso ndo ocorre com as filogenias baseadas em
seqiiéncias de regido controle que, apesar de nem sempre definirem as relagdes entre as espécies de

Thamnophilus, sempre indicam a monofilia deste género com suporte >63%. Sera interessante
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verificar se a monofilia do género Thmamnophilus pode ser definida com a inclusdo de mais
espécies [0 género apresenta 26 espécies segundo Zimmer e Isler (2003)] e através de seqliéncias de
outros marcadores. Além disso, a despeito da similaridade morfoldgica, de canto e de plumagem
(Sick, 1997; Idler et al., 1998), que coloca T. palliatus e T. doliatus no mesmo grupo de espécies,
elas nem sempre se agrupam. Por outro lado, T. pelzelni e T. ambiguus, até recentemente
consideradas uma Unica espécie, se agrupam fortemente em todas as andlises, com seqiiéncias de
regido controle ou citocromo b. A auséncia de individuos com fenétipos intermediérios na érea em
que estas duas espécies co-ocorrem (Isler et al., 1997), sugere que, de fato, ndo ha hibridizagdo
entre elas. Porém é importante lembrar que o canto, uma importante caracteristica de isolamento
reprodutivo, foi diferenciado nas duas espécies através dos marcadores vocais usados por Isler et al.
(1997), porém ndo sem ambiglidade. A similaridade morfolGgica entre T. caerulescens e as
espécies do complexo T. punctatus (Sick, 1997) poderia sugerir uma proximidade filogenética entre
T. caerulescens e T. ambiguus / T. pelzeni, o que sO é percebido, com alto suporte, nas arvores
baseadas em seqiiéncias de citocromo b (Figs. 15 e 16). As duas espécies de Dysithamnus também
se agrupam, com alto suporte na maioria das andlises, embora com base em dados morfolégicos, D.
plumbeus ndo pertenga a0 mesmo grupo de espécies formado por D. mentalis e outras quatro
espécies do género (Zimmer e Idler, 2003). Somente com a andlise de mais espécies de
Dysithamnus ser& possivel saber qual areal proximidade filogenética entre estas duas espécies e se
0 género pode ou ndo ser confirmado como monofilético, como sugerido pelo presente estudo.
Embora necessite confirmago, parece existir grande similaridade entre os ninhos de R. ardesiaca e
os ninhos das espécies dos géneros Pyriglena e Myrmoborus (Zimmer e Isler, 20003). No presente
estudo, 0s géneros Rhopornis e Pyriglena se agrupam com alto suporte nas andlises feitas com as
duas regides mitocondriais, formando um grupo basal dentro dos Thamnophilidae nas andlises
baseadas em sequiéncias de regi&o controle. Seriainteressante incluir algumas seqiiéncias do género
Myrmoborus em andlises futuras para comprovar se estes trés géneros formam um grupo
proximamente relacionado. Nas arvores baseadas em seqiiéncias de citocromo b, a posi¢do das
espécies Drymophila squamata e Cercomacra melanaria ndo fica bem definida em nenhuma
andlise. Seria esperada uma maior proximidade filogenética entre Cercomacra e os géneros
Rhopornis e Pyriglena, com base na classificagdo apresentada em Zimmer e Isler (2003), mas isso
s6 ocorre em uma das andlises (ML2, feita com MetaPIGA), em que estas espécies se agrupam em
66% das &rvores. N&o foi possivel encontrar nenhuma informag&o que ligasse o género Drymophila
a0 grupo formado por Thamnophilus e Dysithamnus, mas esta relagdo aparece em uma das andlises
com suporte de bootstrap de 59%. Em nenhuma andlise foi sugerida uma relagdo préxima entre
Drymophila e Pyriglena, nem tampouco uma posicao basal do género Thamnophilus em relagéo aos
outros, como havia ocorrido no estudo de Irestedt et al. (2002).
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Fig. 15 Arvore consenso (bootstrap consensus tree), construida pelo método de méxima parciménia,
baseada em todos os haplétipos de citocromo b (438 pb) identificados neste estudo mais algumas
seqiiéncias obtidas no GenBank (sigla GB ap6és o nome da espécie) para espécies de
Thamnophilidae. CB seguido de nimero = identificacdo do haplétipo produzido neste estudo.
Valores de bootstrap, baseados em 1000 replicagdes, aparecem acima dos ramos.

Estabel ecer relagdes entre familias de Furnarioidea ndo era um objetivo central neste estudo,
mas, apesar das seqliéncias de citocromo b exibirem saturacdo acima de um certo nivel de
divergéncia (cerca de 13%), o que desqualifica estas sequéncias para andlises entre taxons mais
distantes, e, apesar de seqiiéncias de regido controle ndo serem adequadas ao estabelecimento de
relagBes entre familias (também em fungdio de substituicGes recorrentes), parece haver uma
tendéncia a maior proximidade filogenética entre Conopophagidae e Thamnophilidag, o que estaria
de acordo com estudos recentes (Lovette e Bermingham, 2000; Irestedt et al., 2001; Irestedt et al.,

2002). Em uma préxima etapa, pretende-se, usando marcadores mais adequados, de evolugdo mais
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lenta, e obter sequéncias de mais espécies destas duas familias, bem como de Rhinocryptidae e
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Fig. 17 Arvore consenso (majority rule consensus tree), construida pelo método de méxima
verossimilhanca, baseada em alguns haplétipos de regido controle (497 pb) encontrados neste
estudo ou obtidos no GenBank (identificados pela sigla GB ap6s 0 nome da espécie) para espécies
de Thamnophilidae e outras familias préximas. NUmeros acima dos ramos representam,
respectivamente, valores de bootstrap (100 replicagBes) e freqiiéncia do clado no consenso
construido a partir de 827 melhores &rvores obtidas pelo mesmo método usando o programa
MetaPIGA. NUmeros abaixo dos ramos sdo valores de bootstrap (1000 replicagdes) da andlise de
méxima parcimonia. - = clado nédo observado naandlise.

Fig. 16 Arvore consenso (majority rule consensus tree), construida pelo método de méxima
verossimilhanca, baseada em alguns haplétipos de citocromo b (438 pb) encontrados neste estudo mais
algumas seqiéncias obtidas no GenBank (identificados por GB ap6s 0 nome da espécie) para espécies de
Thamnophilidae e outras familias préximas. NUmeros acima dos ramos representam, respectivamente,
valores de bootstrap (100 replicages) e fregiiéncia do clado no consenso construido a partir de 1000
melhores &rvores obtidas pelo mesmo método usando o programa MetaPIGA. Nimeros abaixo dos ramos
sfo valores de bootstrap (1000 replicagdes) da andlise de méaxima parcimonia. - = clado ndo observado na
andlise.
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5. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitem chegar as seguintes conclusdes:

A variabilidade observada na regi&o controle das espécies analisadas permitiu aidentificago de
uma estrutura filogeogréfica regional em pelo menos trés espécies (T. caerulescens, T.
ambiguus e P. leucopetra) e a estimativa dos niveis de diversidade em outras quatro (T.
doliatus, D. mentalis, D. plumbeus e R. ardesiaca). Elevados niveis de variagdo genética foram
observados nas espécies D. mentalis e T. caerulescens e uma diversidade muito baixa foi
observada na espécie ameagada R. ardesiaca. A variagdo genética estimada entre popul agdes
dentro de espécies parece ser menor, em aguns casos, do que o observado em outras aves
neotropicais.

Os niveis de divergéncia de citocromo b observados entre espécies de Thamnophilidae foram
comparaveis aos valores observados entre outros grupos de aves neotropicais, sugerindo
divergéncias maiores do que o descrito para espécies de aves de clima temperado. Se esses
niveis de divergéncia forem confirmados em mais espécies neotropicais, € possivel que sgja
desfeita a idéia de que aves tendem a apresentar nivels de divergéncia genética inferiores aos
observados entre grupos de outros vertebrados considerando a mesma escala taxondmica. Os
menores niveis de divergéncia entre espécies, tanto para regido controle quanto para citocromo
b, foram observados em pares de espécies ja indicadas como filogeneticamente proximas por
outros estudos morfologicos e moleculares. Além disso, a divergéncia observada entre as
espécies T. ambiguus e T. pelzelni é elevada e serve de suporte a separaggo destas, a partir do
complexo T. punctatus, proposta recentemente com base em marcadores morfol gicos e vocais.
Na espécie T. caerulescens ndo foi possivel definir uma estruturagdo geogréfica clara, embora
tenha sido possivel identificar dois agrupamentos distintos de hapl6tipos, tanto para a regido
controle quanto para o citocromo b. Esse padrdo ndo foi observado nas outras espécies
analisadas e sugere a ocorréncia de fluxo génico entre as areas amostradas e/ou a existéncia de
uma zona de contato secundéria entre hapl étipos que divergiram em alopatria

Na espécie T. ambiguus as sequéncias de regido controle permitiram a definicdo de uma
estrutura filogeogréfica nitida, com haplétipos de populages do sudeste de Minas Gerais
separados dos hapl 6tipos observados em popul agoes do nordeste de Minas Gerais. O citocromo
b também mostrou a divergéncia entre estes dois grupos de popul agoes permitindo estimar uma
divergéncia entre eles de cerca de 250.000 anos. Esta divergéncia talvez possa ser atribuida as
mudangas climéticas do Pleistoceno, as diferentes caracteristicas do ambiente nestas duas

localidades ou ainda ao isolamento por distancia.
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Na espécie P. leucoptera foi observado um padréo filogeogréfico similar ao descrito
anteriormente para T. ambiguus. A congruéncia entre estas duas filogeografias sugere que os
mesmos eventos que promoveram a divergéncia entre as populagdes do nordeste e o do sudeste
de Minas Gerais em uma espécie, podem ter atuado na outra espécie. O estudo de popul agdes
intermediarias entre estas duas regides do estado, podera gjudar a identificar algum fator que
possa estar promovendo a diferenciacéo das populagdes destas duas espécies entre estas duas
regides do estado.

Para as demais espécies, devido ao nimero reduzido de aves ou de localidades amostradas, néo
é possivel observar com clareza um padréo filogeogréfico, no entanto, algumas comparagoes
podem ser feitas. A espécie D. mentalis, por exemplo, apresentou niveis elevados de variagdo
genética e de divergéncia entre populagdes em comparagdo com as outras espécies. As duas
espécies ameagadas de extingdo analisadas neste estudo, D. plumbeus e R. ardesiaca, néo
apresentaram niveis similares de variagdo genética para a regio controle, embora todas as aves
de ambas espécies tenham sido amostradas em uma Unica localidade e o nimero de individuos
analisados sgja similar. D. plumbeus apresentou niveis de variabilidade consideravelmente
maiores do que o observado para R. ardesiaca, espécie que demonstrou 0s menores niveis de
variabilidade para a regido controle, diferenca compativel com os graus de ameaca que
caracterizam estas duas espécies, sendo D. plumbeus considerada vulnerével e R. ardesiaca em
perigo iminente de extingdo (IUCN). A investigacdo genética de mais populagbes de R
ardesiaca podera dizer se a baixa variabilidade genética observada nesta espécie no presente
estudo é uma caracteristica da espécie ou apenas da populagdo analisada. A variagdo genética
observada na regido controle de T. doliatus também foi considerével, embora apenas quatro
aves de uma Unica localidade tenham sido analisadas.

As reconstrugdes filogenéticas confirmam vérias relacdes evolutivas entre espécies e género
sugeridas pela literatura: i) a familia Thamnophilidae € um grupo monofilético; ii) os géneros
Thamnophilus e Dysithamnus sfo proximamente relacionados; iii) os géneros Pyriglena e
Rhopornis sd0 proximamente relacionados; iv) as andlises sugerem a monofilia dos géneros
Thamnophilus, Dysithamnus e Pyriglena, embora ndo tenha sido analisadas todas as espécies
dentro destes géneros; V) as espécies T. pelzelni e T. ambiguus sdo proximamente relacionadas;
vi) apesar da similaridade morfolégica entre T. doliatus e T. palliatus, estas duas espécies ndo
exibiram relacgo filogenética proxima em todas as andlises; vii) os marcadores utilizados
parecem confirmar a maior proximidade entre as familias Conopophagidae e Thamnophilidae,
sugerida por literatura recente, inclusive com a detecgdo de uma provavel sinapomorfia para

este grupo (uma delecéo de 19 pb naregido controle).
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Primers deregido controle de Suboscines
Primers modificados a partir de seqliéncias de M. D. Sorenson (marcados com asterisco) ou

elaborados para este estudo, com distancia aproximada (pb) entre pares de primers

Regi&o controle

> D
<

ANEXO |

H16137*

s
<

L2

L16087* L6
H3

480

780

500

130

190
Produto amplificado em PCR (~1200pb)

430

590

160
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Seqiiéncias de regido controle e citocromo b usadas neste estudo, obtidas no GenBank.

ANEXO 11

Espécie Familia No. deacesso  Referéncia

Regiéo controle
Furnarius rufus Furnariidae AF082054 Mindell et al. (1998)
Dendrocolaptes picumnus Dendrocolaptidae ~ AF082052 Mindell et al. (1998)
Formicarius colma Formicariidae AF082053 Mindell et al. (1998)
Thamnophilus doliatus Thamnophilidae AF082057 Mindell et al. (1998)

Citocromo b
Cranioleuca pyrrhophia Furnariidae AY065708 Irestedt et al. (2002)
Lepidocolaptes angustirostris  Dendrocolaptidae AY (089811 Aleixo (2002)
Rhinocrypta lanceolata Rhinocryptidae AY078174 Johansson et al. (2002)
Formicarius nigricapillus Formicariidae AY065719 Irestedt et al. (2002)
Conopophaga lineata Conopophagidae ~ AY(078173 Johansson et al. (2002)
Cercomacra melanaria Thamnophilidae AY065723 Irestedt et al. (2002)
Drymophila squamata Thamnophilidae AY065722 Irestedt et al. (2002)
Pyriglena leuconota Thamnophilidae AY 065724 Irestedt et al. (2002)
Thamnophilus caerulescens ~ Thamnophilidae AY 078176 Johansson et al. (2002)
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